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Résume

Résumé

L’avortement au sein d’une exploitation occasionne des pertes économiques substantielles.
Dans cette étude, nous avons fait le point sur les principaux virus abortifs dans des élevages
bovins situés a 1’Ouest et au Nord-Ouest de la wilaya de Sétif, durant la période allant de
septembre 2014 a juin 2015.

Dans un premier temps, nous avons estimé le taux d’avortement qui était de 29,33% (88/300)
(IC 95% 24.2% -34.5%) ainsi que quelques facteurs de risque influencant négativement le
maintien de la gestation chez la vache. Les facteurs tels la commune, la taille du troupeau, le
mode de reproduction, la présence de petits ruminants dans la ferme, la pratique du paturage en
commun des bovins, la mise en quarantaine des animaux nouvellement acquis et la source de
la vache se sont révélés significativement associés a la survenue des avortements chez les
vaches (p < 0,05).

Ensuite, nous nous sommes intéressés a 1’étude de la séroprévalence vis-a-vis du BHV1,
BVDV, et du BHV4, aux facteurs de risque impliqués, ainsi que de I’association de ces derniers
aux avortements observés chez les vaches dans la région. Pour ce faire, un total de 184
prélévements sanguins de vaches a été effectué et analysé en utilisant le kit ELISA de la trousse
avortement (BHV1, BVDV, BHV4). Les résultats ont montré que 30.43 %, 29.89% et 14.13%
des sérums étaient positifs aux BHV1, BVDV et BHV4 respectivement. L’analyse des facteurs
de risque susceptibles d’influencer la séroprévalence vis-a-vis du BHV1 a montré I’effet de la
commune, du mode d’élevage semi-intensif, du paturage commun des troupeaux, de la monte
naturelle, de la présence de petits ruminants dans la ferme, de la source des bovins et du statut
sanitaire vis-a-vis du BVDV. Par ailleurs, cette étude a montré une corrélation positive entre
I’infection par le BVDV et ’élevage mixte avec les petits ruminants, la race, ainsi que la
séropositivité vis-a-vis du BHV1. Aucun facteur pouvant influencer la séropositivité vis-a-vis
du BHV4 chez le bovin n’a été mis en évidence.

L’¢étude cas-témoin réalisée pour vérifier si le BHV1, BHV4 et/ou le BVDV ¢étaient impliqués
dans la survenue des avortements chez les vaches a montré une association significative entre
le fait d’avoir des anticorps anti-BVDV chez la vache et le statut de la ferme (p=0.005, OR=3,26
IC95% 1,42-7,49). Une association positive a été trouvée entre les avortements et la
séropositivité au BHV1 (p=0.004, OR=2.63 IC 95% 1.37-5.04), au BVDV (p=0.002, OR=2.81
IC 95% 1.46-5.42) et a la coinfection BHV1-BVDV (p=0.02, OR=3.44 IC 95% 1.18-10). Ainsi,
25.35% et 26.34% de tous les avortements enregistrés dans notre étude ont été attribués au
BHV1 et au BVDV respectivement.

Au vu de tous ces résultats obtenus, nous pouvons conclure que le BHV1 et le BVDV devraient
figurer systématiquement dans le diagnostic différentiel des avortements en Algérie.

Mot clés : vache, avortement, BHV1, BVDV, BHV4, séroprévalence, ELISA, facteurs de
risque, Sétif



Résume

Abstract

Abortion at a farm causes substantial economic losses.

In this study, we reported on the main abortive virus in cattle farms in the West and Northwest
of the wilaya of Setif during the period from September 2014 to June 2015.

Initially, we estimated that the abortion rate was 29,33% (IC 95% 24.2% -34.5%) and some
risk factors influencing negatively the maintenance of pregnancy in cows in farms in the West
and North West the wilaya of Setif. The various factors analyzed indicate that Location
(Province), herd size, way of reproduction, the presence of small ruminants in the farm, the
practice of common grazing cattle, isolation of newly acquired animals and the source of the
cow are significantly associated with the occurrence of abortions in cows.

Next, we were interested in the study of seroprevalence BHV1, BVDV, and BHV4, the study
of risk factors, and their possible association with abortions observed in cows in the area. For
this, a total of 184 blood samples from cows has been performed and analyzed using the ELISA
kit of abortion (BHV1, BVDV, BHV4). The results showed that 30.43%, 29.89% and 14.13%
of the sera were positive for BHV1, BVDV and BHV4 respectively. Analysis of risk factors
that may influence the seroprevalence of BHV1 showed the influence of : the semi-intensive
Management type, the common grazing herds, the natural service, the presence of small
ruminant the farm, the source of cattle and the health status to BVDV. Furthermore, this study
showed a positive correlation between infection with BVDV and mixed farming with small
ruminants, breed, and the health status to BHV1. No factor can influence the seroprevalence
against the bovine herpesvirus 4 in cattle has been highlighted.

The case-control study to check if the BHV1, BHV4 and /or BVDV were involved in the
occurrence of abortions in cows showed a significant association between having anti-BVDV
antibodies in cow and farm status (p = 0.005, OR = 3.26 95% CI 1.42 to 7.49). A positive
association was found between abortions and seropositivity for BHV1 (p= 0.004, OR=2.63 IC
95% 1.37-5.04), BVDV (p=0.002, OR=2.81 IC 95% 1.46-5.42) and coinfection BHV1-BVDV
(p=0.02, OR=3.44 1C 95% 1.18-10). Thus, 25.35% and 26.34% of all abortions registered in
our study were attributed to BHV1 and BVDV respectively.

In view of these results, we can conclude that the BHV1 and BVDV should be included
systematically in the differential diagnosis of abortions in Algeria.

Keywords: cow, abortion, BHV1, BVD, BHV4, seroprevalence, ELISA, risk factors, Sétif
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Introduction générale

Introduction générale

L'avortement chez les bovins est généralement défini comme une perte du feetus entre environ
42 et 260 jours. Les gestations interrompues avant 42 jours sont généralement appelées
mortalités embryonnaires, alors qu’un veau qui est mort entre 260 jours et a terme est considéré

comme un veau mort-né (Bicknell et al., 1994., Yildirim et al., 2011).

Les avortements peuvent avoir des causes variées : traumatiques, toxiques, endocriniennes et

infectieuses.

En Algérie, I’analyse systématique, imposée et financée par 1’état, est principalement celle de
la brucellose. En outre, malgré, les pertes directes et indirectes occasionnées par 1’avortement chez
les bovins, trés peu d’études ont été réalisées a 1’échelle nationale qui permet de mettre en évidence

I’origine de 1’avortement.

De nombreuses études réalisées en dehors du continent africain ont montré que la BVD/MD et
I’IBR sont deux des plus communes causes virales d’avortement chez les bovins (Smith., 1990),
avec des taux d’avortement pouvant atteindre 25 a 60 % dans un troupeau (Youngquist et al.,
2007). Le role du BHV4 dans les avortements bovins est un sujet d’étude d’actualité bien qu’il

ne soit pas bien documenté (Moréan et al., 2015).

Le syndrome Diarrhée Virale Bovine — Maladie des Muqueuses, également connu sous le nom
de BVD/MD (Bovine Viral Diarrhea / Mucosal Desease), correspond a un ensemble complexe
de manifestations subcliniques a cliniques aigues, dues a des pestivirus (Groom et al., 2009).
L’importance de cette pathologie tient d’abord a sa tres large répartition mondiale, sa forte
contagiosité chez les bovins ainsi qu’a son impact économique considérable notamment du aux
infections prénatales (Bennett et Ijpelaar, 2005). Cette maladie atteint principalement les
bovins, cependant, elle a été décrite chez de nombreuses autres especes animales domestiques

et sauvages.

Les manifestations cliniques de I’infection sont variées et dépendent notamment de 1’état
physiologique de 1’animal lors de I’infection. L’infection postnatale entraine le plus souvent
une forme bénigne de la maladie, avec quelques symptomes digestifs transitoires et une
immunodépression temporaire pouvant favoriser le développement de diarrhées et d’infections

respiratoires, surtout chez les jeunes (Brock, 2004). En revanche, une infection transplacentaire
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pourra provoquer des avortements, des malformations congénitales ou la naissance de veaux a
virémie persistante et immunotolérants. Ces veaux sont la premiere source du virus au sein des
¢levages car ils sont excréteurs permanents (Brock, 2004). De plus, ces veaux Infectés
Permanent Immunotolérants (IPI) peuvent contracter la maladie des muqueuses, pouvant étre

souvent mortelle.

L’Herpeésvirus bovin 1 (BHV1) a attiré 1'attention mondiale depuis qu'il a été¢ décrit comme
une cause de la rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) chez les bovins laitiers en Californie,
en 1953 (Yates, 1982). Aprés son émergence apparente aux Etats-Unis, I'IBR a été
diagnostiquée dans le monde entier (Straub, 1975). Au début des années 1950, I’infection par
le BHV1 s’est traduite par une vulvo-vaginite pustuleuse infectieuse (IPV) chez les vaches et
une balanoposthite pustuleuse infectieuse (IPB) chez les taureaux. Le virus est maintenant
reconnu pour provoquer une série d'autres signes cliniques chez les bovins, y compris
I'avortement, la stérilité, la conjonctivite, I'encéphalite, la mammite, l'entérite et la dermatite

(Straub, 2001). Cependant, les foyers cliniques sont rares.

L’Herpésvirus bovin 4 (BHV4) est un virus de découverte récente et de répartition mondiale.
II a été principalement détecté chez les bovins, mais a également été identifié chez d'autres
especes, y compris les non-ruminants, domestiques et sauvages (Egyed et al.,1997 ; Dewals et

al.,2006).

La connaissance des caractéristiques du BHV4 et de sa pathogénie dans 1’organisme animal,
plus particulierement bovin, reste incompléte, tout comme sa réelle prévalence et son impact
économique. Sur le plan clinique, jusqu’a I’heure actuelle, le BHV4 n’est pas reconnu comme
agent causal d’une entité spécifique de la maladie et a été isolé dans une variété de cas cliniques
et sur des animaux apparemment sains (Donoftio et al.,2000 ; Bilge-Dagalp et al.,2012). Dans
la plupart du temps, il a été associé¢ a des infections de l'appareil génital chez les bovins, en
particulier pendant la période postpartum (Chastant-Maillard, 2015). Son role en tant que
pathogene secondaire, en association avec d’autres agents est de plus en plus documenté (Moran

etal., 2015).
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Cette thése comporte deux grandes parties :

Dans une premiére partie, nous présentons 1’état actuel des connaissances concernant le BHV1,
le BHV4 etle BVDV en s’attardant sur leur étude virologique, immunologique, et pathogénique.
Nous développerons ensuite les caractéristiques cliniques et épidémiologiques ainsi que les

outils diagnostiques et les différentes méthodes de lutte qui existent actuellement.
Dans une deuxiéme partie nous présenterons les résultats :
1) d’une enquéte épidémiologique sur les avortements,

11) d’une étude sur la séroprévalence des infections et coinfections par le BHV1, le BHV4 et le

BVDV dans la région étudiée.

ii1) de I’étude des facteurs de risque associés a la séroprévalence des 3 agents viraux et aux

coinfections existantes.

v) de I’étude épidémiologique de type cas témoin pour vérifier un lien causal entre les infections

par les 3 agents viraux et la présence d’avortement dans les exploitations étudices.

v) de I’étude épidémiologique de type cas-témoin pour étudier 1’association entre 1’exposition
aux infections et coinfections par les 3 agents viraux selectionés et I’avortement chez les vaches

étudiées.
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Etude bibliographique de la diarrhée virale bovine- maladie des muqueuses (BYD/MD)

I. Historique

La connaissance du syndrome BVD/MD a demand¢ de nombreuses décennies : en 1946,
Olafson et ses collaborateurs ont décrit pour la premiere fois dans le cadre d’une maladie
épidémique touchant les bovins adultes et provoquant une gastro-entérite contagieuse révélée
par une diarrhée aigué bénigne assimilée a une « grippe intestinale » (Olafson et al., 1946), ils
la décrivent de diarrhée virale bovine. Une année plus tard en 1947, ils reproduisent

expérimentalement la maladie et mettent en évidence le virus (Olafson et al., 1947).

En 1953, Ramsey et ses collaborateurs ont de nouveau isolé le virus, cette fois-ci dans le cadre
d’une maladie sporadique extrémement sévere touchant les jeunes bovins, 1étale dans 100 %
des cas, et provoquant I’apparition d’ulceres sur tous les épithéliums pavimenteux malpighiens

(Ramsey et al., 1953). Ils la décrivent ainsi Maladie des Muqueuses.

Ce n’est qu’en 1961 et pour la premiere fois, Gillespie et ses collaborateurs démontrérent une
parenté antigénique entre les virus responsables de ces deux entités cliniques (Gillespie et al.,
1961). En 1963, les deux entités ont été regroupées au sein du « complexe Diarrhée Virale

Bovine / Maladie des Muqueuses », ou complexe BVD / MD (Pritchard, 1963).

En 1973, la relation pathogénique entre les deux affections a été introduite par Liess (Liess et

al., 1974).

En 1984-1985, Brownlie et Bolin introduisent la notion d’animal infecté permanent (IPI) et
reproduisent expérimentalement la maladie des muqueuses (Brownlie, 1984 ; Bolin, 1985 ;

Boulanger, 1990).

Entre 1985 et 1987, Renard et ses collaborateurs ont caractérisé antigéniquement le virus grace
a I’obtention d’anticorps monoclonaux et au niveau moléculaire du génome viral (Renard et al.,

1988).

I1. Taxonomie
Les Pestivirus appartiennent a la famille des Flaviviridae, cette derniére comprend un grand
nombre de virus qui infectent les humains et les animaux (Collett et al., 1988 ; John et Neill,

2013). Classés auparavant dans la famille des Togaviridae, les Pestivirus s’en distinguent par

4
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I’absence d’ARN subgénomique et d’une queue polyadénylée a leur extrémité 3°, ainsi que par
leur organisation génomique (Thibault et Crevat, 1993). Cette famille comprend trois

genres flavivirus, pestivirus et hépacivirus.

Le genre flavivirus regroupe entre autres les virus de la Fiévre Jaune, de la Dengue, de

I’Encéphalite Japonaise et du West Nile.
Le genre hépacivirus regroupe plusieurs virus dont le virus de 1’hépatite C.

Enfin, le genre pestivirus regroupe trois virus qui sont des pathogeénes majeurs des animaux : le
BVDV, le BDV et le CSFV (Chappuis, 1999 ; Becher et Thiel, 2011 ; king et al., 2012).

Le BVDV est le virus responsable du complexe « diarrhée virale bovine / maladie des
muqueuses », appelé Bovine Viral Diarrhea Virus, le BVDV a été divisé en deux génotypes
soit le génotype 1 incluant les souches classiques de BVDV et le génotype 2 regroupant les
souches émergeantes dans la derniére épidémie aux USA et au Canada (Ridpath et al., 1994;
Harpin et al., 1999 ; Giangaspero et Harasawa, 2008).

-Le BDV est le virus de la Border Disease.

-Le CSFV est le virus de la Peste Porcine Classique ou Classical Swine Fever.

-Une derniere espece de pestivirus (pestivirus de la girafe). Elle a été mise en évidence chez

des girafes en 1969 (Liu et al., 2009 ; king et al.,2012).

Initialement, la classification des pestivirus reposait sur I’espeéce chez laquelle le virus était
1solé. Ainsi, les hotes reconnus du CSFV sont les suidés, ceux du BVDYV sont les bovins et ceux
du BDV sont les caprins et ovins. La capacité des pestivirus a franchir la barriére d’espece et
les résultats des analyses phylogénétiques ont par la suite permis de moduler cette classification.
En 2009, Liu et al. (2009) ont propos¢ une classification phylogénétique plus précise des
pestivirus sur base d’analyses comparatives des séquences codant S’UTR, NPro et E2 (Figure
1) qui décrit 56 isolats viraux. En plus des groupes précités dans la figure 1, il existerait trois
groupes de pestivirus non classifiés :

- Le 1 groupe comprend des pestivirus isolés de bovins ou de sérums bovins utilisés pour
les cultures cellulaires : D32/00 Hobi Brazil (Schirrmeier et al., 2004), CH Kaho/cont South
America (Stalder et al., 2005), et TH/04 Khonkaen Thailand (BVDV-3) (Stdhl et al., 2007).
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Ces pestivirus sont génétiquement proches du BVDV1 et BVDV2. C’est pour cela qu’il est
appelé BVDV-3.

- Le 2™ groupe comprend des pestivirus isolés d’antilopes aux Etats-Unis (Antelope)
(Vilcek et al., 2005), et de porcs en Australie (Bungowannah) (Kirkland et al., 2007).

- Le 3% groupe comprend des souches Tunisiennes isolées sur des ovins (TSV), qui ne

rentrent pas dans la sous espéce du BDV. Ces pestivirus sont en effet proches génétiquement

du CSFV (Thabti et al., 2005).
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2009).
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IT1. Organisation générale

1. Morphologie
Les flavivirus ont une taille comprise entre 40 et 60 nm. Ils sont sphériques, enveloppés et
possedent une nucléocapside icosaédrique, symétriques (Gardiner et al., 1972 ; Moennig et
Plagemann, 1992 ; Goyal et Ridpath, 2005). La capside est composée de la protéine C, contient

le génome et entourée d’une bicouche lipidique (figure 2) (Moennig et Plagemann, 1992).

/ 0 ARN monobrin positif

Enveloppe lipidique glycoprotéine membranaire
Capside

Figure 2 : Organisation structurale d’un pestivirus (d’apres Sellal, 2004).

2. Organisation du Génome
Le génome est composé d’un unique fragment d’ARN monocaténaire, de polarité positive,
d’environ 12 a 13 kb de long (Vilcek et Nettleton, 2006). Il posséde une coiffe en 5’ mais pas
de poly A en 3’ (John et Neill, 2013), il est composé d’un seul long cadre de lecture ouvert
(open reading frame ou ORF) encadré par des régions 5> UTR et 3° UTR non transcrites (ou
UTR pour UnTranslated Region) et se terminant par une queue poly C, ce ORF codent pour
une polyprotéine de pres de 4000 acides aminés (Jeffrey et Wells, 1989 ;Vantsis et al., 1990).
Du coté 5° UTR, I’ORF code quatre protéines structurales, obtenues a partir d’une polyprotéine

clivée en plusieurs protéines virales. La partie restante de I’ORF, du coté 3’-UTR, code les
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protéines non structurales. le reste de I’ORF (75% du génome complet) représenterait des

régions non codantes (Figure 3) (Nettleton et Entrican, 1995, Vilcek et al., 1997).

Les régions non codantes UTR joue un réle crucial dans le cycle virale des Pestivirus en se
repliant pour former des structures secondaires et interagir ensuite avec des protéines virales et
cellulaires pour réguler la réplication de ' ARN, la transcription ainsi que la traduction de I’ORF
(Pestova et Hellen, 1999 ; Moes et Wirth, 2007). Le 5’ UTR replie pour former des structures
secondaires nommée IRES (Internal Ribosomal Entry Site), reconnues par des protéines
cellulaires traductionnelles qui orientent le ribosome pour se lier au bon codon AUG de I'ORF
et d'initier la traduction des protéines (Yu et al., 2000 ; Isken et al.,2004). il a été révéleé
¢galement que d'importants signaux qui seraient impliqués lors de la réplication de I'ARN viral

sont situés dans la région 3'UTR du BVDV (Deng et Brock, 1993 ; Isken et al., 2004).

La séquence 5’UTR Nucléotidique est hautement conservée entre tous les membres du genre
Pestivirus, ainsi étant utile pour la caractérisation d'especes ou de génotypes (Giangaspero et

Harasawa, 2004).
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Figure 3 : Composition du génome des Pestivirus (d’aprés Schweizer et Peterhans, 2014).

3. Protéines virales
L’expression des génes se traduit par la synthese d’une polyprotéine. Celle-ci sera ensuite clivée
par des enzymes virales et cellulaires permettant ainsi la production des protéines virales

matures (figure 3) (Collett et al., 1988 ; Riimenapf et Thiel,2008), Cette polyprotéine est codée
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de l'ordre de NH2-Npro-capside-Erns-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4a-NS4b-NS5a-NS5b-COOH (
Collett et al.,1988).

La premicre protéine de la phase de lecture est la protéine Npro (ou p20). C’est une
autoprotéase, qui consiste a cliver le premier site entre Npro et la protéine de la capside C. Elle
est spécifique du genre Pestivirus et ne se retrouve pas chez les autres flavivirus (Riimenapf et
Thiel, 2008). A I'exception de Npro, la premicre région codante de I'ORF code pour les
protéines structurales, ou les protéines qui font partie intégrante de la particule virale. 11 s’agit
notamment de la capside et les glycoprotéines d'enveloppe Erns, E1 et E2. Les protéines E1 et
E2 sont insérées dans la membrane par l'intermédiaire de trongons de résidus d'acides aminés
hydrophobes. La protéine Erns n’est pas insérée directement dans la membrane, mais plutot elle
a un domaine C-terminal unique qui interagit avec la membrane extérieure par une fixation

faible, ou elle peut étre sécrétée dans la matrice extracellulaire (Fetzer et al., 2005).

3.1. Caractéristique et fonction des protéines structurelles
La protéine C est le principal constituant de la capside, qui participe a la protection du génome
viral (Rumenapf et al., 1993 ; Murray et al., 2008). Le protéine de capside ne se replie pas en
une structure complexe plus élevée, mais apparait plutdot comme une structure simple en
interagissant avec I'ARN génomique par de résidus des acides aminés chargés (Murray et al.,

2008).

Les protéines virales structurales de 1’enveloppe (EO ou Erns, E1 et E2) qui constituent des
cibles de choix pour les anticorps protecteurs contre le virus, en particulier EQ et E2. La protéine
Erns est une protéine homodimere fortement glycosylée, il est associée a la fois a la particule
virale et sécrétée sous forme soluble par les cellules infectées (Weiland et al.,1999 ; Rumenapf
et al., 2003). De ce fait, elle est considérée comme indicateur de 1’infection virale (Schweizer
et Peterhans., 2013). Elle induit aussi la production des anticorps neutralisants (Weiland et al.,
1992), cette protéine posseéde aussi une activité RNase, qui est active dans la dégradation de
I'"ARN simple brin et double-brin (Windisch et al., 1996 ; Hausmann et al., 2004), Cette fonction
peut limiter la réponse immunitaire innée de I’hote contre I'ARN double brin (Matzener et al.,

2009).
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La glycoprotéine E2 est transmembranaire. Elle est présente sous forme des homodimeres (E2-
E2) ou des hétérodiméres (E2-E1) (Lazar et al., 2003). Cette glycoprotéine est a 1’origine de la
variabilité antigénique des pestivirus. Elle est impliquée dans I’attachement et la pénétration
dans les cellules de I’hote (Liang et al.,2003). La glycoprotéine E2 joue un role primordial dans
le phénomene d’inhibition de la surinfection. En effet, I’incubation des cellules avec une
glycoprotéine E2 recombinante avant ou pendant une infection par une souche cytopathique de
BVD inhibe la pénétration du virus (Lee et al., 2005). Finalement, E2 est une glycoprotéine
immunodominante qui induit une forte réponse en anticorps neutralisants lors d’infection ou de

vaccination (Deregt ,1998 ; Plante et al., 2005).

3.2. Caractéristiques et fonction des protéines non structurelles
Les deux tiers du génome viral (dans la partie 3”) codent pour huit protéines dites non

structurales : protéines Npro, P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B.

La protéine Npro en plus de son action protéasique qui lui permet de se cliver de la polyprotéine,
il a été montré in vivo que cette protéine est capable de bloquer la production d'interféron par
I’orientation a la dégradation protéosomale de I'IRF-3, ce dernier est un important inducteur de
la production d'interféron dans les cellules infectées par un virus (Chen et al., 2007 ; Szymanski

etal., 2009).

La protéine p7 semble avoir un role dans la maturation glycoprotéique et/ou dans la
morphologie du virus (Elbers et al., 1996). 1l a ét¢ démontré qu’elle est nécessaire a la
production de virus infectieux, par la formation des canaux ioniques membranaires permettant
le passage du virus d’une cellule a une autre, mais pas pour la réplication de I'ARN, (Griffin,

2004).

Les protéines NS2 et NS3 sont synthétisées immédiatement apres la protéine p7. Ces protéines
se trouvent principalement non clivées NS2/3 dans les cellules infectées par des virus non
cytopathogene et principalement clivé comme NS2 et NS3 dans les cellules infectées par des
virus cytopathogénes (figure 3) ( Lackner et al., 2004). Ce clivage est réalisé par une activité
protéasique qui a €té découverte récemment sur la protéine NS2 (Guo et al., 2011). La protéine
NS2 contient également deux peptides signaux internes qui sont nécessaires pour la

translocation de la protéine dans le réticulum endoplasmique (Guo et al., 2011).

10
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La protéine NS3 présente deux activités enzymatiques distinctes. Le N-terminale contient un
domaine de serine protéase qui est responsable du clivage des sites 6, 7, 8, 9 et 10 permettant
ainsi la production des protéines non structurales NS4a, NS4b, NS5a et NS5b (figure 3) (Tautz
et al., 2000 ;Lee et al., 2005). L'extrémité C-terminale de la protéine NS3 contient un domaine
d'hélicase en déroulant I'ARN pour permettre la réplication et la transcription d'avoir lieu

(Warrener et al., 1995 ; Grassmann et al.,1999; Gu et al., 2000).

la protéine NS4a agit comme cofacteur pour la serine NS3 protéase et la protéine NS4b est
associée avec NS4a et NS5a au complexe de réplication d'ARN (Weiskirche et al., 2009). En
effet, Grassmann et ses collaborateurs ont montré que lors de mutations d’une de ces protéines,

la réplication ne peut pas s’effectuer correctement (Grassmann et al., 2001).

Les protéines NS5a et NS5b sont codées a 1'extrémité C-terminale de la polyprotéine de BVDV
et peuvent étre présente dans les cellules infectées sous forme non clivées NS5a-NS5b ou
séparées (Li et al.,2001 ;Weiskirche et al.,2009). NS5b est une ARN polymérase dépendante.
Elle contient tous les motifs fonctionnels caractéristiques de I’ARN polymérase virale (Zhong

et al., 1998 ; lai et al.,1999).

IV. Cycle viral
Le cycle viral de BVDV comme tout virus & ARN positif est cytoplasmique. La réplication et
la transcription sont dues a une polymérase virale. La traduction est assurée par la machinerie

cellulaire, ce cycle passe par plusieurs étapes (figure 4).

-Attachement, pénétration et décapsidation

La fixation de la particule virale a la surface cellulaire se produit probablement en deux étapes :
d'abord, la particule virale se lie par la glycoprotéine d'enveloppe Erns d'une mani¢re non
spécifique a la glycosaminoglycane de surface cellulaire suivie de la liaison spécifique de E2 a
son récepteur CD46 membranaire (récepteur régulateur de complément) ( Maurer et al., 2004 ;
Krey et al., 2006). Apres I’attachement, le virus pénétre dans une cellule par endocytose via les
vésicules a clathrine (type de vésicules d'endocytose) ou 1'abaissement du pH favorise la fusion
des deux membranes et la pénétration de I'ARN dans le cytosol ( Lecot et al., 2005 ; Krey et
al., 2005).

11
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-Traduction du génome viral et réplication

Les virus @ ARN de polarité positive ont un génome qui possede les signaux requis pour étre
traduit directement par les ribosomes de la cellule hote et la fixation de ribosomes a I’IRES
situé a Dextrémité 5’UTR initie la traduction de I’ARN indépendant de coiffe 5°. La
polyprotéine ainsi produite est ensuite clivée par des protéases cellulaires et virales en protéines
structurelles et non structurales. La réplication du génome est assurée par une polymérase virale
qui recopie I'ARN génomique (+) en ARN anti-génomique (-) et ensuite recopie cet ARN anti-
génomique en ARN génomique. Cet ARN sera ensuite encapsidé dans les nouveaux virions

(figure 4) (Hamers et al., 2001).

-Assemblage et libération

Suite a I’encapsidation, la nucléocapside est entourée par une membrane phospholipidique
décorée de glycoprotéines virales qui formera un virion immature. Les glycoprotéines virales
subiront ensuite une maturation et une glycosylation au cours de leur transfert vers l'espace
extracellulaire dans des vésicules d'exocytose. Les virus enveloppés sont libérés des cellules

infectées par bourgeonnement (Dehan, 2001 ; Ridpath, 2010).
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Figure 4 : Représentation schématique simplifiée du cycle de multiplication du BVDV (d’apres
Dehan, 2001).
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V. Propriété phisico-chimique

Le BVDV bien qu’enveloppé est relativement résistant puisqu’il persiste jusqu’a 10 j dans le
fumier, 6 j a 4°C dans les tissus infectés (Vaast, 1986). Il est trés sensible aux détergents usuels,
cette sensibilité est due a la structure lipidique de leur enveloppe (Gardiner et al., 1972), a la

dessiccation et aux ultra-violets (Chappuis, 1993 ).

I1 est rapidement inactivé par la chaleur a une température supérieure a 56°C (Vaast, 1986). En
revanche, il peut rester virulent apres 6 jours a 4°C, dans les tissus infectés par exemple. Il n’est
pas détruit par la congélation pendant plusieurs mois, le risque persiste donc lors d’insémination
artificielle (Gardiner et Barlow, 1972), mais cela permet de conserver les virus, afin de différer

les analyses de laboratoire.

Le pH « idéal » est de 7,4 mais le virus est relativement stable entre 5,7 et 9,3. Au-dessus de

9,3 la dégradation est rapide (Liess, 1990).
VI. Propriété biologique

1. Notion de biotype
I1 existe deux biotypes du virus BVD qui correspondent a I’effet du virus sur des cultures
cellulaires. Le virus provoque soit un effet cytopathogéne qui induit I’apparition de lésions
lytiques on parle alors de biotype cytopathogéne (CP), soit aucun effet cytopathique n’est
observé sur les cultures cellulaires infectées dans ce cas on parle de biotype non cytopathogéne

(nCP) (Ridpath et al., 1994 ; Nettleton et Entrican,1995 ; Neill, 2013).

Sur le plan moléculaire, une souche de biotype nCP est caractérisée par la présence de la
protéine NS2-3, d’un poids moléculaire de 125 kDa. En revanche, le biotype CP dérive du
biotype nCP par clivage de la protéine NS2-3 en deux protéines de plus petite taille (NS2 et
NS3) (Hamers et al., 2001). Le clivage de la protéine NS2-3 est li¢ a de multiple phénomenes
génétiques qui comprennent la recombinaison et la duplication génomique (Nettleton et
Entrican, 1995), l'insertion de séquences d'ARNm cellulaires (Ridpath et al.,1994 ; Quadros et
al., 2006) et les mutations ponctuelles (Kummerer et al., 2000). Toutes ces modifications
entrainent pour les souches CP une augmentation significative de 1’expression de la protéine
NS3 qui induit une destruction des cellules par mécanisme d’apoptose (Peterhans et al., 2010).

Dans les cellules, la production de NS3 est controlée par des produits d’expression de genes
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cellulaires, notamment le gene Jiv (J domain protein interacting with viral protein) qui agit
comme un cofacteur essentiel de clivage NS2-3 dans des cellules infectées par le biotype nCP.
Mais, la quantité tres limitée de Jiv cellulaire aboutit a une faible expression de NS3 pour les

souches nCP (Rinck et al., 2001 ; Lackner et al., 2005 ; Neill, 2013).

Plusieurs caractéristiques permettent de différencier les biotypes cytopathogeénes et non

cytopathogenes.

Sur le plan épidémiologique, le biotype nCP est le biotype circulant, prédominant dans les
populations de bétail, alors que le biotype CP n’est que sporadique (Nettleton et Entrican,
1995). La majorité biotypes isolés sont nCP sauf ceux isolés a partir des animaux atteints de la
maladie des muqueuses (Hamers et al., 2001). Il est transmis de maniére horizontale et verticale,
contrairement au biotype CP qui est transmis uniquement de fagcon horizontale et ne passe pas
la barriere placentaire (Grooms et al., 2009). Donc le biotype nCP est le seul responsable des
infections transplacentaires : avortements, malformations congénitales et formation de veaux
infectés permanents immunotolérants (IPI) (Brownlie et al., 1989 ; Grooms et al., 2009). En
revanche, un veau qui héberge le biotype nCP surinfecté ultérieurement par le biotype CP, une
maladie des muqueuses rapidement mortelle est provoquée. Cette surinfection peut étre
extérieure mais elle provient généralement d’une mutation de la souche nCP d¢ja présente chez

I’animal IPI.

D’un point de vue clinique, le biotype nCP est le seul responsable de la manifestation clinique

de la maladie BVD (Douart, 2000).

Au niveau du tropisme cellulaire, chez I’animal vivant, le biotype nCP posséde un tropisme
beaucoup plus large au sein de I’organisme a savoir les leucocytes, les organes lymphoides et
I’arbre respiratoire. Alors que le biotype CP a un tropisme relativement plus étroit pour le tube

digestif (Pastoret et al.,1997 ; Hamers et al. 2001).

Auniveau de la cinétique des anticorps lors d’inoculations expérimentales, pour le biotype nCP,
il est classique avec apparition des anticorps au bout de quelques jours et atteint le plateau en 3
semaines. En revanche, pour le biotype CP, les titres en anticorps sont faibles et tardifs

(Masanauve, 2008).
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Le tableau 1 résume les principales différences entre ces deux types de biotypes (Roux, 2009).

Le tableau 1 : Principales différences entre ces deux types de biotypes (d’aprés Roux, 2009).

Transmission horizontale | +++ +
Transmission verticale - -
Clinique Signe tres variable Signes minimes
Réponse humorale Apparition précoce (14j) | Apparition tardive (25 j)
(Anticorps neutralisants) | Titre trés élevés Titre faible

Persistance langue Persistance courte
Distribution tissulaire large Réduite
Virémie Fréquente Rare

2. Variabilité génomique
Le BVDV, comme les autres Pestivirus, et plus globalement comme les autres virus 8 ARN, se
caractérise par une importante variabilit¢ génétique considérable car ils sont soumis a de
nombreuses mutations ponctuelles et des recombinaisons et ne posseédent pas de mécanismes
de correction (Le Dréan et al., 2010). Cette diversité est nettement marquée pour les protéines
structurales (C, Erns, E1, E2) alors qu’elle est trés faible pour la protéine non structurale NS3

(Kummerer et al., 2000 ; Becher et al., 2003).

-Mutations et Recombinaisons

Une mutation apparait a chaque cycle de réplication dans le génome d’un virion (Drake et
Holland, 1999), ce qui peut conduire a plusieurs millions de mutations par jour au pic de
I’infection (Figlerowicz et al., 2003). Ils sont dus majoritairement a des mutations de type erreur
d’incorporation de base par ’ARN polymérase et 1’absence d’exonucléase. Cette derniere est
une enzyme de réparation des erreurs de la polymérase RNA-dépendante pendant la réplication
et la transcription (Becher et al., 2003 ; Strong et al., 2010). La majorit¢ de ces mutations
concernent la partie du génome qui code pour la protéine E2. Ce qui permet au virus de

s’échapper a la réponse immunitaire de 1’hote.
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En ce qui concerne les recombinaisons, il a ét€ montré que le BVDYV peut intégrer des morceaux
d’ARN originaires d’autres virus ou de la cellule héte, ce qui leur permet de changer le biotype

(Donis et Dubovi, 1987 ; Le Dréan et al., 2010).

Cette variabilité est a 1’origine de réassortiment de nouveau génotypes et sous génotypes.
Actuellement, il existe au sein du BVDV deux genotypes (BVDV-1 et BVDV-2) (Ridpath et
al .,1994). Ces deux génotypes sont trés proches sur le plan génomique (Vilcek et al., 2004).
Pour chaque génotype, seize sous-types pour le BVDV-1 (de a a p) et quatre génotypes pour
BVDV2 (de a a d) ont été identifiés (Pelletier, 2007 ; Giansgaspero et al., 2008 ; Xue et al.,
2010). Les génotypes 1 et 2 sont présents dans les mémes proportions aux Etats-Unis et au
Canada. En revanche, le génotype 1 est largement majoritaire en Europe (Cranwell et al., 2005).
Les souches virales responsables des manifestations de type de syndrome hémorragique
décrites en Amérique du Nord appartiendraient au génotype 2, alors qu’en Europe les sources
responsables des tableaux cliniques classiques appartiendraient au génotype 1 (Drew et

al.,2002 ; Cranwell et al., 2005).

3. Variabilité antigénique
Il existe une forte parenté antigénique entre les Pestivirus. Darbyshire a été le premier a
remarquer la proximité antigénique entre le virus de la peste porcine classique et le BVDV lors
de réactions croisées sur des gels de diffusion (Darbyshire, 1960). Par la suite, Cay et al ont
étudié les réactions croisées entre anticorps monoclonaux des différentes souches de pestivirus
(Cay et al. 1989). Cette étude a montré que les anticorps monoclonaux anti HCV (hépatite C
virus) réagissaient uniquement avec les souches de HCV. La moitié des anticorps monoclonaux
anti BVDV réagissaient avec les souches BVDV et BDV. Enfin, I’autre moitié¢ des anticorps
monoclonaux anti BVDYV et les anticorps monoclonaux anti BDV, réagissaient avec toutes les
souches HCV, BVDV et BDV (Figure 5) (Cay et al., 1989). 1l existe donc des réactions croisées
entre les anticorps anti-BVDV et anti-BDV. Ces deux espéces de pestivirus semblent étre
proches sur le plan antigénique. Le HCV semble étre éloigné antigéniquement des deux autres
espéces. De nombreuses réactions croisées ont ét¢ démontrées par différents tests tels le test de
neutralisation, le test de fixation du complément et I’immunofluorescence indirecte (Paton et
al.,1995). De plus, les virus BVD, BDV et CSFV sont trés proches et 67% de similarité ont été

trouvées entre le BVDV et le CSFV (Donis, 1995), ce qui prouve que ces trois virus sont des
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mutants de spectre d’hotes (Douart, 2000). L adaptation apres transmission a différents hotes
ainsi que 1I’échappement a différents systéemes immunitaires augmentent la diversité de ces

pestivirus (Simon et al.,1994).

100
80
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20

Anti-HCV Mabs Anti-BVDV Mabs Anti-BDV Mabs

Figure 5 : Réactivité d’anticorps monoclonaux anti-pestivirus contre différentes souches de

Pestivirus (Cay et al., 1989).

Il existe aussi une diversité antigénique entre les différents sous génotypes de BVDV-1.
Bachofen et al ont montré que le sérum dirigé contre le BVDV-1k neutralise de maniére tres
faible les autres sous génotypes, alors que les sérums dirigés contre les autres sous génotypes

semblent étre efficaces contre le BVDV-1k (Bachofen et al., 2008).

Les réactions croisées entre les différents sous génotypes de BVDV-1 sont plus importantes
que les réactions croisées entre BVDV-1 et BVDV-2 (Ridpath et al., 2000). L’immunisation
contre le BVDV-1 entraine une protection croisée limitée contre le BVDV-2 (Ridpath et al.,
2000). Cette protection croisée limitée a permis ’apparition d’épidémies a BVDV-2 en
Amérique du Nord dans les années 1990 sur des cheptels vaccinés contre le BVDV-1 (Bachofen

etal., 2008).

4. Transmission interspécifique
BVDV comme les autres Pestivirus a une spécificité d’hote relativement faible. En effet ils
peuvent passer facilement la barriére d’especes, et 1’infection par le BDV induit chez le bovin
des symptomes comparables a la diarrhée virale bovine et inversement (Dean et Leyh, 1999 ;

Vilcek et al., 1997). La transmission interspécifique est trés fréquente, en plus des bovins, il
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peut atteindre les porcins et les autres ongulés sauvages (cerfs, chevreuils, buffles, gazelle)

(Lars, 1997), méme I’isard (Frolich et al., 2005).

5. Pouvoir immunogene
5.1. Réponse immunitaire innée
Les virus et les autres micro-organismes produisent et contiennent des éléments qui sont
communs a plusieurs agents pathogenes. Ces éléments sont appelés PAMP (pathogen-
associated molecular patterns) ou motif moléculaire associé au pathogene. Ces PAMP sont
reconnus par des récepteurs se trouvant sur les cellules du systéme immunitaire (cellules
dendritiques et macrophage....), qui peuvent étre cytosolique par exemple, MDA-5, RIG-I ou
membranaire comme, Toll-like receptor, appelés PRR (pattern recognition receptors) ou
récepteurs de reconnaissance des motifs (Janeway et Medzhitov, 2002 ; Schweizer et Peterhans,
2013). L’ARN double brin viral est un PAMP produit lors de la réplication de I'ARN, il se lie
principalement au TLR (Weber et al., 2006). La liaison de I’ARN double brin au TLR déclenche
une cascade de signaux qui en résulte la génération des interférons de type I (IFN-a / b) (figure
60), ces derniéres n’exercent pas directement des effets antiviraux sur les cellules infectées, mais
sont sécrétées et induisent un état antiviral dans les cellules voisines apres liaison au récepteur

de I'IFN de type I situé sur la membrane cellulaire (figure7) (Peterhans, 2014).
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Figure 6 : production de I’INF par les cellules immunitaires lors de I’infection par le BVDV

(d’apres Peterhans et Schweizer, 2013).

Le BVDV est en grande partie résistant a l'activité de I'lFN sans bloquer I'établissement d'un
¢tat antiviral qui est protectrice contre les autres virus, comme le virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) ou le virus de I'encéphalomyocardite (EMCV) (figure7.C) (Schweizer et al.,
2006). Cet effet antiviral dii a I’interféron de type I n’a été observé que sur les animaux infectés

de fagon transitoire quel que soit le biotype infectant.

Le feetus infecté par le biotype CP conduit a la production de I'IFN qui empéche probablement
la mise en place d’une infection persistante par ce virus (Charleston et al., 2001). En revanche,
l'infection feetale par le biotype nCP n’induit pas la production de I’'IFN (Charleston et al.,
2002 ; Baigent et al., 2002), ce qui contribue a la persistance virale et 1’établissement de

I’immunotolérance envers le BVDV chez le veau plus tard (Peterhans et al., 2010). En outre
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Peek et al, ont constaté lors d’un traitement prolongé des animaux IPI par de fortes doses d'IFN

humain recombinant n’a pas réduit la virémie (Peek et al., 2004).

L’absence d’induction de PRR par I’ARN double brin et de la production de I’'IFN chez le feetus
infecté par le biotype nCP est due principalement a deux geénes qui sont spécifiques aux
Pestivirus au sein de la famille des Flaviviridae, a savoir la N-terminal autoprotéase Npro et la
glycoprotéine Erns structurelle. Npro stimule la dégradation du facteur de transcription IRF-3
par le protéasome, empéchant ainsi I'activation de la transcription du géne de I'l[FN-b (figure
5.A) (LaRocca et al., 2005; Hilton et al., 2006; Bauhofer et al., 2007). Ems est une protéine
structurelle virale qui active la RNase dégradant I'ARN pestiviral extracellulaire et
endosomique, empéchant ainsi sa reconnaissance par les récepteurs Toll-like dans des cellules
infectées et méme les cellules non infectées (Schneider et al., 1993; Hausmann et al., 2004)

(figure 5.B).
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Figure 7 : L’interaction du virus du BVDV avec la celleule hote d’aprés peterhans et al., 2006.

Le biotype CP produit plus d’ARN double brin que le nCP, ceci augmente le nombre de PAMP.
L’hypothese principale selon Peterhans est dans le cadre de ’infection du feetus par le biotype
CP, ces nombreux signaux dépassent les capacités de Npro et Erns a inhiber la synthése des
IFN, ce qui expliquerait que lors de la contamination par une souche nCP du foetus, il n’y ait

pas de sécrétion d’IFN (Peterhans et al., 2010).
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5.2. Présentation de I’antigene du BYDV
Les cellules présentatrices d'antigénes (cellules dendritiques, les macrophages et les monocytes)

sont essentielles pour l'induction et le controle des réponses immunitaires contre BVDV.

Les CPA sont activées d’abord par le PAMP, puis elles internalisent le virus pour qu’elles
présentent les epitopes dominants par CMH de classe II aux cellules T auxiliaires, elles
produisent aussi des cytokines telles que l'interleukine 12 (IL-12) et d'autres molécules

stimulatrices telles que B7 pour I’activation compléte des LT4 (Chase et al., 2004).

Les CPA infectées par BVDV ont réduit 1'expression du récepteur Fc et C3, des récepteurs qui
sont nécessaires pour l'opsonisation (Chase et al., 2004). En outre, I’infection des cellules
mononucléaires par certaines souches virulentes du BVDV a baissé leur capacité a présenter
l'antigeéne aux cellules T auxiliaires, par diminution de I’expression CMH II et de la molécule
costimulatrice B7 (Glew et al., 2003). Cependant, les cellules dendritiques ne sont pas affectées
dans leur capacité a présenter l'antigene a des cellules T auxiliaires ou de I'expression du

marqueur de surface CMH II et B7 (Glew et al., 2003).

Les cellules dendritiques jouent un réle important dans la réponse immunitaire primaire et dans
la stimulation de la réponse immunitaire adaptative. Les cellules dendritiques apres leur
activation, produisent des cytokines qui font le lien entre la réponse immunitaire innée et
adaptative. La réponse immunitaire cellulaire et humorale sont alors activées (Peterhans et al.,

2010).

5.3. Réponse immunitaire adaptative
La réponse immunitaire adaptative contre le BVDV est a la fois humorale et cellulaire

(Peterhans et al., 2010).

A. Réponse immunitaire a médiation cellulaire
Les infections par le BVDV ont un effet majeur sur les lymphocytes T circulants, thymiques et
folliculaires. L'effet de 1’infection du BVDV sur le nombre de lymphocytes T circulants est
dépendant de la souche, il varie d'une 1égére lymphopénie (10-20%) a une lymphopénie sévere
(50-60%) avec une souche nCP tres virulente (Brodersen et Kelling, 1999). L’infection par
certaines souches virulentes de biotype nCP provoque une déplétion des lymphocytes T dans le

thymus, la rate, les follicules lymphoides et les amygdales (Brodersen et Kelling, 1999). Le role
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des sous-populations de lymphocytes T dans la réponse a l'infection par le BVDV a été analysé
par Howard et al., 1992, qui ont révélé que la déplétion des lymphocytes T CD4 a augmenté la
durée de l'excrétion virale, tandis que la déplétion des lymphocytes T CD8 bovins n’ont eu
aucun effet sur la durée de l'excrétion virale, ce qui démontre I'importance des lymphocytes T

CD4 dans I'immunité vis-a-vis du BVDV.

Les réponses cellulaires spécifiques sont détectables 6 a 8§ semaines apres une infection par une
souche nCP, alors qu’elles sont détectables 3 a 4 semaines apres une infection par une souche

CP (Brackenbury et al., 2003).

Au début de l'infection, les lymphocytes T CD4 + jouent un rdle central dans la coordination
d'une réponse a médiation cellulaire et la régulation de la réponse immunitaire humorale. Ces
réponses des CD4 + étaient dirigées principalement contre les protéines NS3 et E2 de BVDV
(Collen et al., 2002) et a moindre dégrés contre la protéine de la capside (C), la glycoprotéine
Ems, la proteinase amino-terminale (Npro) et la protéine non structurale NS2-3 (Collen et al.,

2002).

Le biotype CP induit préférentiellement une réponse Thl et stimule I'immunité a médiation
cellulaire, tandis que le biotype nCP a tendance a décaler la réponse immunitaire vers Th2, en
abaissant de I'lFN-gamma. En effet, lors d’une infection aigue par le biotype nCP, cet
abaissement d’INF- gamma pourrait inhiber la réponse a médiation cellulaire contre
Mycobacterium bovis qui pourrait entrainer 1'échec lors de I'identification a
I’intradermoréaction des bovins atteints de tuberculose (Charleson et al., 2001). Les vaches
infectées par le biotype nCP pendant la gestation produisent a la fois deux réponses TH1 et TH2

(Charleson et al., 2001).

Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) jouent un role trés important dans la réponse
immunitaire aux infections aigus par le BVDV (Howard et al.,1992). Les epitopes susceptibles

des lymphocytes CD 8 sont le protéine C, Erns, E2 et NS2-3 (Chase et al., 2004).

B. Réponse immunitaire a médiation humorale
L’effet de I’infection par le BVDV sur le nombre de lymphocytes B circulants varie d'une
diminution (Ellis et al., 1988), sans effet (Archambault et al., 2000), a une augmentation

transitoire (Brodersen et al.,1999). Toutefois, certaines souches du BVDV trés virulentes de
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biotype nCP entraine I'épuisement des lymphocytes B folliculaires et ceux des plaques de Peyer
(Teichmann et al., 2000; Stoffregen et al., 2000). La protéine E2 est immunodominante dans
les réactions de neutralisation et de liaisons aux récepteurs cellulaires, méme si Erns contient

aussi un épitope de neutralisation (Masounave, 2008).

Suite a une infection par un Pestivirus, différents anticorps sont synthétisés, les anticorps
séroneutralisants sont les plus précoces. Ils apparaissent dans les deux premiéres semaines
suivant I’infection et atteignent son plateau vers la dixiéme semaine. Par la suite, les anticorps
fixant le complément sont présents 15 a 30 jours apres ’inoculation et atteignent un plateau
entre le 40°™ et le 80°™ jour pour persister au moins 3 mois. Plus tardivement, les anticorps
précipitants apparaissent 30 a 40 jours apres I’inoculation (Masounave, 2008). Les animaux
deviennent alors séropositifs. Cette séropositivité peut persister pendant plusieurs années
(Donis,1995). Une fois la réaction immunitaire installée, les animaux résistent a de nouvelles

infections par ce méme virus.

Le BVDYV entraine une immunodéficience chez la plupart des animaux atteints (Al-Haddawi et
al., 2007). Ceci pourrait étre dii a de nombreux facteurs tels une baisse de la production de
lymphocytes, une augmentation de la sécrétion de la prostaglandine E2 (Van Reeth et Adair,
2000), une diminution de [’activit¢ microbicide, une diminution de la sécrétion
d’immunoglobulines, de I’expression du complément et de la production de récepteurs Fc et de

chémokines (Peterhans et al., 2003).

5.4. Réponse immunitaire chez le veau nouveau-né
La réponse immunitaire chez le veau est dictée par deux facteurs : protection par I’'immunité
colostrale (immunité passive) et le développement d'une immunité active. Cependant, la
présence des anticorps maternels chez les jeunes interfére avec la réponse immunitaire active
et les animaux ne seront plus protégés contre une infection quatre a cinq mois plus tard c’est —

a-dire apres la disparition des anticorps du sang des veaux (Ellis et al., 2001).

L’immunité colostrale est considérée comme efficace lorsque la qualité du colostrum est bonne.
Les anticorps maternels persistent alors chez le veau jusqu’a I’age de 6-8 mois voire 10 a 12
mois (Bolin et al., 1995). Toutefois chez les veaux IPI, les anticorps maternels sont plus

rapidement ¢liminés (Schreiber et al., 1998 ; Thiry et al., 1999).
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La demi-vie moyenne des anticorps anti-BVDV acquis passivement est d'environ 23 jours
(Fulton et al., 2004). Une étude prédictive pour définir I'dge approprié pour éviter les
interférences des anticorps maternels contre BVDV est estimé a 141 jours pour le BVDV de
type 1 et 114 jours pour de BVDV de type 2, jusqu’a ce que les veaux deviennent séronégatifs

(Munoz-Zanzi et al., 2002).

Une expérience intéressante sur l'effet de I'interférence des anticorps maternels a été réalisée.
Des veaux séropositifs nourris de colostrum contenant des anticorps dirigés contre le BVDV
ont été infectés a 2-5 semaines d'age avec une souche BVDYV trés virulente, les veaux ont été
alors protégés contre la maladie et ont développé des réponses cellulaires spécifiques mais n’ont
pas développé d'anticorps neutralisants en présence d'anticorps maternels (Ridpath et al.,2003).
Les veaux ont ensuite €té infectés a 7-9 mois plus tard, ils ont été protégés alors contre la

maladie et ont développé une mémoire immunitaire (Ridpath et al., 2003).

VII. Pathogenése et expression clinique

L’infection par le BVDV chez les bovins induit des manifestations cliniques diverses dues au
tropisme multiple du virus, ce qui résulte d’une maladie systémique. En plus, I’action
immunodépressive du BVDV est a I'origine des infections secondaires par d'autres virus,

bactéries et mycoplasmes (Al Haddawi et al., 2007).

La pathogenése et les réponses cliniques de la maladie dépendent de nombreux facteurs liés au
virus et a 1’hote.

- I’hote : de son immunocompétence vis-a-vis du virus, de son age et du stade de gestation au
moment de I’infection.

- la souche virale en cause.

Dans cette partie nous allons aborder dans un premier temps 1’infection hors gestation et la

contamination chez le male puis I’infection pendant la gestation.
1. Infection hors gestation

1.1. Pathogenése
Dans le cas d’une transmission horizontale, le virus se transmet facilement par contact et
pénetre le plus souvent par voie oronasale, mais aussi par voie conjonctivale ou génitale.

d’abord une phase de multiplication au niveau respiratoire et lymphoide, suivie d’une virémie
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durant laquelle le virus peut étre pris en charge par les cellules mononuclées et envahir
I’organisme sous forme li¢, mais il peut également étre présent sous forme libre (Chastant et
al., 1999). La durée de cette phase est de quelques jours, puis I’agent infectieux se localise

préférentiellement dans 1’encéphale, le foie, la rate et les poumons (Chastant et al., 1999).
1.2. Expression clinique

A. Forme subclinique
Il s’agit de la forme la plus fréquente : 70 a 90 % des infections seraient subcliniques chez les
animaux immunocompétents séronégatifs (Baker, 1995). Cette forme correspond a un
syndrome fébrile modéré passant souvent inapercu : légeére hyperthermie, diminution de
I’appétit, diarrhée modérée, leucopénie de courte durée, l1égere chute de la production laitiére.
Les animaux touchés vont guérir au bout de quelques jours (Schelcher et al., 1993). Cette forme
est trés souvent non détectée par les éleveurs d’ou sa classification de subclinique (Grooms et

al., 2009).

B. Troubles digestifs
Les troubles digestifs causés par le BVDV surviennent a n’importe quel age, du nouveau-né a

l'adulte (Fulton, 2008), le virus induit deux formes selon I’age de 1’animal.

a). Diarrhée virale bovine aigué bénigne
La forme aigué survient généralement chez les bovins de 6 a 24 mois d'age (Grooms et al.,
2009). Cette forme se manifeste par une fievre, une anorexie, une dépression, une diarrhée avec
éventuellement des ulcéres buccales et sur la langue (Deregt, 1995). En raison des effets
immunosuppresseurs du virus, il est souvent associé a des infections concomitantes notamment
Escherichia coli, Salmonella spp, Cryptosporidium et le rotavirus (Al-Haddawi et al., 2007).
Le virus endommage les épithéliums du tractus digestif en induisant des ulcéres et des érosions
dans l'ensemble du tractus digestif. Les plaques de Peyer intestinales peuvent étre affectées a
cause d’une forte affinité du virus pour les tissus lymphoides. Ce type d’infection apparait sous
forme d’épizootie et se caractérise par une forte morbidité et une trés faible mortalité (Hessman

etal., 2012).
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b). Entérite diarrhéique néonatale
Le virus peut également étre a 1’origine de diarrhées chez le nouveau-né, touchant
ponctuellement des veaux de moins de 15 jours. Dans la plupart des cas I’immunodépression
provoquée par le BVDV favorisent 1’action d’autres agents pathogenes, principalement des

virus de type coronavirus ou rotavirus (Dufour, 1999).

C. Troubles de la reproduction

A D’échelle individuelle, Ils sont représentés par I’ infertilité.

Chez le male, le virus est retrouvé dans la semence des individus infectés, dont la qualité est
alors altérée. Il cause une diminution du volume récolté, une baisse de la motilité, une
diminution de la concentration en spermatozoides et une augmentation de leur mortalité et de
leurs anomalies. Ces conséquences ne sont pas systématiques. Il est donc possible de rencontrer
un taureau infecté, sans pour qu’il y ait d’altération de la fertilité¢ (Chastang et Maillard, 1999).
Chez la femelle, I’infection hors gestation peut également provoquer de I’infertilité lorsqu’elle
a lieu peu avant I’insémination. Le virus BVDV est en effet susceptible, en provoquant une
inflammation des différentes parties de 1’appareil génital femelle, d’entrainer des anomalies du
fonctionnement ovarien (croissance folliculaire et ovulation anormales) et de perturber la

fécondation (Chastang et Maillard, 1999 ; Schelcher, 2008).

A I’échelle du troupeau, il a été constaté en élevage laitier, une diminution du taux de réussite
en premiere insémination artificielle (IA), une augmentation du nombre de vaches en retour de
chaleurs décalé a cause d’une mortalité embryonnaire, une augmentation du nombre de vaches
nécessitant plus de 3 [A. En élevage allaitant, une augmentation du nombre de saillies, un
décalage dans la saison de la mise-bas et plus rarement une absence de saillie due au taureau

(Schelcher, 2008).

D. Troubles respiratoires
Le BVDV ne serait pas un agent pathogene respiratoire direct, il entraine peu de lésions
pulmonaires lorsqu’il est seul. En revanche, il agit en synergie avec d’autres agents pathogenes
responsables de pneumonies chez les bovins, comme les Pasteurelles ou BHV1 probablement

a travers son effet immunodépresseur (Baker, 1987 ; Fulton et al., 2008).
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E. Troubles hémorragiques
I1 se traduit par des hémorragies multiples. Il est caractérisé par de I’épistaxis, une hématurie,
une diarrhée hémorragique ou des bouses contenant des filets de sang, des pétéchies ou des
suffusions sur toutes les séreuses et les muqueuses et des saignements persistants aux sites
d’injection (Corapi et al.,1990 ; Grooms et al., 2009). Les troubles de la coagulation observés
sont dus & une thrombocytopénie séveére, entrainée par une destruction périphérique massive
des plaquettes par le virus (Corapi et al.,1989 ). Le mécanisme de I'hémorragie et de

thrombopénie n’est pas entierement comprise et la maladie est souvent mortelle (Fulton, 2013).
2. Infection durant la gestation

2.1. Pathogenése
La pénétration initiale du virus dans I’organisme maternel s’effectue de la méme fagon que lors
d’une infection horizontale classique chez une femelle non gravide ou un male. En revanche,
chez une femelle en cours de gestation, la phase de virémie va entrainer une placentite et un
passage viral transplacentaire, aboutissant a des conséquences variables suivant le stade de

gestation (Figure 8) (Grooms et al.,2004 ; Fulton, 2008).
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Figure 8 : les conséquences de I’infection par le BVDV durant la gestation (d’aprés Schweizer

et Peterhans, 2014).
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2.2. Conséquences en fonction du stade de gestation

A. Infection pendant le premier mois
Les conséquences cliniques immédiates sont représentées en grande majorité par de
I’infécondité, pouvant étre expliquée par une mortalité embryonnaire tardive (Hietala et al.,
2003), par une réduction non négligeable de la fertilité, provoquée également par une
augmentation du taux de mortalité embryonnaire. Il s’agit d’'une conséquence majeure de
I’infection par le BVDV. Si cette mort embryonnaire a lieu assez tot ¢’est-a-dire avant le 16°™
jour de gestation, elle est qualifiée de précoce et la conséquence majeure est représentée par du
repeat breeding, c'est-a-dire par des retours en chaleur répétés a intervalles réguliers d’environ
21 jours (Chastant et Maillard, 1999). Les conséquences peuvent également étre retardées et
n’étre visibles qu’au moment de I’expulsion du veau : momifications feetales, avortements,
naissances prématurées, veaux mort-nés et malformations congénitales (Chastant et Maillard,
1999 ; Hietala, et al., 2003). Mais Moennig et Liess ont montré que le foetus peut ne pas étre
infecté en raison de l'incapacité du virus a pénétrer dans la zone pellucide. En plus, les
trophoblastes de bovins et ovins sécrétent [FN-tau, qui atteints son pic vers environ 20 jours de
gestation. L’IFN-tau est une cytokine qui empéche la lutéolyse dans le premier stade du
développement embryonnaire (Ealy et Yang, 2009). Il appartient aux IFN de type I ayant une
activité antivirale, et contribuent a la résistance du feetus a l'infection par le BVDV a ce stade

précoce de la gestation (Moennig et Liess, 1995).

B. Infection entre 1 et S mois
L’avortement est alors la conséquence la plus courante. Les signes observés sont soit des retours
en chaleur décalés par mortalit¢ embryonnaire tardive, soit des avortements dans le cas
d’infection plus tardive. Les mécanismes ne sont pas clairement explicités, mais il semble que
I’action du virus concerne plus particuliérement le placenta provoquant une placentite et non le

foetus lui-méme (Grooms, 2004).

Chez les bovins, la nidation se déroule aux environs du 45°™ jour de gestation. Lors de
contamination par le virus a partir du 40 ou 45 jour de gestation, la virémie de la vache

peut étre associée a une placentite et/ou a la contamination du feetus (Grooms, 2009) (figure 8).
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C. Infection entre 2 et 6 mois
Les malformations congénitales observées a cette période impliquent principalement le
systéme nerveux (microcéphalie, hypoplasie cérébelleuse, hydranencéphalie, hydrocéphalie, et
hypomy¢élinisation), les yeux (cataractes, la dégénérescence rétinienne, névrite optique, et
microphtalmie), le systéme immunitaire (aplasie thymique) , le systéme tégumentaire (alopécie
et hypotrichose), le systéme musculo-squelettique (brachygnathisme, retard de croissance et
arthrogrypose) ou du systéme respiratoire (hypoplasie pulmonaire) (Moennig et Liess,1995 ;
Baker,1995). Cet effet tératogene s’explique d’une part par la forte affinité du virus pour les
cellules a multiplication rapide, d’autre part, par son action sur les endothéliums vasculaires,
entrainant une hypoxie et une dégénérescence cellulaire (Hewicker et al., 1995 ; Montgomery,

2007 ).

D. Infection entre 5 et 9 mois
Dans cette période, le feetus a acquis son immunocompétence et possede la capacité a
reconnaitre le virus BVD comme faisant partie du « non-soi » immunitaire, il développera donc
des défenses immunitaires pour se défendre contre I’infection (figure 8) et pourra naitre
séropositif et vironégatif (Hewicker et al., 1995 ; Kelling et Topliff, 2013). Cependant, lors
d’une infection quelques jours avant la mise bas, I’animal nait normal mais présentera une
virémie transitoire jusqu’a I’apparition des anticorps neutralisants quelques jours apres la mise
bas. En quelques sortes, ce cas peut étre considéré comme un cas « classique » d’infection

transitoire (Hewicker et al., 1995).

E. Cas particulier de I’infection entre 1 et 4 mois de gestation (40-120 jours)
Le feetus ne développe une réponse immunitaire qu’a partir du 120°™ jour de gestation environ.
Si le virus contamine le feetus entre 40 et 120 jours de gestation, ce dernier ne déclenche pas de
réaction immunitaire, et le virus ne sera pas reconnu comme non-soi et sera au contraire
considéré comme du soi par le foetus. Le veau naitra donc Infecté Permanent Immunotolérant,
ou IPI (figure 9), qui ont la particularité d’étre virémiques permanents, mais séronégatifs vis-a-
vis du BVDYV jusqu’a la buvée colostrale (Swasdipan et al., 2002). Il excréte continuellement
le virus dans I’environnement et peut ainsi contaminer le reste du troupeau (Douart et Simon,

1993).
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Les IPI sont des veaux chétifs, aux poils ébouriffés, une téte de taille importante par rapport au

reste du corps et ayant des troubles de croissance, mais ils peuvent étre tout a fait normaux, a

croissance normale, ce qui rend beaucoup plus difficile leur détection clinique sur le terrain

(Yamane et al., 2008).
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Figure 9 : conséquences immunitaires de I’infection pendant la gestation (Grooms, 2009).

F. Bilan des troubles observés (figure 10).

Si ’infection est précoce (premier mois) : mort embryonnaire

Si I’infection a lieu dans les deux premiers trimestres de la gestation, elle peut aboutir a une,

deux ou trois des conséquences suivantes :
- Malformations congénitales

- Avortement

- Naissance d’un animal infecté permanent immunotolérant (IPI)

Si I’infection est tardive (dernier trimestre) : I’infection est asymptomatique.
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Figure 10 : Bilan des troubles observés (Grooms, 2009).

3. Maladie des muqueuses

3.1. Pathogénie de la maladie des muqueuses
Chez les individus atteints de la maladie des muqueuses suite a une infection simultanée par les
deux souches CP et nCP, la maladie se déclare a partir d’une surinfection par la souche CP,

d’un individu IPI hébergeant initialement une souche nCP (Brownlie et al., 1984 ; Bolin et al.,

1985).

Les conséquences cliniques dépendront du degré d’homologie entre ces deux souches (figure

11) (Brownlie, 1990 ; Pastoret,1997).

Si les deux biotypes sont differents sur le plan antigénique, I’animal fabriquera des anticorps

protecteurs contre la souche surinfectante et ne développera pas de maladie des muqueuses.

Si les deux biotypes sont homologues, 1’animal immunotolérant acceptera 1’intrusion virale et

déclarera une maladie des muqueuses dite aigué.

Si les deux biotypes ne différent que trés légeérement, on observera alors une forme chronique

de la maladie des muqueuses.

31



Etude bibliographique : diarrhée virale bovine- maladie des muqueuses (BVD/MD)

« Homologe » « Hetérologie » « Homologie partielle »
CPFB CRA™
NCPA
1.3 semaimes 2-3 semaines 3-4 mois gost
sunnfectign
L Maladie chronigue

1-2 mnis

T mCra
Anticorps anti
CPB

Maladie de la muqueuse réponse immune forme chronique (Runting disease)

Figure 11 : pathogénie de la maladie des muqueuses (Brownlie,1990).

3.2. Expression clinique

A. Forme aigué de la maladie des muqueuses
La forme aigué touche les animaux IPI entre 3 semaines et 3 mois d’age avec une évolution
rapide vers la mort en 2 a 3 jours jusqu’a 2 ou 3 mois. Elle apparait généralement de fagon
sporadique et son évolution est létale (Van Dreumel et al., 1998). Les symptomes sont
relativement caractéristiques : En début d’évolution une légere hyperthermie peut apparaitre,
mais elle a généralement disparu au moment de 1’apparition des principaux signes cliniques,
suivie du ptyalisme, d’une démarche anormale (I’animal marche sur des ceufs), d’une diarrhée
pouvant étre de nature trés diverse : aqueuse, mucoide, hémorragique ou avec présence de
caillots sanguins (Berzal-Herranz et al., 2001 : Schelcher, 2008). Sur le plan 1ésionnel, I’animal
présente des ulceres fusiformes en coup d’ongles dans la cavité buccale, dans les espaces inter
digités et sur I’appareil digestif. La caillette peut présenter des exulcérations hémorragiques et

parfois une iléotyphlocolite (Groom et al., 2009 ; Fulton, 2013).
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B. Forme chronique de la maladie des muqueuses
La forme chronique est caractérisée par une durée d’évolution plus longue de quelques
semaines a quelques mois, mais sa terminaison est également fatale dans tous les cas (Van
Dreumel et al., 1998). Les circonstances d’apparition sont identiques a celles de la forme aigué
(Schelcher, 2008). Les symptomes sont par contre moins spécifiques et d’intensité moindre,
caractérisés par un amaigrissement, un retard de croissance, une phase de diarrhée intermittente
et parfois quelques ulcéres buccaux et interdigités qui guérissent puis réapparaissent (Schelcher,

2008 ; Fulton, 2013).
VIII. Epidémiologie du syndrome BYD/MD

1. Epidémiologie descriptive

1.1. Espéces et types d’animaux concernés
Généralement, ce sont les bovins les plus touchés par le syndrome BVD/MD, mais d’autres
especes animales telles que les ovins, les caprins, les porcins et les ongulés sauvages peuvent
étre infectés par le BVDV (brownlie, 1985). En revanche, seuls les bovins infectés permanents
immunotolérants peuvent étre atteints de la maladie des muqueuses (Dannacher et Moussa,
1986). Les IPI ne représentent généralement qu’un faible pourcentage de la population bovine

(entre 0-2%) (Houe, 1999 ; Lindberg et al., 2006).

1.2. Répartition géographique et fréquence de I’infection
Le syndrome BVD/MD est ’'une des maladies les plus cosmopolites qui existent. Il est

rencontré dans tous les pays ou il a été recherché (Ernst, 1984 ; Talfaha et al., 2009).

Des enquétes sérologiques ont permis de mettre en évidence la grande prévalence de 1’infection
par ce virus : 31.6 % en Jordanie (Talfah et al., 2009). 31,1% en Italie (Luzzago et Frigerio,
2008), 69% en Uruguay (Guarino et Nunez ,2008) et de 50% en France (Boulanger et al 1993 ;
Houe, 1999,). Aussi, méme si les IPI ne représentent qu’un faible pourcentage de la population
bovine (entre 0-2%), il y aurait 15% des troupeaux qui en hébergeraient aux USA, 53% au
Danemark, 45% en Allemagne et entre 20 et 30% dans 1’Ouest de la France (Schelcher, 1993 ;
Groom, 2009).
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1.3. Importance économique
L’importance de cette maladie repose essentiellement sur les conséquences zootechniques
économiques qui sont liées au passage du virus (Lindberg et al., 2006). En effet, la BVD
engendre des pertes économiques directes comme les mortalités des IPI, I’avortement, la baisse
de production laitiere, I’infertilité, et des pertes indirectes liées a I’augmentation de 1’incidence
d’autres maladies, due a I’immunodépression transitoire associée a 1’infection (Dufour,1999).
En outre, en cas de circulation virale dans un cheptel, des contraintes zootechniques de
prophylaxie sont nécessaires telles que 1’isolement des animaux malades, la limitation des
introductions et des sortie des animaux sont également a 1’origine d’un colit supplémentaire

(Stahl et Alenius, 2012).

2. Epidémiologie analytique

2.1. La source de virus
Les sources virales sont représentées a 90 % par les animaux excréteurs et a 10 % par
I’environnement, du fait de la faible résistance du virus dans le milieu extérieur (Ridpath et al.,

1994).

Lors de primo-infections transitoires, les animaux libérent les virus en faible quantité durant la
phase relativement courte de virémie, celle-ci se produit entre le quatriéme et le dixiéme jour

post infection (Niskanen et al., 2003).

Les animaux permanents immunotolérants (IPI) délivrant du virus de fagon continue durant
toute leur vie, entretenant et propageant ainsi l’infection. Ils sont considérés comme de
véritables « bombes épidémiologiques » car ils peuvent apparaitre en bonne santé et ils sont
sérologiquement négatifs donc difficiles a dépister, mais restent excréteurs du virus toute leur

vie (Houe ,1995).

Une vache IPI donnera systématiquement naissance a un veau IPI et donc entretient 1’infection
dans I’¢levage. Un taureau IPI présente un sperme contaming et contaminant, ce qui se traduira
en général par de nombreuses mortalités embryonnaires précoces et donc une mauvaise fertilité

(Ridpath et al., 1994 ; Pastoret et al., 1997).
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Par ailleurs, les ovins peuvent étre un réservoir de BVDV (Hurtado et al., 2003). II a été révélé
que des porcins, des caprins et d’autres ongulés réceptifs aux pestivirus sont également des

réservoirs potentiels de pestivirus ( Becher et al.,1999 ; Radostits, 2007).

Les sécrétions et excrétions sont virulentes (jetage, sperme, sang, lait, larmes, salive, urine,
feces) (Solis-Calderon, 2005). Le virus est présent en grande quantité dans les avortons, le

placenta et les liquides utérins (Ridpath et al., 1994).

2.2. Mode de transmission
La voie horizontale directe représente le mode majoritaire de transmission. Elle se fait de mufle
a mufle ou par le biais d’autres mati¢res virulentes comme le sperme ou le placenta (Talaftha,
2009). Les voies de contamination sont donc respiratoires, orales ou vaginales (Pastoret et al.,

1997).

La voie horizontale indirecte est une transmission par 1’intermédiaire de matériel contaminé tel
que la pince mouchette, I’aiguille ou 1’environnement souillé (Niskanen et Lindberg 2003 ;
Guarino, 2008). Une transmission vectorielle animée peut également étre envisagée par des
insectes tels que les mouches transportant le virus sur leurs pattes (Gunn, 1993 ; Houe,1995).
La voie verticale s’effectue généralement par passage trans-placentaire du virus lors de

I’infection transitoire d’une femelle gravide ou chez une femelle IPI (Houe ,1995).

3. Epidémiologie synthétique

3.1. Origine de l1a contamination d’un élevage
La contamination d’un élevage naisseur se fait soit par achat d’animaux (achat d’animal IPI, de
vache ou de génisse porteuse d’un animal IPI ou d’animal infecté transitoire), soit par voisinage

(pature, foire ou mélange d’animaux) (Houe,1995).

3.2. Persistance de I’infection au sein de I’élevage
La persistance de I’infection par le BVDV au sein d’un élevage peut-étre due a deux causes
majeures. Tout d’abord, il peut s’agir de réinfection régulieére du cheptel par voisinage ou par
achat (Valle,1999 ; Talafha, 2009). La cause la plus fréquente reste tout de méme la persistance

d’un animal IPI dans le troupeau. Cet IPI contamine sans cesse ces congéneres et permet la
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formation de nouveaux IPI qui maintiennent eux aussi la charge virale dans 1’¢élevage (Houe

,1999).

IX. Diagnostic du syndrome BVD/MD

1. Diagnostic clinique et épidémiologique
Le diagnostic clinique et épidémiologique reprend I’ensemble des éléments décrits dans la
partie précédente. Ces ¢€léments ne permettent pas d’établir un diagnostic de certitude.
Cependant, I’observation de certains signes doit faire suspecter la maladie (baisse de fertilité,
augmentation du taux de mortalité périnatale, augmentation du nombre d’avortements et de
malformtion congénitale). cependant dans un certain nombre de cas, I’infection d’un troupeau

peut étre asymptomatique (Grooms et al., 2009).

2. Diagnostic nécropsique
La maladie des muqueuses provoque des Iésions relativement caractéristiques, digestives et

extra-digestives.

2.1. Lésions digestives
Les Iésions observables sont essentiellement de type ulcératif dans la partie antérieure du tube
digestif : ulcérations superficielles « en coup d’ongle » au niveau de la bouche et du pharynx,
ulcéres linéaires allongés le long de I’cesophage et quelques rares ulcéres sur les préestomacs.
Dans la partie postérieure du tube digestif, ce sont plutdt des Iésions inflammatoires avec une
inflammation catarrhale plus des pétéchies au niveau de la caillette. En zone intestinale, une

entérite iléo-caeco-colique et une rectite avec des micro-ulceres (Maillard, 2003).

2.2. Lésions extradigestives
Les Iésions extradigestives représentées essentiellement par des ulceres de la couronne et du
talon de 1’onglon, des espaces interdigités, une inflammation de I’ceil et une dermatite

exsudative dans les régions a peau fine (Maillard, 2003).

3. Diagnostic différentiel
Le diagnostic différentiel du syndrome de la BVD/MD est complexe car c’est une maladie qui
provoque de nombreux symptomes inconstants qui rappellent d'autres infections. De plus,

aucun de ces symptomes n'est pathognomonique de ce syndrome.
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Le diagnostic différentiel se fera avec des maladies qui provoquent des symptomes digestifs et

des maladies abortives.

Les deux principaux symptomes digestifs rencontrés lors de BVD/MD sont les ulcéres buccaux
lors de maladie des muqueuses et de la diarrhée. L'association de ces deux symptomes se

rencontre surtout dans 2 autres maladies : la fieévre aphteuse et la fievre catarrhale maligne.

3.1. Les maladies digestives
A. Fiévre aphteuse : elle se distingue de la maladie des muqueuses par la présence de vésicules
ou des aphtes, qui vont ensuite s’ulcerer. De plus, ces vésicules ne sont pas uniquement
présentes dans la bouche, elles sont retrouvées aussi au niveau des espaces interdigités et sur
les trayons. Elle se différencie aussi par une contagiosité extrémement rapide ainsi qu’une forte

morbidité (Petit, 2003).

B. Fiévre catarrhale maligne (ou coryza gangreneux) : a la différence de la BVD, c¢’est une
maladie beaucoup plus rare et a la différence de la BVD, elle est toujours mortelle. Elle est
caractérisée par une hypertrophie des nceuds lymphatiques provoquant une cécité, d’ou son nom

de « kératite bleue » (Petit, 2003).

3.2. Les maladies abortives
Lors d'avortement, de multiples causes bactériennes, virales ou parasitaires peuvent intervenir :
Bactéries : Brucella abortus, Salmonella, Haemophilus et Arcanobacterium pyogenes
Virus : BHV4, BHV1.
Protozoaires : Tritrichomonas foetus, Sarcocystis
Champignons : Aspergillus fumigatus
Concernant les maladies abortives, seule la recherche de I'agent causal sur l'avorton permet de

faire un diagnostic de certitude (Petit, 2003).

Cependant, seul le diagnostic de laboratoire avec la mise en évidence directe ou indirecte du

virus permet de faire le diagnostic de certitude de la présence ou du passage du virus.

4. Diagnostic de laboratoire
Les examens de laboratoire sont un recours indispensable dans le cas de I’infection par le

BVDV. IlIs doivent permettre :
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- de confirmer un diagnostic clinique, puisque les signes d’appel et les 1ésions sont multiples et
peu caractéristiques.
- de détecter les animaux IPI (sérologiquement négatifs et virémiquement positifs) et/ou atteints

de maladie des muqueuses.

Le diagnostic de la maladie repose sur des techniques directes de détection du virus ou

indirectes de détection des anticorps anti-BVDV.

4.1. Détection du virus.

Plusieurs méthodes de détection existent :

A. Isolement viral en culture cellulaire
L'isolement viral en culture cellulaire est généralement considéré comme la méthode de
référence pour le diagnostic virologique. I1 s’agit de la seule méthode permettant 1I’identification

du biotype CP (Dubovi, 2013).

Cette technique consiste a mettre en culture un échantillon sur des cellules cibles. Si cet
¢chantillon est contaminé par le virus, le virus se développera et la mise en évidence est
effectuée grace a des techniques immunologiques (immunofluorescence, immunoperoxydase)

dans la mesure ou la plupart des souches circulantes sont nCP (Borck, 1995).

Les cellules utilisées pour la mise en culture sont surtout des cellules rénales ou testiculaires de

feetus bovin, les lignées cellulaires de cornets nasaux de bovin et la lignée cellulaire MDBK.

Les échantillons a tester sur les animaux vivants peuvent étre préférentiellement du sang total.
Peut étre également recherchée dans le sperme. Cependant, le sperme complet est fortement
cytotoxique et doit donc étre dilué dans le milieu de culture cellulaire, en général a 1/10 au

moins (Dubovi, 1990 ; Radostits ,2007).

Les échantillons a tester sur les animaux morts peuvent étre préférentiellement la rate, la
thyroide, les reins, I’encéphale, les nceuds lymphatiques et les intestins. Le délai de réponse de
ce test est de 6 a 8 jours si c’est positif et le double si c’est négatif (Dubovi, 1990 ; Douart et

Simon, 1997).
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Cette méthode de mise en évidence du virus est encore considérée comme la méthode de
référence, bien que peu utilisée. Elle apparait moins sensible que la PCR et risque de fournir
des résultats faussement positifs si le virus est inactivé par des anticorps colostraux lors de
prélevement chez le jeune de moins de quatre mois. Cette technique est adaptée a la recherche
des IPI mais est déconseillée pour les animaux de moins de quatre mois car les anticorps

colostraux peuvent empécher 1’isolement viral (Brock et al., 1998; Zimmer et al.,2004).

L’isolement viral est une méthode trés fiables mais trés lourde a mettre en place (Saliki et
Dubovi, 2004), son principal avantage est ouverte et permet la détection sous certaines

conditions d’autres virus que le BVDV (Dubovi, 2013).

B. Détection des antigenes viraux (ELISA ag)
Les tests ELISA sont couramment employés pour détecter rapidement les antigénes viraux.
Avec le développement des anticorps monoclonaux spécifiques des Pestivirus, ’ELISA de
capture a été mis au point : les échantillons a tester sont déposés sur les puits d’une plaque de
microtitrage tapissée d’un mélange d’anticorps monoclonaux. D’autres anticorps monoclonaux
conjugués a la peroxydase assurent la capture de I’antigéne viral en « sandwich » et servent
d’anticorps révélateurs (Entrican et al., 1994) (figure 12) . Les antigénes recherchés sont
principalement NS2-3, Erns ou E2. La quantité d’antigéne viral est alors proportionnelle a la

densité optique obtenue.

Substrat de I’enzyme

Anticorps specifique de 1'antigene
(ou sous-unité antigénique) couple

Echantillon a tester

Anticorps spécifique

Figure 12 : Schématisation de I’ELISA de capture (Schrijver et Kramps, 1998)

Les échantillons approuvés pour le test ELISAag sont le sérum, les biopsies de la peau

(encoches d'oreille) et peut également €tre utilisé a partir de caillots, d’extraits leucocytaires ou
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encore de broyats d’organes lymphoides traités par un tampon lytique (Lindberg et Alenius,
1999). Les biopsies d'oreille (cartilage auriculaire) sont devenues un échantillon idéal pour
détecter les animaux IPI par ELISAag pour un certain nombre de raisons. Tout d'abord, Les
anticorps maternels n’interférent pas avec le test ELISA (Kuhne et al., 2005), donc peuvent étre
testés avec confiance pour les treés jeunes veaux. Des prélévements de biopsie auriculaire peut
étre collectés plus rapidement que ceux du sang et réalisés parallelement avec le bouclage des

oreilles lors de l'identification systématique des bovins (Kuhne et al., 2005).

La sensibilité de cette épreuve est trés bonne et proche de celle de 1’isolement viral pour les
animaux [PI dont les titres viraux sont trés €levés (Schelcher et al., 1993). Alors que chez les
bovins infectés transitoires (IT) dont les titres viraux €tant plus faibles, la sensibilité est
médiocre. L’ELISA est plus efficace que I’isolement viral mais reste peu fiable en période
néonatale lors d’utilisation de sérum comme échantillon. c’est-a-dire sur des animaux
virémiques agés de moins de quatre mois car les anticorps colostraux masquent la virémie

(Simon et al., 1994).

Il s’agit donc d’une méthode d’exécution simple, rapide, peu coliteuse et pratique pour trier un

grand nombre de prélévements de sang (Houe, 2006).

C. Détection des acides nucléiques (Ia PCR par transcriptase inverse en temps
réel RT RT-PCR ou RT-qPCR)
La PCR est I’abréviation de I’expression anglaise Polymerase Chain Reaction ou reaction en
chaine par polymérase. La technique consiste, apres rétrotranscription de I’ARN viral en ADN
complémentaire, a amplifier un fragment de génome présent dans un échantillon. Ensuite, les
produits d’amplification sont révélés par des méthodes telles que 1’électrophorese ou avec la
variante actuelle ou les produits d’amplification sont révélés au cours méme de la phase

d’amplification : c’est la RT-PCR ou PCR en temps réel (Sandik, 2005 ; Dubovi, 2013).

Elle se fait a partir des leucocytes qui ont une charge virale importante, issus de prélévement
de sang total sur EDTA et pas d'héparine car elle inhibe la PCR ou dans le sérum prélevé sur
tube sec, de lait ou a partir d’une biopsie de la rate, les intestins et 1’oreille. La RT-qPCR est

insensible aux substances toxiques et a la présence d’anticorps colostraux interférents chez un
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jeune bovin de moins de 6 mois (Zimmer et al., 2004 ;fux et wolf ,2011). Mais tres sensible a

la contamination d’échantillons qui peut entrainer de faux positifs.

En raison de la grande variabilité des Pestivirus, les kits commerciaux ont été congus pour
détecter 1’ensemble des souches connues de BVDV et BDV, souvent en utilisant deux a trois
couples d’amorces différentes. Ces kits sont basé€s principalement sur 1’amplification de la
région 5’UTR, région trés bien conservée chez tous les Pestivirus. L’existence de souches
atypiques qui ne seraient pas détectées par la PCR reste toutefois envisageable (Le Dréan,

2010).

Etant donné que la charge virale chez les IPI est en régle générale beaucoup plus élevée que
chez les bovins infectés transitoires (IT), la détection de ces animaux se fait avec une grande
certitude aussi bien avec I’ELISA antigéne qu’avec la RT-qPCR. Mais vu que ’ELISA antigéne
est moins sensible que la RT-qPCR, les animaux infectés transitoires ne seront bien souvent
pas détectés par ce test contrairement au test RT-qPCR, qui est capable de détecter des charges
virales relativement basses. Ce dernier permet de faire la différence entre un IPI et un un bovin
infecté transitoire (IT), car le premier est décelé plus tot (la différence de charge virale de 2'°)

(Zimmer et al., 2004).

La meilleure sensibilité¢ de la RT-qPCR permet, outre la détection des animaux IT, de tester des
pools d’échantillons de sérum ou de sang de telle fagon a comprimer le cotit du dépistage, li¢ a
I’analyse d’un grand nombre d’échantillons individuels. Cette méthode est souvent utilisée en
combinaison avec I’ELISA antigeéne, en analysant d’abord des pools d’échantillons de sérum
ou de sang a I’aide de la RT-qPCR et en identifiant ensuite les animaux IPI a I’aide de tests

ELISA antigene réalisés sur les échantillons individuels des pools positifs (Ganée, 2011).

D. Immunofluorescence ou immunohistochimie
L'identification rapide de I'antigéne dans les échantillons de tissus peut étre pratiquée par des
méthodes immunohistochimies telles que l'immunofluorescence ou la mise en évidence
immunoenzymatique (par l'immunoperoxydase) sur des coupes de tissus congelés (Broderson,
2004 ; Vanderley et al.,2011). En raison du tropisme multiple du BVDV, tous les organes
peuvent étre prélevés. Cependant, la thyroide et les glandes salivaires, les nceuds lymphatiques

et le pourtour des 1ésions intestinales ainsi que la rate semblent donner de meilleurs résultats.
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Chez I'animal vivant, les prélévements peuvent étre réalisés a partir des érosions nasales ou
buccales pour pratiquer des biopsies, notamment la biopsie oculaire qui a été décrite comme

une méthode efficace pour la détection des animaux IPI (Njaa et al.,2000 ; Dubovi, 2013).

a). Immunofluorescence
En ce qui concerne l'immunofluorescence, elle est plus adaptée sur des coupes de tissus
necroscopiques congelés, cette méthode présente un intérét direct dans le diagnostic post-

mortem d’une infection par le BVDV (Brock ,1995 ; Vanderley et al., 2011).

L'inconvénient de I'immunofluorescence est 1'existence de faux positifs due a la fluorescence
de fond provoquée par des réactions sérologiques non spécifiques, telle la fluorescence émise
par les vaisseaux sanguins sains et l'existence de faux négatifs due a la grande variabilité
antigénique du BVDV qui peut rendre l'antisérum inefficace si la souche inoculée pour sa
production est différente de celle qui est recherchée d'ou son manque de sensibilité. Cependant,
récemment des anticorps monoclonaux ont été découverts agissant pratiquement avec toutes les
souches de BVDV et limiter les faux négatifs. De méme, le stockage prolongé du tissu dans le
formol peut détruire la capacité des anticorps monoclonaux a reconnaitre les épitopes cibles

(Dubovi, 2013).

Les avantages de cette technique est la rapidité et ne nécessite pas de cultures cellulaires. Elle
sera donc utilisée préférentiellement pour la recherche des bovins IPI ou souffrant de la maladie
des muqueuses a tout age et ne pas étre affectée par la présence des anticorps du colostrum
(Houe et al., 2006). En revanche, son manque de sensibilité lui fera préférer l'isolement viral

dans la recherche d'infections aigués.

b). Le test immunoperoxydase
Le test immunoperoxydase est assez proche de I’immunofluorescence. Il consiste & marquer
par la peroxydase la liaison anticorps-antigéene du BVDV. 1l se fait sur des coupes d'organe
congelées ou fixées a l'alcool et inclues dans de la paraffine. Il peut aussi étre pratiqué sur des
frottis de leucocytes. La sensibilité, la spécificité et la rapidité sont équivalentes a
I'immunofluorescence. Son utilisation sera donc la méme que pour l'immunofluorescence

(Clarke, 1996 ; Broderson, 2004 ).
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E. Interprétation des tests virologiques
Les animaux présentant un test virologique positif sont soit des animaux IPI soit des Animaux
infectés transitoires IT. Les animaux IPI présentent une virémie durant toute leur vie avec un
titre trés €élevé variant dans le temps. Dans le cas des animaux infectés transitoires IT, la virémie
est intermittente avec un titre beaucoup plus faible. Malgré le développement des tests pour
diagnostiquer les animaux IPI, en général, un second test sera nécessaire a appliquer trois
semaines a un mois apres pour différencier les IPI des IT. L’IPI reste viropositif alors que I'IT
redevient vironégatif (Edwards et al., 1991 ; Brock,1995). Un test négatif signifie que 1’animal

n’est pas porteur du virus au moment des prélévements.

Tableau 2 : interprétation des tests virologiques (d’aprés Brock, 1995).

Animal IPI Animal infecté | Animal non
transitoire contaminé
1¢"test virologique + + -

2¢ test virologique (3 a 4 | + - -

semaines apres)

4.2. Détection des anticorps
Actuellement, la mise en évidence des anticorps dirigés contre le BVDV est réalisée quasi
exclusivement par des méthodes immunoenzymatiques. La séroneutralisation reste le test de
référence mais son recours sur le terrain est obsoléte. La fixation du complément, I’épreuve
d’immunodiffusion en gélose et I’'immunofluorescence sont des techniques qui ont été

abandonnées car elles étaient moins sensibles.

Le dépistage sérologique permet de détecter la présence d’une circulation virale dans un cheptel
par la mise en évidence d'animaux porteurs d'anticorps spécifiques. Il ne permet cependant pas

de détecter directement d'éventuels individus IPI.

A. Test de séroneutralisation
C’est une méthode quantitative qui permet de déterminer le titre du sérum en anticorps anti-
BVDV. Le principe est de mettre en évidence les éventuels anticorps neutralisants présents dans
le sérum. Pour cela, des quantités constantes de virus d’épreuve sont mises en contact avec des
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dilutions croissantes du sérum a tester puis inoculées a une culture cellulaire sur microplaques
et incubées 3 a 5 jours. Le virus d’épreuve est le plus souvent une souche cytopathogene afin
de détecter facilement la neutralisation du virus, si les cultures entrainent la destruction de ces
cellules, cela signifie que le virus n’a pas €té neutralisé et que le sérum a tester ne contient pas
d’anticorps. Si au contraire, les cultures présentent le méme aspect que les lots témoins, le virus
a été neutralisé par les anticorps du sérum. Parfois les souches de virus d’épreuve utilisées sont
des souches non cytopathogenes. La neutralisation virale est alors appréciée par la technique

d’immunofluorescence (Saliki et Dubovi,2004 ;Sandik,2005).

La séroneutralisation permet de détecter principalement des anticorps neutralisants dirigés
contre les protéines structurelles E2, mais aussi Erns et E1 (Sandik, 2005 ; Le Dréan,2009). Les
antigeénes structuraux E2 sont les antigénes immunodominants responsables de la réponse en
anticorps neutralisants (Potgieter,1995 ;Ridpath, 2012). La séroneutralisation permet donc de
vérifier I’efficacité de protection immunitaire contre le BVDV. D’ailleurs, certains auteurs ont
¢tudié I’efficacité de vaccins dirigés contre le BVDYV par cette technique (Hamers et al., 2002).
Méme si elle est considérée comme une méthode de référence, elle présente nénamoins,
quelques inconvénients qui ont rendu son recours en pratique obsolete (Dubovi, 2013) :

- elle est cofiteuse et compliquée a mettre en ceuvre.

- ’obtention des résultats nécessite un délai de 5 a 7 jours.

- I’absence de technique standardisée compromet les comparaisons des résultats d’un
laboratoire a 1’autre.

- de fortes contraintes de laboratoire existent pour éviter la contamination des lignées cellulaires
et des milieux de croissance par des Pestivirus exogenes.

- sa spécificité a une souche du BVDV, car il n’y a pas de souche virale de référence, les
laboratoires en utilisent plusieurs : NADL, Singer, Oregon C24V. Selon le degré d’homologie

entre la souche du test et la souche infectante, les titres en anticorps sont plus ou moins €levés.
B. Tests Immunoenzymatiques

a). ELISA indirect
Le sérum a tester est versé sur une microplaque tapissée d’antigénes (Erns ou NS3). S’il contient

des anticorps, ceux-ci se fixent sur les antigénes. Apres ringage, les anticorps recherchés sont
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révelés par des antiglobulines spécifiques d’especes, conjuguées a une enzyme qui agit sur un
substrat chromogeéne (figure 13). On obtient un signal lumineux. La lecture se fait au
spectrophotomeétre ou la densité optique est proportionnelle a la quantité d’anticorps présents
dans I’échantillon. La méthode fournit une réponse qualitative, positive ou négative sans donner

de valeur chiffrée (Goetghelucke, 2002).

® ® ® ® Substrat de I’enzyme
® ® & e o
S T Anticorps anti-immunoglobuline
\ \ de 1’espéce d’ou provient

1’echantillon coupleé a une enzyme

I | | |
Anticorps de 1’échantillon a

Antigénes

Figure 13 : Schématisation de I’ELISA indirect (Schrijver et Kramps, 1998).

b). ELISA compétition

L’ELISA de compétition consiste a mettre en compétition les anticorps de I’animal avec un
anticorps monoclonal anti NS3 marqué a la peroxydase. Les échantillons sont mis au contact
avec NS3 fixée dans des puits. Si des anticorps spécifiques sont présents dans le sérum a tester,
ils se fixent sur la NS3 qui est alors masquée. Ensuite, 1’addition des anticorps monoclonaux
anti NS3 couplés a une enzyme (figure 14). S’il y a des anticorps dans 1’échantillon, il n’y aura
pas de fixation possible. Donc il n’y aura pas de signal lumineux et 1’échantillon est positif
(Goetghelucke, 2002).

@  Substrat de I’enzyme

¥

1 : e 5 i
1 Anticorps spécifique de 1’antigéne

/\ (ou sous-unité antigénique) couplé

Anticorps de 1’échantillon a
tester

Antigenes

Figure 14 : Schématisation de ’ELISA de compétition (Schrijver et Kramps, 1998)
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Les performances diagnostiques des tests ELISA anticorps dépendent de 1’antigene viral utilisé
dans le kit. Dans les tests actuellement disponibles, ils sont dirigés principalement contre la
protéine NS2-3 (Sandvik ,2005 ; Le Dréan ,2010). Cette protéine immunodominante est bien
conservée au sein des pestivirus mais n’induit pas la formation d’anticorps neutralisants
(Potgieter ,1995 ;Ridpath ,2012). Les kits ELISA renseignent donc uniquement sur la présence
ou I’absence de contact antérieure avec le BVDV, mais pas sur I’efficacité de la protection
immunitaire contre le virus. Ainsi, les tests détectant les anticorps NS2-3 sont plus adaptés que
les tests détectant les anticorps totaux pour le dépistage des bovins IPI. En effet, un bovin IPI
en dehors de la période colostrale, surinfecté par une souche hétérologue développera des
anticorps contre les déterminants antigéniques présents dans la souche de surinfection ou
vaccinale et absente dans la souche dont il est porteur chronique. Ce bovin sera détecté
séronégatif avec un test ELISA détectant spécifiquement les anticorps NS2-3 et pourra étre

séropositif avec un test ELISA anticorps « totaux » ou en séroneutralisation (Ridpath ,2012).

Les performances en termes de sensibilit¢ et de spécificité ne peuvent étre appréciées
globalement, tant les résultats publiés apparaissent variables d’un test a I’autre. En général, ces
¢tudes montrent une trés bonne concordance avec le test de référence qui est la
séroneutralisation (Beaudeau et al., 2001). Il apparait également que les ELISA de compétition

présentent une spécificité analytique plus élevée que la technique non compétition.

Les kits de sérologie ELISA présentent plusieurs avantages, comparés a la séroneutralisation.
Ils sont de mise en ceuvre rapide, peu colteux, fiables et permettent d’analyser un grand nombre
d'échantillons. De plus, ils ne nécessitent pas de mise en culture cellulaire ou I’utilisation de
souches de référence, évitant ainsi les problémes mentionnés par la séroneutralisation (Dubovi,
2013). Son automatisation est possible, ce qui permet 1’élimination des erreurs et les variations

dépendantes de I’operateur.

C. Interprétation des tests sérologiques
L’interprétation des tests sérologiques est résumée au sein du tableau 3. Cette interprétation est

générale a toutes les méthodes (Chase et al., 2003).
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Tableau 3 : interprétation des tests sérologiques (Chase et al., 2003).

-Animal sain, jamais contaminé -Animal immunocompétent ou contaminé
-Animal en cours de séroconversion -Animal vacciné par un vaccin vivant
-Animal IPI non recontaminé -Présence d’anticorps colostraux

-IPI recontaminé par une souche différente de

la souche d’origine.

X. Prophylaxie sanitaire et/ou médicale

Les prophylaxies sanitaire et médicale sont utilisées conjointement ou séparément dans les
plans de controle de la BVD, selon les situations épidémiologiques. La prophylaxie sanitaire
repose sur la détection et I’¢limination des animaux IPI et sur ’ensemble des mesures de
biosécurité pour empécher I’introduction de la maladie. La prophylaxie médicale repose sur la

vaccination, le plus souvent en complément de la prophylaxie sanitaire.
1. Prophylaxie sanitaire

1.1. Identification et élimination des animaux IPI du troupeau
En général, les animaux IPI jouent un plus grand réle dans la transmission du BVDV que les
animaux transitoirement infectés, rendant ainsi leur identification et leur élimination
importantes (Douart et Simon, 1997). Les veaux, les génisses de remplacement, les taureaux
doivent étre testés pour éliminer les IP1. Les vaches gestantes testées positivement doivent étre

isolées du troupeau jusqu’au moment ou leur veau soit testé et ait un résultat négatif.

Le caractere « non IPI » est un caracteére qui se conserve toute la vie de I’animal. Il est donc
possible de le garantir afin de faciliter les échanges d’animaux en limitant les dépistages
ultérieurs. Il s’agit d’une garantie a 1’échelle individuelle, qui a donné naissance a un fichier
d’animaux garantis non IPI, mais elle ne dispense pas la réalisation d une quarantaine a I’entrée

de ces individus, qui peuvent tout de méme é€tre infectés transitoires.

47



Etude bibliographique : diarrhée virale bovine- maladie des muqueuses (BVD/MD)

1.2. Prévention de I’introduction de I’infection dans le troupeau et biosécurité
Dans certains pays européens, comme le Danemark, la Suéde, la Finlande et la Norvege, des
mesures de contrdles systématiques ont été €élaborées pour éradiquer I’infection. Des tests de
détection du virus permettent d’assurer qu’aucun animal IPI ne participe aux encans ou aux
foires, ou ne passe d’un troupeau a un autre (Houe et Lindberg , 2006). Les vaches gestantes
séropositives doivent étre isolées. Leurs progénitures doivent étre testées pour le statut d’IPI, et
la vente de tels animaux est a éviter. Pour éviter I’introduction d’animaux avec une forme aigue
de la maladie, les animaux nouvellement acquis doivent passer une période de quarantaine de

3 semaines avant d’intégrer le troupeau.

Les taureaux doivent passer des tests de détection du virus, et passer une période de quarantaine
avant d’intégrer les centres d’insémination artificielle pour éviter la contamination du troupeau.
En plus, des tests a intervalles réguliers des taureaux, pour la séroconversion et la détection du
virus dans la semence, dans les centres d’insémination artificielle sont essentiels (Maillard et

Chastant, 1999).

Concernant le paturage commun ou les contaminations de voisinage et les ¢levages mixtes,
I’exposition des bovins aux petits ruminants sauvages doit €tre limitée par des locaux séparés
et des clotures bien entretenues pour réduire les contacts avec les animaux ou les bovins du

voisin qui peuvent étre contaminé.

Enfin, des mesures d’hygiene strictes sur le matériel d’injection et d’insémination doivent étre
respectées afin d’éviter les risques liés a la contamination par les produits biologiques (sperme,
embryon, vaccins, colostrum) ou a la contamination indirecte vectorielle (équipements,

vétements...) (Lars, 1997).
2. Prophylaxie médicale

2.1. Objectifs de la vaccination
La vaccination contre la BVD a plusieurs objectifs (Lindberg et Houe, 2005 ; Julia et Ridpath,
2013):
- éviter I’apparition de formes cliniques en protégeant contre les infections transitoires.
- réduire I’excrétion virale, consécutive aux infections transitoires (méme asymptomatiques)

ou due a la formation d’IPL
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- empécher, ou a défaut limiter, la naissance de nouveaux animaux IPI en protégeant le feetus
contre une infection transplacentaire en début de gestation par la vaccination des génisses avant

leurs mise a la reproduction.

2.2. Vaccination
Les vaccins contre les virus de la diarrhée virale bovine sont disponibles depuis les années 1960,
les vaccins actuellement disponibles sont soit des vaccins vivants modifiés soit inactivés. Ils

peuvent étre monovalents ou associés a d’autres valences virales et bactériennes.

La vaccination a ¢ét¢é montrée efficace dans des conditions controlées (Deregt, 2005).
Cependant, la vaccination comme une mesure de contrdle autonome n’a pas abouti a
I'élimination de la maladie clinique BVD ou a la réduction significative des pertes de BVDV
(Lindberg et Houe, 2005 ;Houe et al.,2006). Les raisons de cette incapacité ne sont pas liées
aux qualités des vaccins disponibles, mais a I'hétérogénéité des souches de terrain de BVDV et

a la capacité unique de BVDYV a établir des infections persistantes.

Il convient également de noter que la vaccination n’est pas efficace a 100% dans chaque animal
individuellement, mais il est efficace a 1'échelle du troupeau. C’est-a-dire, la vaccination peut
ne pas empéecher toutes les infections par le BVDV, mais elle réduit le nombre d’infections

(Houe et al.,20006).

A. Vaccins vivants modifiés
Les vaccins actuellement disponibles dans cette catégorie contiennent généralement une souche
de biotype CP atténuée par passages successifs sur des cultures cellulaires homologues ou
mutées par thermosensibilisation (Ridpath, 2013). Ces vaccins présentent de nombreux
avantages. En effet, la réponse humorale induite par les vaccins vivants modifiés est rapide,
durable et ne nécessite qu’une injection de primovaccination (Bolin et al., 1995 ; Schelcher et
al 2000). Cependant, ces vaccins représentent certains inconvénients, ils peuvent déclencher
une maladie des muqueuses chez les IPIun a quatre semaines apres vaccination. Ils représentent
aussi un risque pour les femelles gravides du a la réplication virale dans I’organisme. De ce fait,
ils sont contre-indiqués durant les six premiers mois de gestation par crainte d’infection fcetale,

bien que la formation d’IPI soit improbable puisque ces vaccins renferment des souches CP
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dont la capacité a traverser la barriere placentaire est nulle (Leon et Potgieter,1995 ; Julia et

Ridpath, 2013).

B. Vaccins inactivés
Il s’agit habituellement de vaccins bivalents contenant une souche CP et une souche nCP avec
un adjuvant qui renforce le pouvoir immunogeéne (Bolin et al., 1995; Ridpath,2005).
L’immunité induite par les vaccins inactivés est plus longue a se mettre en place et entraine une
protection de courte durée (parfois moins d’un an) (Schelcher et al., 2000). La primovaccination
nécessite deux injections avec une manipulation supplémentaire des animaux et un coft
augmenté. Leur efficacité en terme de protection feetale a été prouvée par certains types de

vaccin (Julia et Ridpath, 2013).

2.3. Immunité induite par la vaccination
Les deux réponses immunitaires humorale et cellulaire sont protectrices, la réponse humorale
est plus facile a mesurer et le test de séroneutralisation est couramment utilisé pour mesurer les

niveaux de la réponse immunitaire a la vaccination et d'évaluer 1'immunité de troupeau.

Lors d’exposition naturelle au BVDYV, la réponse en anticorps est détectable 2 a 3 semaines
apres l'infection et s’¢éléve jusqu'a se stabiliser 10 a 12 semaines apres 1'exposition (Howard et
al., 1992). Les titres de neutralisation virale, résultant de la vaccination avec le vaccin vivant
modifié, sont généralement inférieurs a ceux résultant de I'exposition naturelle, mais suivre une

courbe de développement et de décroissance similaires (Cortese et al., 1998).

La précipitation radioimmunologique montre que dans les infections naturelles ou apres la
vaccination avec un vaccin vivant modifié€, la réponse immunitaire est dirigée essentiellement
contre les protéines virales E2 et NS2/3 avec une réponse beaucoup plus faible contre les
protéines virales Erns et E1 (Bolin et Ridpath ,1989 ; Ridpath, 2013). En revanche, suite a la
vaccination avec un vaccin inactivé, la réponse immunitaire humorale est dirigée
principalement contre E2 et la réaction contre la NS2 / 3, Erns et E1 a été largement réduite ou

¢liminée (Ridpath, 2013).

Les épitopes des lymphocytes T sont moins connus. Des études menées chez les veaux avec
des niveaux ¢élevés d'anticorps maternels ont été faites pour accéder a la contribution des

réponses des lymphocytes T a la protection (Endsley et al., 2004). Ces études ont démontré que
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les réponses des cellules T étaient protectrices en I'absence de réponses humorales mesurables
et que la vaccination avec un vaccin vivant modifié, mais pas le vaccin tué, ont donné lieu a
une activation spécifique des sous-populations de lymphocytes T (CD4, CD8 et cellules T
gamma delta). Bien que la vaccination avec un vaccin a ADN en utilisant des séquences codant
pour E2 (Nobiron et al., 2003) et NS3 (Young et al.,2005) induit des réponses de cellules T, ce

qui indique que les epitopes de lymphocytes T existent dans ces protéines.
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Etude bibliographique de la rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR)

I. Historique

La vulvovaginite infectieuse pustuleuse (IPV) est une maladie vénérienne du bétail dont la
premiere description en Europe a été faite en Allemagne en 1894. La maladie a été décrite pour
la premiére fois aux Etats unis, en 1895 (Pastoret et al., 1982). Son étiologie virale est
démontrée en 1928 par Reisinger et Reinmann (Greig et al., 1958). L’isolement du virus est

réalisé 30 ans plus tard (Daubney et al., 1938).

La rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) a été décrite pour la premiére fois dans les années
1950 (Schroeder et al.,1954 ; Miller,1955 ), comme une maladie affectant le tractus respiratoire
de bétail dans les unités d’engraissement dans I’Ouest des Etats Unis. L’isolement du virus
responsable est réalisé en 1956 (Madin et al., 1956 ). Dans un premier temps, il fit appelé bovid
herpesvirus 1 (Pastoret et al., 1982), puis fut renommée bovine herpesvirus 1 (Roizmann et al.,
1992). Par la suite et sur la base de profils de restriction enzymatique, les souches de BHV1 ont
¢été classées en 2 sous-types : le sous-type 1 auquel appartient la plupart des souches isolées du
tractus respiratoire et le sous-type 2 qui comprend la majorité des isolats génitaux (Engels et

al.,1982).
I1. Etiologie

1. Taxonomie
Le virus responsable de la Rhinotrachéite Infectieuse Bovine (IBR) est I’Herpésvirus Bovin de
type 1 (BHV1). Il appartient a la famille des Herpesviridae, sous famille des Alphaherpesvirinae

et au genre Varicellovirus (Davison et al, 2009).

La famille des Herpesviridae se décompose en trois sous familles : alpha, béta et gamma
Herpesvirinae, ces trois sous-familles ont été créées suivant des critéres biologiques tels que le
site de latence dans 1’organisme, la vitesse de multiplication ou le spectre d’hétes (Roizman et
Baines,1991). L’arrivée de la biologie moléculaire a parfois bouleversé cette classification,

comme le BHVS qui était autrefois un sous-type du BHV1.

L’alpha herpesvirinae est caractérisée par un cycle de réplication court (moins de 24h), un

spectre d’hote large et provoque en général une destruction rapide des cultures cellulaires. Ils
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ont la capacité d’établir des infections latentes principalement, mais pas uniquement, dans les

ganglions sensitifs innervant la région ou a lieu I’infection primaire (Pellet et al., 2007).

Le BHV1 comprend trois sous-types BHV1.1, BHV1.2a et BHV1.2b différenciables par des
analyses de restriction enzymatique ou par liaison avec des anticorps monoclonaux (Engels et
al., 1981). Chaque sous-type posseéde des propriétés antigéniques caractéristiques et des
pathologies associées : - le sous-type BHVI1.1 est responsable principalement de la forme
clinique respiratoire - le sous-type BHV 1.2 est responsable principalement de la forme clinique
génitale (vulvovaginite infectieuse pustuleuse (IPV), balanoposthite infectieuse pustuleuse
(IPB)) (Thiry et al ., 2002), et est lui-méme divisé en deux sous-types BHV1.2a et BHV1.2b,
ce dernier ne présentant pas la capacité de provoquer des avortements. Cependant, cette
distinction BHV1.1/BHV 1.2 ne correspond pas exactement a la distinction forme respiratoire /
forme génitale. Dans la plupart des cas, mais pas la totalit¢, BHV1.1 est isolé dans le tractus

respiratoire et BHV 1.2 dans le tractus génital.

1.1. Infection croisée
Les a herpesvirus sont proches sur le plan antigénique et génétique. La sérologie ne permet pas
de faire la distinction entre ces virus a cause des réactions croisées. Des études expérimentales
ont mis en évidence que ces o herpesvirus €taient capables de franchir la barriere d’espece et
d’établir une infection chez une autre espéce que l’espeéce cible (Keuser et al., 2004).
Différentes études ont montré 1’existence d’infections croisées chez des ruminants domestiques
et sauvages par BHV1 et les bovins pourront également s’infecter par d’autres o herpesvirus

tels que CapHV1, CerHV2 ou BHVS.

De ce fait, les conséquences des infections croisées de ruminants par les alphaherpesvirus sur
le dépistage de I’IBR sont de plusieurs ordres :

- dépistage des ovins et caprins infectés par le BHV1, sources potentielles de transmission
virale, dans le cas des élevages mixtes bovins/ovins ou bovins/caprins.

- dépistage des bovins infectés par CapHV1, CerHV2 ou BHVS, responsables de réactions

croisées positives dans le cas du dépistage de I’IBR par sérologie.
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1.2. Présentation du virion

A. Morphologie
Le virus BHV1 posséde une structure caractéristique des herpesvirus. La particule virale est
sphérique et mesure entre 150 et 250 nm. Le virion est composé d’une molécule d’ADN
bicaténaire enroulée autour d’une bobine fibrillaire et fixée a ses extrémités a la face interne de
la nucléocapside icosaédrique, composée de 162 capsoméres (150 hexameres et 12
pentameres), mesurant 100 nm. Cette derniére est entourée d’un tégument, composé de
protéines qui jouent un role important dans le cycle viral des hepesvirus. Il est lui-méme entouré
par une enveloppe phospholipidique, qui comprend les glycoprotéines de surface : les spicules

(Figure 15) (Thiry et al., 2006).

nucleocapsid

tegument
genome

envelope

\‘—“ glycoproteins

Figure 15 : Structure du virus BHV1 (Thiry et al., 2006).

B. Génome

Le génome BHV1 est constitué¢ d'un ADN double brin linéaire, avec une taille de 136 kpb qui
est composé de soixante-treize cadres de lecture ouverte (Glazov et al., 2010), un poids
moléculaire de 95 4 150 x 10° Daltons (Da) et une teneur en GC de 75% (Nandi et al, 2009).

Le génome des herpesvirus est classé en 6 groupes de A a F en fonction de son arrangement
génomique terminal et de ses séquences répétées internes. Le génome BHV1 appartient au
groupe D (Roizman et Knipe, 2001). 11 est composé d’une séquence unique courte (US), une
séquence unique longue (UL) séparées par une séquence répétée interne (IR). Le génome est
terminé par une séquence répétée terminale (TR) ( Schwyzer et Ackermann, 1996 ; Thiry et al.,

2006 ; Muylkens et al., 2007 ), comme présenté dans la Figure 16 (Glazov et al., 2010).
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Figure 16 : organisation génomique de BHV1 (Thiry et al., 2006).

C. Glycoprotéines virales
Le génome viral comprend environ 70 geénes, qui codent pour au moins dix glycoprotéines. Six
de ces genes sont situés dans la région UL est codé : gK, gC, gB, gH, gM, gL et quatre se
trouvent dans la région US : gG, gD, gl, gE (Turin et al., 1999).

Les glycoprotéines virales sont synthétisées dans la cellule infectée (Schwyzer et Ackerman,
1996) et jouent un réle important dans l'interaction entre les virus et les cellules hotes. Elles
sont insérées dans 1'enveloppe et participent a différentes étapes du cycle viral qui comprend
l'interaction avec les membranes des cellules, 'adsorption, la pénétration, la maturation et la
sortie de la cellule du virus. Pour cette raison, elles constituent une cible importante pour la

réponse immunitaire de 1'hote (Thiry et al., 2005).

Les glycoprotéines de BHV1 sont classées en deux catégories : les glycoprotéines essentielles
gB, gD, gH , gK et gl. et non essentielles gC, gG, gM, gl et gE. Les glycoprotéines essentielles
sont indispensables a la réalisation du cycle de multiplication virale. Un virus présentant une
délétion d’un géne codant une glycoprotéine essentielle n’est donc pas viable, alors que dans le
cas d’une délétion d’un geéne codant une glycoprotéine non essentielle, la capacité de
multiplication du virus n’est que peu affectée (Schwyzer et Ackerman, 1996 ; Thiry et al.,
2006). 11 est classé €galement en deux catégories en fonction de leur quantité sur I’enveloppe
du virion et donc de leur pouvoir immunogene en glycoprotéines majeures nommeées gB, gC et
gD et en glycoprotéines mineures nommées gE, gG, gH, gl, gK, gL et gM (Baranowski et al.,
1996).

La glycoprotéine gB est treés antigénique et induit un niveau ¢élevé et persistant d’anticorps. En

effet, les Anticorps Anti-gB peuvent persister deux a trois ans apres une infection (Kaashoek et
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al., 1996). Ainsi, les Anticorps Anti-gB sont utilisés pour effectuer les tests ELISA, en routine,
pour le diagnostic de I’IBR.

2. Propriétés physico-chimiques
Les herpésvirus sont enveloppés, ce qui les rend sensibles aux détergents qui détruisent
I’enveloppe phospholipidique externe : dérivés phénoliques, éther, chloroforme, ammoniums
quaternaires, formol (Thiry et al., 2002 ; Callan et al.,2004). L’inactivation virale dépend par

ailleurs de la température, du pH, de la lumiére et de I’humidité relative.

Le BHV1 survit plus longtemps aux températures froides qu’aux températures chaudes. Ainsi,
il peut survivre pendant un mois dans le milieu extérieur en hiver, 6 a 13 jours dans un batiment

alors qu’il survit 5 & 9 jours dans un batiment a 37°C (Straub,2001).

Le virus est sensible aux pH inférieurs a 4 et supérieurs a 10 (Straub,2001).

Le virus est détruit par les UV, ainsi que par 1’action combinée d’agents photosensibilisants et

de la lumiere (Bielanski et al., 1992).

Le virus est plus résistant a une humidité relative de 90% qu’a une humidité de 35% (Wentink

et al.,1993).

Les virions semblent donc peu résistants dans le milieu extérieur, surtout a de fortes
températures. C’est pour cela qu’il y a plus de contaminations lors de la saison froide, avec une
transmission virale de proche en proche et une prédominance de la contamination par contact

direct.

3. Cycles infectieux
Les herpesvirus sont capables de suivre deux types de cycle en fonction des conditions de
I’infection. Le cycle lytique assure la multiplication virale tandis que le cycle latent permet une

pérennité virale et une infection a vie (Franco et Roehe, 2007).
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3.1. Cycle lytique
Le cycle lytique survient lors de la pénétration du virus dans 1'hote (épithélium et les tissus
sous-jacents) et probablement aussi dans les neurones avant la mise en place de latence et au

cours de la réactivation d'une infection latente (Franco et Roehe, 2007).

La réplication virale de BHV1 dans les cellules cibles passe par plusieurs étapes (figure 18). 1)
I’adsorption, 2) la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane plasmique des cellules et
pénétration du tégument, la nucléocapside dans le cytoplasme des cellules infectées, 3) le
transport de la nucléocapside et du tégument dans le noyau des cellules infectées, 4) la
transcription, la réplication de I'ADN et la synthése des protéines virales, 5) I'assemblage de la

capside et la libération de virion (Roizman et Knipe, 2001).

A. Adsorption
Les glycoprotéines d'enveloppe virale reconnaissent et se lient a des récepteurs spécifiques de
la membrane cellulaire. Les principales glycoprotéines impliquées dans les cellules épithéliales
des processus d'adsorption sont les gC et gB, qui reconnaissent et se lient au récepteur cellulaire
pour le sulfate d'héparine. 11 s’agit d’une fixation faible suivie de la liaison forte de gD a d'autres

récepteurs membranaires (Wild et al., 1998).

B. fusion et pénétration
Au moins cinqg glycoprotéines sont impliquées dans le processus de fusion et de la pénétration
virale aux cellules cibles : gB, gD, gH, gL et gK (Babiuk et al, 1996 ; Meyer et al.,1998). Dans
cette étape, le tégument et nucléocapside sont libérés dans le cytoplasme de la cellule, ou ils

sont transportés vers le noyau.

C. Transport
La nucléocapside est transportée grace a I'action de la glycoprotéine VP22, qui est responsable
de la réorganisation des microtubules associés a un complexe moteur de dynéine (Roizman et
Knipe, 2001). La décapsidation se réalise au niveau du pore nucléaire, puis il en résulte la
libération de I’ADN viral dans le noyau, cet ADN viral se circularise alors immédiatement. Il

est alors transcrit et répliqué.
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D. Transcription, réplication et synthése
Les procédés de transcription et de réplication de 'ADN viral se produit dans le noyau des
cellules infectées, tandis que la synthése de protéine virale se produit dans le cytoplasme. Les
protéines du tégument viral sont libérées dans le cytoplasme de la cellule infectée, ou elles
interagissent avec les éléments cellulaires. La VP8 est la protéine la plus importante en quantitg,
elle provoque une baisse rapide de la synthése des protéines propres a la cellule infectée. La
protéine VP16, aussi appelée oTIF (Trans Inducing Factor of a genes) entre dans le noyau et
active I’expression des geénes IE (Immediatly Early) (Misra, 1995). Il existe deux unités de
transcription des génes IE : [Etul qui code pour BICPO, BICP4 et Circ, et [Etu2 qui code pour
le BICP22 (Jones et Chowdhury, 2007). Le BICPO active tous les promoteurs du génome viral,

il a donc un réle trés important dans la multiplication virale (Jones et Chowdhury, 2007).

Au niveau moléculaire la réplication du génome des Herpeésvirus est régulée en trois
phases (Reed et Toribio, 2004)

- Une phase trés précoce : avec transcription des genes IE (IE pour Immediate Early)
codant des protéines activatrices. La cellule-hote passe alors en phase de synthése et
apporte au virus tout ce dont il a besoin pour se répliquer et activer la seconde phase.

- Une phase précoce : avec transcription des genes E (E pour Early) codant des
protéines enzymatiques dont une ADN polymérase virale, une thymidine kinase, des
protéines de reconnaissance et de liaison. Grice a ces protéines, le virus peut se
répliquer et activer les genes de structure.

- Une phase tardive : avec transcription des geénes L (L pour Late) codant des
composants protéiques de la capside et des glycoprotéines de I’enveloppe.

La régulation de ces geénes se fait en cascade (figure 17), dés lors qu’un groupe de génes est
activé, il déclenche a son tour ’activation du groupe suivant et exerce un rétrocontréle négatif

sur le précédent (Reed et Toribio, 2004).

.1 : &1 . : :-; 51
Genes TIF et VHS E_E Genes IE E z Génes E ¢ Geénes L

Figure 17 : génes intervenant dans le cycle réplicatif des Herpesvirus d’apres (Bandel, 2007).

L’ADN viral se réplique par un mécanisme de cercle roulant « rolling-circle ». Ceci génére des

concatémeres, structures complexes composées d’unités génomiques se suivant en téte a queue.
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Ces intermédiaires de réplications sont clivés en unités génomiques puis intégrés a 1’intérieur

des capsides néoformées (Muylkens et al.,2007).

D. Assemblage de la capside
Les capsides contenant I’ADN acquiérent leur tégument puis bourgeonnent a la face interne de
la membrane nucléaire ensuite ils migrent dans la lumiere du réticulum endoplasmique,
acquérant de ce fait une enveloppe supposée contenir les précurseurs des protéines d’enveloppe

virale (Roizman et Knipe, 2001).

E. libération
Le passage des virions enveloppés de la lumiere du RE vers la surface cellulaire n’est pas bien
compris ; deux mécanismes sont décrits chez les herpésvirus. Le premier modéle, le plus
probable, est celui de I’enveloppement-désenveloppement (voir figure 18 : 19a, 19b, 19¢, 19d).
Dans ce modgele, les virions enveloppés fusionnent avec la membrane du RE, relarguant de ce
fait des capsides libres dans le cytoplasme. Ces capsides bourgeonnent dans des vésicules
golgiennes aux dépens desquelles se fait I’enveloppement définitif (Granzow et al., 2001 ;

Mettenleiter, 2002).

Dans le second modgele, les virions enveloppés présents dans la lumiére du RE sont incorporés
dans une vésicule de transport et délivrés aux compartiments golgiens (voir figure 18 : 20a,
20b, 20c, 20d). Selon ce modele, les protéines virales d’enveloppe seraient modifiées a la
surface des virions. Les virions enveloppés sont enfin libérés par exocytose (Mettenleiter,

2002).
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Figure 18 : cycle lytique de I’Herpesvirus d’apres Flint et al.,2000.

3.2. Cycle latent
L'une des caractéristiques les plus importantes de la famille de Herpesviridae se réfere a la
capacité a établir des infections latentes (Thiry et al., 2005). Le terme de latence fait référence

a la persistance du virus dans l'organisme hote en mode silencieux.

Une infection latente est établie principalement dans les neurones des ganglions sensitifs et
autonomes des animaux infectés (Thiry et al., 2005; Franco et Roehe, 2007). Les principaux
sites de latence sont les ganglions trigéminaux quand il y a des infections respiratoires et les

ganglions sacrés quand il y a des infections génitales (Jones, 2003). Toutefois, chez les bovins
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infectés de maniere latente par BHV 1, I'ADN viral a été trouvé dans les centres germinatifs des
amygdales pharyngiennes (Winkler et al., 2000), cellules du sang périphérique (Fuchs et al.,
1999), les ganglions lymphatiques et de la rate (Mweene et al., 1996).

Le virion pénétre et circule dans la cellule hote de la méme fagon que pour le cycle lytique.
Néanmoins, 1’expression des génes de BHV1 est restreinte au seul gene LR (Latency Related)
ou locus LAT (late associated transcripts) (Inman et al., 2001). Le génome en latence est un
¢lément nucléaire circulaire extra chromosomique qui s’associe a des protéines, histones de la
cellule hote. Sous cette forme d’épisome, la réplication de I’ADN ne se produit pas.
L’expression virale dans les cellules infectées de maniere latente est sévérement diminuée

(figure 19).

Le résultat de cette expression du gene LR est 1'inhibition du cycle lytique et 1'induction d'un
état anti-apoptotique des cellules infectées (Henderson et al., 2004, Nandi et al., 2010). Ainsi,
les particules virales infectieuses ne sont pas produites pendant l'infection latente, ce qui
empéche la détection du virus au moyen de procédés virologiques usuels (Engels et Ackermann,

1996).

Figure 19 : cycle latent de ’Herpesvirus d’apres Flint et al.,2000.
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4. Pathogénie
Lorsqu’un animal est atteint par la Rhinotrachéite Infectieuse Bovine (IBR), la progression de
la maladie peut étre décrite par différentes étapes : I’infection, les symptomes, la réponse
immunitaire, la disparition de la virémie et la réactivation du virus. Ces différents points seront

traités plus profondément dans les pages suivantes.

4.1. Infection primaire
La voie d’entrée principale du BHV1 est la voie respiratoire, par I’intermédiaire de 1’épithélium
des cavités nasales et de I’oropharynx. Il se transmet également par voie génitale. Une méme
souche de virus peut donner différentes infections selon sa voie de pénétration (Allan et
al., 1975 ; Muylkens et al.,2003). Le BHV1 peut se transmettre aussi par voie conjonctivale

(Van Oirschot et al., 1996).

4.2. Multiplication locale et excrétion virale
Le virus se multiplie au niveau du site d’infection : dans les cellules épithéliales du tractus
respiratoire supérieur et dans le tractus génital (Engels et Ackermann, 1996). Le BHV1 réalise
un cycle lytique infectieux qui conduit a la production de nouveaux virions et a la mort de la

cellule par nécrose ou apoptose, ce qui prédispose a une invasion bactérienne secondaire.

Le virus est excrété a des titres tres élevés dans le mucus nasal. L’excrétion débute des
I’infection de I’animal. La période d’excrétion primaire correspond a une forte dissémination
du virus dans le milieu extérieur, elle dure entre 10 et 16 jours, avec un pic d’excrétion entre le

4°me et 6°™ jour apres 1’infection (thiry et al., 1999).

Lors de primo-infection, une réponse immunitaire non spécifique se met en place. Dés le 5™
jour apres infection, une immunité cellulaire spécifique débute. Elle atteint un pic en 7 a 10
jours (figure 22), ce qui coincide avec la diminution de I’excrétion virale et la guérison (Ciacci-

Zanella et al.,1999) (figure 20).
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Figure 20 : description d’une primo-infection par BHV1 jusqu’a I’établissement de 1’état latent

(thiry et al.,1999).

Un bovin en primo-infection peut donc contaminer de nombreux autres bovins. C’est donc le
point de départ de la diffusion de l’infection dans le troupeau, mais également de la

dissémination du virus dans 1’organisme hote (Muylkens et al.,2007).

4.3. Dissémination du virus dans I’organisme hote
A partir des muqueuses, le virus peut se propager dans I’organisme selon trois processus : la

dissémination locale, le sang et le systéme nerveux (Muylkens et al.,2007).

A. Dissémination locale
Les virions de BHV1 nouvellement formés ont deux possibilités pour disséminer au niveau des
mugqueuses infectées. Les virions peuvent étre libérées dans le milieu extracellulaire lors de la
lyse de la cellule dans laquelle le virus s’est multiplié, puis s’attacher a de nouvelles cellules-
cibles grace a leur glycoprotéine d’enveloppe, comme lors de I’entrée dans 1’organisme. Ce
mode de transmission intervient au niveau des sites d’infection locale : tractus respiratoire
supérieur, tractus génital ou encore les yeux. Mais les virions du BHV1 sont capables comme
les autres herpesvirus, de se propager directement d’une cellule infectée a une cellule voisine
non infectée sans passer dans le milieu extracellulaire. Cela lui permettant d’échapper au
systéeme immunitaire de I’organisme, notamment aux anticorps neutralisants (Rebordosa et
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al., 1996 ; Muylkens et al.,2007). Ces derniers jouent un role primordial lors de la réactivation

d’un virus a I’état latent chez I’animal immunisé (Meyer et al.,2000).

B. Dissémination par voie sanguine
Lors de la lyse des cellules infectées, une partie des virions relachés dans le milieu
extracellulaire gagne le sang provoquant une virémie transitoire ou le virus est associé¢ aux
cellules mononuclées sanguines qui peut contaminer d’autres organes et causer d’autres
manifestations cliniques. Par exemple, 1’avortement chez les vaches gravides (Miller et
al.,1991) ou une infection systémique fatale chez de trés jeunes veaux séronégatifs (Kaashoek

et al.,1996).

C. Dissémination par voie nerveuse
La muqueuse du nasopharynx est innervée par six principaux nerfs. Parmi eux, le nerf olfactif
et le nerf trijumeau innervent la muqueuse nasale. La partie rostrale de la cavité nasale est
innervée uniquement par le nerf trijumeau, alors que la partie caudale portant 1’épithélium
olfactif est innervée a la fois par le trijumeau et le nerf olfactif. Le virus BHV1 utilise
préférentiellement la voie du trijumeau pour gagner le ganglion trigéminé (Muylkens et

al.,2007).

Le virus pénétre dans le nerf périphérique au niveau des terminaisons nerveuses. Il est ensuite
transporté par voie rétrograde le long des axones, jusqu’au ganglion régional correspondant : le
ganglion trigéminé pour une infection de l’appareil respiratoire, le ganglion sacré pour
I’infection au niveau génital ou il s’installe a I’état latent (Engels et Ackermann,1996 ;

Muylkens et al., 2003).

4.4. Etablissement de la latence
Apres sa réplication dans les muqueuses nasales, le BHV1 pénétre dans les terminaisons
nerveuses des nerfs sensitifs de la cavité nasale et remonte le long des axones jusqu’au corps
cellulaire du neurone infecté, situé dans le ganglion trigéminé (Muylkens et al., 2007). Il reste
alors en latence. Lors de la phase de latence, il est mis en évidence la formation d’un infiltrat
inflammatoire chronique de cellules mononuclées dans le ganglion trigéminé. Il produit des
facteurs de régulation de 1’équilibre entre latence et réactivation : des cytokines. En cas de

rupture de cet équilibre entre facteurs viraux, facteurs cellulaires et cytokines, il y a réactivation
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du virus. Un faible niveau de réactivation spontanée permanente du virus maintient cet infiltrat

en activité (Winkler et al., 2002).

A. Roles du géne LR dans la latence
L’¢étude de I’expression des genes viraux au cours de la latence a révélé que durant cette période
seul le géne LR (Latency Related) est transcrit. Le produit de ce géne est une protéine localisée
dans le noyau de la cellule infectée (Jiang et al., 1998). Le geéne LR posséde plusieurs propriétés

(Inman et al., 2007).

Le géne LR inhibe I’expression du géne BICPO, la prolifération cellulaire et 'apoptose (Lovato

et al, 2003; Jones et al., 2006) :

- inhibition de I’expression du géne BICPO (Geiser et al., 2002). Le géne LR est anti-sens du
gene BICPO et le chevauche, Or BICPO est un transactivateur pour tous les promoteurs viraux.
De ce fait, I’expression de I’ARN du géne LR en quantité élevée dans les neurones sensitifs
réduit systématiquement 1’expression du géne BICP0O, par conséquent, empéche la
multiplication virale et permet I’établissement de la latence. La synthése de la protéine LR n’est

pas indispensable a ce fonctionnement (Geiser et al., 2002).

- inhibition de 1’apoptose par suppression du clivage des caspases 3 et 9 (Henderson et al.,
2004). L'expression du géne LR BHV1 seul favorise la survie des cellules dans des cultures

cellulaires stimulées a entrainer la mort cellulaire programmée (Ciacci-Zanella et al., 1999).

- inhibition de la prolifération cellulaire : la protéine LR BHV 1 semble empécher la progression
du cycle cellulaire dans les neurones, avec une survie accrue des neurones infectés (Schang et
al., 1996). Pour se faire elle interagit avec des protéines de régulation du cycle cellulaire : les
cyclines. Le produit du géne LR interagit avec les complexes cdk-cyclines, bloquant ainsi leur
fonction et empéchant le déroulement du cycle cellulaire (Jiang et al., 1998). De plus I’infection
d’un neurone par le BHV1 induit la synthése de cycline A en quantité importante (Winkler et
al., 2000). Cette protéine permet 1’entrée de la cellule en phase S du cycle cellulaire (phase de
réplication de chromosome), elle peut également induire I’apoptose du neurone lorsqu’elle est
synthétisée de fagon inappropriée. La protéine LR interagit avec la cycline A pour bloquer son

action et empécher 1’apoptose du neurone infecté. Les produits du géne LR doivent également
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empécher la progression du cycle cellulaire ou I’apoptose du neurone en cas d’échec de
réactivation et/ou permettre a la réactivation d’étre compléte en empéchant la mort prématurée
du neurone. Pour que BHV1 persiste dans 1’animal infecté, il est plus intéressant que les

neurones survivent a plusieurs épisodes de réactivation (Schang et al., 1996).

4.5. Réactivation et réexcrétion
Le virus BHV1 peut sortir de sa latence jusqu’a plusieurs années aprés I’infection primaire,
suite a divers stimuli. Aprés réactivation, il y a synthése de nouveaux virions dans le site de
latence (Winkler et al., 2000). Les particules virales migrent le long des axones vers la
périphérie, sortent du neurone et gagnent 1’épithélium par lequel elles étaient entrées. Il peut
alors y avoir réexcrétion virale et transmission a d’autres individus, selon I’immunité de I’héte.
De méme, I’expression de signes cliniques n’est pas systématique, ils sont le plus souvent
frustes ou inapparents (figure 21) (Thiry et al.,1997 ; Callan et Metre Van, 2004 ). La seule
conséquence détectable est une augmentation du titre en anticorps spécifiques dans le sérum

sanguin (Thiry et al., 1999).

Cette réactivation peut étre provoquée par différents stimuli stressant tels qu’un transport ou un
changement d’environnement, la parturition, une maladie intercurrente, ou encore un traitement

a la dexaméthasone (Rock et al., 1992 ; Thiry et al.,2006).

Tous ces évenements induisent une augmentation de la concentration du cortisol endogéne dans
le sang (thiry et al.,1997). Les corticoides sont des régulateurs de I’expression des genes
cellulaires et viraux, et ont un réle immunosuppresseur. Ce sont ces deux actions qui permettent
la réexcrétion du virus car le cyclophasmide, un immunosuppresseur, n’a pas d’action sur la
réactivation (Pastoret et al. ,1980), IIs sont tellement efficaces pour permettre la réactivation
virale qu’ils sont utilisés pour tester les animaux susceptibles d’étre porteurs latents. Des

injections quotidiennes de 0,1 mg/kg pendant 5 jours permettent de tester ces animaux.
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Figure 21 : Conséquences de la réactivation du BHV1 (Thiry et al., 1999).

5. Pouvoir immunogene

En réponse a I’infection par le BHV 1, I’animal développe une réponse immune non spécifique

qui se caractérise par la sécrétion de cytokines précoces. Ensuite, il y’a la mise en place de la

réponse immune spécifique, cellulaire puis humorale (figure 22 et 23). C’est la réponse

spécifique qui permet au bovin de surmonter 1’infection et d’arréter 1’excrétion virale primaire

(Thiry et al.,1997).
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Figure 22 : Organisation de la réponse immunitaire face a une infection par le BHV1 (Babiuk

et al., 1996).
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Figure 23 : Réponse immunitaire de I’organisme face a une infection par le BHV1 (Denis et

al., 1994).

En général, la réponse immune a médiation cellulaire connait un pic d’activité entre 7 et 10
jours apres I’infection. A ce moment-la, les signes cliniques sont terminés, la guérison est
amorcée et la production d’anticorps est faible. C’est donc la réponse cellulaire, spécifique et
non spécifique, qui est prépondérante pour le bovin dans sa lutte contre le BHV1 lors d’une

primo-infection.

5.1. Réponse immunitaire non spécifique
La réponse immunitaire non spécifique est réalisée par les Polynucléaires Neutrophiles (PNN),
les macrophages, les cellules Natural Killers (NK), les fibroblastes, le complément, les
interférons et d’autres facteurs qui limitent I’attachement du virus aux cellules de 1’épithélium

respiratoire (Denis et al., 1994).

A. Interféron et cytokines
Suite a I’infection virale, il y a sécrétion rapide de cytokines précoces. L’interféron o et
I’interféron P sont synthétisés par les macrophages et les fibroblastes 5 jours apres 1’inoculation
virale. Cette synthése est induite par la réplication virale et le recrutement des macrophages sur
le site de I’infection primaire. Le pic de production s’établit entre 36 et 72 heures suivant

I’infection et reste élevé jusqu’a I’arrét de la multiplication virale (Van Drunen et al.,1994). Les
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cytokines pouvent étre isolées du mucus nasal et ont comme action de recruter et d’activer les
leucocytes, stimuler la phagocytose et I’activité cytotoxique des cellules immunitaires ainsi que

la production de radicaux libres.

B. Polynucléaires neutrophiles
Les cytokines précoce pro inflammatoires, tel que I’interleukine 1B, le TNF o ( tumor necrosis
factor) et I’interféron a induisent un syndrome fébrile et une réaction inflammatoire observée
rapidement apres ’infection par le BVHI1 (Allemand, 1998). Elles sont libérées par les
macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales pulmonaires et elles sont a 1’origine de
I’infiltration massive des poumons par des polynucléaires neutrophiles dans les 24 a 48 heures
post-infection. Elles induisent également 1’expression de molécules d’adhésion intracellulaires
(ICAM-1) sur les cellules endothéliales, permettant 1’adhésion des leucocytes a la surface de
ces dernicres (Rivera-Rivas et al., 2009). La principale action de PNN est la cytotoxicité
cellulaire dépendant des anticorps (ADCC), mais aussi 1I’opsonisation et la synthése d’un

interféron tardif, rendant les cellules résistantes a I’infection (Denis et al., 1994).

C. Macrophages
Des cytokines précoces (Il 1, Il 6) induisent la production par les cellules du parenchyme
pulmonaire et les lymphocytes, des facteurs stimulants les colonies de macrophages et de
granulocytes. Cela participe a la différenciation des macrophages dés 24 heures post-infection.

IIs sont alors capables de lyser les cellules infectées par le BHV1 (Denis et al., 1994).

De plus, les lymphocytes T produisent une semaine apres I’infection, une cytokine tardive,
I’interféron y. Celui-ci provoque un recrutement important des macrophages qui participent a

limiter la réplication virale, avant I’apparition des anticorps (Denis et al., 1996).

D. Cellules Natural Killer (NK)
Les cytokines tardives comme 1’interleukine-2 et I’interféron-y, activent les cellules Natural

Killer. Elles tuent spécifiquement les cellules infectées (Babiuk et al.,1996).
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5.2. Réponse immunitaire spécifique

A. Réponse immunitaire spécifique a médiation cellulaire
Suit a I’établissement précoce de la réponse immunitaire non spécifique, la réponse immunitaire
a médiation cellulaire est mise en place 7 a 10 jours apres I’infection. Elle est principalement
médiée par les macrophages, les cellules NK, les polynucléaires neutrophiles et les lymphocytes
Thl et Th2. Cette réponse immunitaire limite la propagation virale en lisant les cellules
infectées, tout en étant modulée par I’expression de cytokines tardives produites par les LT

(Babiuk et al.,1996).

Les glycoprotéines virales gB, gC et gD, qui sont les glycoprotéines majeures d’enveloppe,
déclenchent la réponse immunitaire spécifique et en sont les cibles. Suite a la reconnaissance
de ces antigénes associée au complexe majeur d’histocompatibilité¢ de classe II par les LT
auxiliaires, ces derniers produisent des cytokines tardives parmi eux I’'IL-2 qui assure la
prolifération lymphocytaire et I’activation des cellules cytotoxiques, et I'INF y qui induit

I’activation des polynucléaires neutrophiles et des cellules NK ( Hutchings et al.,1990).

L’interféron a provoque un passage massif des lymphocytes TCD8+ du torrent circulatoire vers
le poumon. Celles-ci déclenchent la destruction des cellules infectées par le BHV1 (Wellenberg

et al., 2002).

B. Réponse immunitaire spécifique a médiation humorale
Lors d’une primo-infection, le role de la réponse humorale est beaucoup plus la prévention
d’une nouvelle infection par le BHV1 que pour la guérison et les anticorps produits ont un role
moins important que I’immunité & médiation cellulaire. Du fait que les premiers anticorps
apparaissent juste ou apres disparition des symptomes induits par I’infection primaire. Par
contre, lors d’une seconde infection, la réponse humorale est plus efficace que la réponse

cellulaire. Les anticorps persistent deux a trois ans chez I’animal infecté (Babiuk et al., 1996).

Les lymphocytes B commencent a produire des anticorps entre le 7™ et le 12°™ jour post-
infection. Il s’agit d’anticorps neutralisants dirigés principalement contre les glycoprotéines gB,
gC et gD. Ces anticorps neutralisent les particules virales extracellulaires en limitant la diffusion
extracellulaire de I’infection. Un taux ¢élevé d’anticorps anti-BHV1 dans la muqueuse nasale va

permettre, méme en cas de réactivation virale, de neutraliser le virus et d’empécher sa
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transmission a d’autres animaux. En outre, ils sont aussi capables d’interagir en synergie avec
les cellules cytotoxiques intervenant dans la réponse cellulaire via le systéme de cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Chez les bovins, la cytotoxicitée cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC) est réalisé essentiellement par les PNN. La destruction des

cellules infectées a lieu dés la 7°™ jour post-infection (Rouse et al.,1980).

Le temps de demi-vies des anticorps anti-BHV 1 chez les bovins est long, des études ont montré
qu’au bout de 3 ans, les titres en anticorps sont encore élevés (Kaashoek et al., 1996) et peut

étre détecté plus de 5 ans apres la primo-infection (Chow,1972).

La cinétique d’apparition des anticorps aprés exposition au virus BHV1 par voie intra-nasale

est représentée par la figure 24 (Guy et Potgieter, 1985 ; Anziliero et al., 2011).

Lors de primo-infection, les premiers anticorps synthétisés sont les IgM a partir du 5™ jour
post-infection. Leur taux sérique atteint un pic au 14°™ jour. En cas de seconde exposition ou
de réactivation, il n’y a pas de synthése d’IgM. La présence dans le sang d’IgM signifie donc

I’existence d’une primo-infection chez I’animal par le virus BHV1 (Guy et Potgieter, 1985).

Les IgA sont les anticorps qui apparaissent ensuite a partir du 10 jour post infection, leur
taux sérique atteint un pic vers le 20°™ jour post-infection, puis diminue. Contrairement aux
IgM, lors de seconde infection, il y a sécrétion d’IgA, de fagon rapide mais toujours
transitoirement. Elle est détectée dans les sécrétions nasales et oculaires, parfois génitales, avec

une sensibilité élevée (Madic et al., 2011).

Enfin, les derniers anticorps a apparaitre lors d’infection par le BHV1 sont les IgG. Leur taux
sérique atteint un pic vers le 35 jour post infection chez des animaux non gestants et 14 jours
post infection chez des animaux gestants, puis une diminution progressive du niveau
d’anticorps IgG est rapportée. En cas de seconde exposition au virus il y a formation d’IgG1 et
d’IgG2.

La réponse humorale est augmentée apres une réactivation virale ou une seconde infection. Le
niveau d’anticorps anti-gB, gC et gD augmente et des anticorps antiglycoprotéines mineures

(par exemple gE) deviennent détectables.
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Figure 24 : Cinétique de production d’anticorps en cas d’infection et de réactivation par le

BHV1 (Guy et Potgieter, 1985 ).

5.3. Echappement du virus a la réponse immunitaire
Le BHV1 peut échapper partiellement au syst¢eme immunitaire. En effet, les alphaherpesvirus
ont une activité immunosuppressive :
- L’infection des lymphocytes TCD4+ et les cellules mononuclées sanguines par le BHV1
provoquent leur apoptose. En plus, la destruction des cellules mononuclées sanguines infectées
par les polynucléaires neutrophiles vont diminuer progressivement le nombre de cellules
immunitaires, ce qui prédispose les animaux infectés a d’autres infections virales et

bactériennes (Eskra et Splitter, 1997).

- Une diminution de I’expression du CMH I sur cellules infectées, ceci est due a 1’action de la
protéine de tégument vhs (virion host shutoff) qui vont diminuer la synthése protéique dans les
cellules infectées. Par conséquent, la synthése et I’expression de molécules de CMH sont alors
bloquées (Wang et Splitter,1998), ce qui permet au virus d’échapper a I’action des lymphocytes
T cytotoxiques de I’hdte. De plus, les macrophages et monocytes infectés ne jouent alors plus
leur role de cellules présentatrices d’antigenes et le systéme immunitaire n’est pas stimulé. Une
autre protéine, la protéine Circ, a un effet similaire sur les monocytes et les macrophages. Elle

bloque le signal de transduction de I’interféron y, qui induit I’expression des molécules du CMH
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IT (Schwyser et al., 1996). Ainsi, les monocytes ne jouent plus leur role de cellules

présentatrices d’antigenes.

Pour contourner la réponse immunitaire, le virus BHV1 a développé d’autres stratégies, Les
glycoprotéines gl et gE interviennent dans la fixation de la fraction Fc des immunoglobulines,
ce qui empéche ’activation de la cascade du complément ou de 1’activité cytotoxique cellulaire
dépendant des anticorps (ADCC), le gC se lie également au facteur C3b qui n’est plus alors
disponible et bloque la cascade du complément. Elle empéche ainsi la lyse cellulaire et la
neutralisation virale (Schwyzer et Ackermann, 1996). De plus, les virions portent des protéines
qui miment des molécules de certains fragments du complément tel que C3b (Huemer et al.,
1993). En outre, le passage de virus d’une cellule a cellule par des ponts intercellulaires sans
passer dans le milieu extracellulaire permet au virus d’échapper a 1’action des anticorps

neutralisants.

5.4. Immunité chez le feetus et le jeune
Le feetus peut produire des IgM a partir de 3°™ mois de gestation, cependant, cette réponse est
insuffisante pour le protéger d’une infection vis-a-vis du BHV1 qui conduit a la mort du feetus

et a I’avortement (Thiry et al.,1992).

Concernant les jeunes, du fait que le placenta est de type syndesmo-chorial chez les ruminants,
ceci ne permet pas le transfert des immunoglobulines de la mére au feetus, le veau nait alors

sans anticorps maternels (Thiry et al.,1994).

Le transfert d’immunité se déroule chez les bovins suite a la prise du colostrum, qui contient
des anticorps maternels. Cette immunité passive du veau n’est que provisoire car la demi-vie
des anticorps est courte (Meyer et al.,2001), 2,5 jours pour les IgA, 4 jours pour les IgM et entre
16 et 32 jours pour les IgG. En fonction de la concentration initiale en anticorps dans le

colostrum ingéré, ils persistent généralement entre 95 et 231 jours chez le veau.

En fonction du statut immunitaire de la mére, un veau nouveau-né peut donc avoir ou non, une

immunité passive contre le BHV1.

Si la mére n’a pas d’anticorps anti-BHV1 (pas de contact avec le virus du BHV1), le veau n’a

aucune immunité passive contre BHV1. L’immunité du veau est plus faible que celle des
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adultes due aux taux plus ¢€levés de corticostéroides (Thiry et al.,1994). En cas d’infection, le

veau déclare une maladie généralisée, souvent mortelle.

- Si la mére a des anticorps anti-BHV1 (vache infectée latente par le BHV1 ou vaccinée), le
veau a une immunité passive contre le BHV 1. Cette immunité proteége efficacement le veau des
signes cliniques en cas d’infection mais elle n’empéche pas le virus de se multiplier et de
s’installer a 1’état latent. En méme temps, elle empéche le développement de I’immunité active
et la production d’anticorps endogenes par le veau (Lemaire et al.,1995 ;Bradshaw et al.,1996).
Dans ce cas, le veau est porteur latent séronégatif ou SNLC (SeroNegative Latent Carriers)
(Lemaire et al.,1994). Le veau est donc immunotolérant envers BHV1. En effet, en cas de
réactivation, le veau ne produit toujours pas d’anticorps (Lemaire et al., 2001). Un veau SNLC
n’est pas détectable par des tests sérologiques, méme apreés la disparition des anticorps

maternels (Lemaire et al., 2001).

Les animaux SNLC posent un probléme au niveau du contréle de I’IBR. En effet, la détection
du virus BHV1 se fait par des tests sérologiques. Chez ces animaux, les tests seront négatifs
alors qu’ils sont bien porteurs du virus. En cas de réactivation virale ils deviennent excréteurs
et peuvent contaminer les animaux avec lesquels ils sont en contact. Le seul moyen est
d’identifier ces animaux et de les traiter a la dexaméthasone pour réactiver le virus. Il existe
une autre possibilité de détection des veaux SNLC, elle consiste a vacciner les meéres avec un
vaccin délété pour gE. Les veaux possédent alors des anticorps colostraux contre les différentes
glycoprotéines virales, excepté gE. En cas d’infection par le virus BHVI1, les animaux
deviennent porteurs latents. Apres disparition des anticorps colostraux, ils deviennent
séronégatifs sauf pour gE. Ce qui permet de différencier un animal infecté d’un animal vacciné

(Lemaire et al.,1999).

I11. Clinique

La plupart des infections due a BHV 1 sont subcliniques et le degré de sévérité de la maladie est
influencé par des facteurs tels que la virulence de la souche en cause, le statut immunitaire de
I'hote, l'age et la présence d'infections bactériennes secondaires (Kaashoek et al., 1996).
L’infection par le BHV1 peut entrainer des formes cliniques variées : respiratoire, génitale,

oculaire...
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1. Forme respiratoire ou Rhinotrachéite Infectieuse Bovine
L'IBR peut se produire dans des formes subcliniques, bénignes ou graves. La morbidité et la
mortalité peuvent atteindre 100 % et 10 %, respectivement (D" Arce et al., 2002). Dans la forme
bénigne, les signes cliniques peuvent tre limités a 1'écoulement nasal et oculaire. Dans la forme
classique de la maladie, la durée d’incubation est de 2 a 4 jours. L’animal présente un jetage
nasal d’abord séreux, dans lequel le virus est présent des 24 heures apres 1’infection, qui devient
mucopurulent par la suite, une hyperthermie (40-42 ° C), un manque d'appétit, une détresse
respiratoire, une dyspnée, un essoufflement, une toux persistante, une chute sévere de la
production de lait et une bronchopneumonie lors de I’extension de I’infection a 1’appareil
respiratoire profond, notamment en cas de surinfection bactérienne. Dans cette forme classique
et en absence de surinfection bactérienne, les animaux guérissent rapidement en 15 jours, mais

restent porteurs et propagateurs du virus (Tikoo et al., 1995).

A D’autopsie, les 1ésions observées sont : de I’inflammation, une congestion, des pétéchies, une
exsudation profuse ou fibrinopurulente, ainsi que des foyers de nécrose sur le mufle, dans les
cavités nasales, le pharynx, le larynx, la trachée et parfois les bronches. Les 1ésions buccales
sont souvent des exulcérations ou ulceres a fond plat, de forme irréguliere « en carte de
géographie », présents sur la langue et la cavité buccale (Tikoo et al., 1995 ; Muylkens et

al.,2006).

2. Forme oculaire
La forme oculaire est le plus souvent associée a la forme respiratoire, mais elle peut &tre
observée seule sous la forme d’une kérato-conjonctivite infectieuse ou en association avec la

forme génitale (Thiry et al., 1997).

Les symptomes sont une conjonctivite unilatérale ou bilatérale, une photophobie, mais
I’epiphora est le signe le plus caractéristique. La guérison survient généralement rapidement de
manicre totale (Dannacher et al.,1985), mais dans le cas d’une surinfection par Moraxella bovis,

une sévere kératoconjonctivite se produit (Straub et al.,1991).
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3. Forme génitale ou Vulvovaginite et Balanoposthite
L’atteinte de 1’appareil génital est attribuée généralement a la souche BHV1.2. 1l s’agit d’une
inflammation de la muqueuse génitale externe (vulve et vagin chez la femelle, prépuce et pénis

chez le male).

Chez la vache, la vulvovaginite pustuleuse infectieuse (IPV) se développe habituellement en
un a trois jours. Cette affection est traditionnellement appelée « exanthéme coital ». Les
animaux touchés présentent de la fievre, de la dépression, de l'anorexie et une baisse de la
production laitiere. La miction fréquente et douloureuse est le signe le plus caractéristique. En
raison de la douleur, I'animal garde la queue légérement surélevée pour éviter le contact avec
la vulve. En plus, la douleur des 1ésions provoque des efforts expulsifs tels qu’un prolapsus
utérin. La vulve est gonflée et hyperémique avec une petite pustule qui mesure 1 a 2 mm de
diametre, ensuite, elle fusionne pour former des membranes fibrineuses jaunes, qui évoluent
progressivement en ulceres (Turin et de Russie, 2003). Ces Iésions disparaissent habituellement
aprés 10 a 14 jours de l'apparition de la maladie. Cependant, lors d’infection secondaire certains
animaux présentent un €écoulement vaginal purulent qui persiste pendant plusieurs semaines

(Turin et de Russie, 2003).

Chez le taureau, une balanoposthite pustuleux infectieuse (IPB) se développe également apres
une période d'incubation de un a trois jours, les 1ésions se développent dans la muqueuse du
pénis et du prépuce, elles sont semblables a celles de I’'IPV. Ces Iésions disparaissent dans 10
a 14 jours en absence des infections secondaires. Cependant, certains animaux peuvent perdre
la libido, avoir des douleurs lors de 1'érection et de I'éjaculation et la guérison peut Etre retardée

si la monte reprend trop précocement (Weiblen et al., 1992).

4. Avortement
L’avortement est dii essentiellement aux sous-types BHV1.1, BHV1.2a. La majorit¢ des
avortements dus 8 BHV1 sont rencontrés lors de la forme respiratoire. Il survient généralement
entre 4 et 7 mois de gestation quel que soit 1’age de la vache. L’avortement est la conséquence
de la virémie. L’infection du feetus peut se produire 3 a 5 mois apres 1’atteinte virale (de
quelques jours a plus de 100 jours aprés 1’infection primaire). Le foetus meurt 24 a 48 heures
apres son infection mais 1’expulsion peut étre différée de 7 jours en moyenne (Six et al., 2001).

Le feetus est déja fortement autolysé, les prélévements sont difficilement exploitables et
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I’isolement viral sera difficile. Le passage du virus de la mére au foetus se ferait par passage
transplacentaire et diffusion par voie hématogeéne par la veine ombilicale. L’infection du feetus
entraine des anomalies importantes dans les visceres feetaux, 1’arrét progressif de la circulation
sanguine dans le placenta et sa dégénérescence. (Thiry et al.,1997 ; Six et al., 2001).
L’avortement peut aussi €tre 1i¢ a une forte hyperthermie lors d’une infection primaire de la

vache gravide (Thiry et al.,1997 ).

L’infection par le BHV1 de vaches saillies récemment peut également causer une mortalité
embryonnaire. L’hyperthermie engendrée par I’infection peut étre responsable de cette
mortalité embryonnaire jusqu’a 3 mois de gestation. Le virus peut également provoquer des
effets cytopathiques sur I’embryon (Pritchard et al.,1997). 1l a été démontré que le virus peut
infecter I’utérus pendant la phase vérimique (apres la primo-infection ou lors de réactivation,
par le sperme contaming, transmis lors de saillies ou d’inséminations artificielles) entrainant
une endométrite nécrotique sévere (Maillard et Chastand-Maillard, 2006). Il infecte également
I’ovaire provoquant aussi une ovarite aigu€ pendant 1’cestrus, une nécrose hémorragique focale
ou généralisée du corps jaune, d’ou chute du taux de progestérone et arrét de la gestation ainsi
qu'une nécrose des follicules ovariens (Miller et al., 1995 ; Maillard et Chastand-Maillard,

2006).Tous ces effets aboutissent a de I’infertilité et des retours en chaleur.

Enfin, I’infection de la vache pendant le dernier tiers de gestation peut provoquer de la mortalité

néonatale chez les veaux dans les 12 jours suivant la mise-bas (Heinlein et al., 1993).

5. Autres formes

5.1. Métrites aprés césarienne
Autour du vélage, les vaches sont plus réceptives aux infections et particulierement a celles par
le BHV1. Les vaches infectées par le BHV1 qui subissent une césarienne développent tres
souvent une infection de 1’utérus et du péritoine. Celle-ci est accompagnée d’une hyperthermie
dans les 4 a 5 jours qui suivent ’opération. En plus, il y a possibilité de problémes de

cicatrisation et de surinfections de la plaie cutanée (Thiry et al.,1997).

5.2. Mammites
Le virus BHVT est isolé dans des cas de mammite mais toujours en association avec d’autres

pathogénes de la mamelle (Bilge et al., 1998). L’infection expérimentale en intra-mammaire du
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BHV1 provoque une mammite avec hyperthermie, baisse d’appétit, mamelle douloureuse et
une baisse de production laitiére. Cependant, le role exact du BHV1 dans les mammites n’est
pas encore bien défini. Son réle semble plutot étre un facilitateur d’infections par son activité
immunosuppressive. En effet, Siegler et al ont montré que la vaccination d’un cheptel contre
BHV1 (en I’absence de vaccination contre le BVD) diminue I’incidence des mammites dans

celui-ci (Siegler et al.,1985).

5.3. Septicémie des nouveaux-nés
La septicémie des nouveaux-né€s est décrite lorsque le virus atteint des veaux nouveaux-nés
n’ayant pas encore pris le colostrum ou n’ayant pas encore €té vaccinés, I’ infection se généralise

et conduit a la mort rapide du veau (Six et al.,2001).

Le veau présente des signes de rhinopharyngite et de bronchopneumonie (toux, rales bruyants,
jetage nasal mucopurulent, épiphora, conjonctivite bilatérale), une diarrhée catarrhale non

hémorragique, de I’hyperthermie et un ptyalisme important. Il meurt en quelques jours.

5.4. Encéphalite
L’infection par le BHV1 n’engendre que rarement une méningo-encéphalite chez les bovins.
Un virus proche antigéniquement du BHV1, le BHVS est le plus souvent mis en évidence lors
de méningo-encéphalites. Des cas d’encéphalites li¢ées au BHV 1 sont rencontrés chez des jeunes
animaux, cependant, il s’agit de cas rares (Meyer et al.,2000). En général, la neuroinvasion du
systeme nerveux central par BHV1 ne dépasse pas le ganglion trigéminé ou I’infection latente
s’établit. Mais il a déja été isolé dans d’autres endroits du SNC sur des vaches adultes ayant une

méningoencéphalite (D’offray et al.,1993 ;Roels et al., 2000 ).

La maladie est caractérisée par des tremblements, de 1’opisthotonos, de la cécité, des

convulsions, de I’incoordination motrice ensuite vient la mort (Meyer et al, 2001).

5.5. Atteinte podale
Le BHV1 a été isolé d’un ulcere de I’espace interdigité d’un bovin (Thiry et al.,1997). Le

phénomene semble rare.
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IV. Epidémiologie

1. Epidémiologie descriptive

1.2. Répartition géographique et fréquence de I’infection

Le BHV1 est présent dans tous les continents avec des différences dans la prévalence et

l'incidence de l'infection (tableau 1).

Tableau 4 : séroprévalence du BHV1 a travers le monde (synthése personnelle).

Amérique | Canada | 1745 ELISA 37.8 Durham et Hassard,1990
Pérou 636 ELISA 37 Guarino et al.,2007
Urguay | 6358 ELISA 51 Stahl et al, 2002

Asie Inde 1115 SN 39.2 Nandi et al.,2008
Chine 1344 ELISA 35.8 Yan et al., 2008

Afrique | Tanzanie | 61 SN 85 Lyaku et al., 1991
Algérie | 2948 ELISA 20.5 Achour et Moussa, 1996

Europe Belgique | 11289 ELISA 35.9 Boelaert et al.,2000
Italie 615 SN 5.52 Castrucci et al., 1997
Turquie | 6979 SN 35 Yesilbag et al, 2003

L'Europe a une longue histoire de lutte contre I'infection par le BHV1 (Ackermann et al., 1990).

Beaucoup de programmes d'éradication ont été déja employés, mais seulement un petit nombre

de pays comme I'Autriche, le Danemark, la Finlande, la Norveége, la Suede et la Suisse, ont

atteint 1'objectif (Ackermann et al, 1990 ; Paisley et al, 2001). La suisse, bien que considérée

comme indemne de la rhinotrachéite infectieuse bovine, 29 nouveaux cas ont été signalés au

cours de la derni¢re décennie. Ces cas ont été détectés dans la procédure sérologique annuelle

(Ackernann et Engels, 2006).

1.3. Importance économique

L’infection a BHV1 peut avoir des conséquences majeures dans les troupeaux laitiers et de

boucherie. Les pertes sont dues aux défauts de production : la diminution de la production de

lait et de gain de poids et les épidémies d’avortements, par conséquent, perte de sujets de
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remplacement. Il faut aussi ajouter les pertes dues a la réforme des animaux, a la mortalité, a
cause de la forme respiratoire de la maladie, et au colit des traitements a cause des infections

bactériennes secondaires (Turn et al., 1999 ; Radostis et al., 2007).
2. Epidémiologie analytique

2.1. La source de virus
La source principale du virus est le bovin infecté lors de primo-infection ou lors de réactivation.
Méme les animaux sous immunité colostrale ou vaccinés peuvent excréter et réexcréter le virus,
car la vaccination limite I’excrétion virale mais son efficacité n’est pas totale. D’autre part, les
ovins et les caprins peuvent étre infectés et excréter le virus. Les cerfs et les chevreuils
présentent également un risque faible de transmission du BHV1, cependant, chez ces derniers
I’excrétion virale n’a lieu qu’au moment de la primo-infection puisqu’il n’y a pas

d’établissement d’une latence (Thiry et Lemaire,2001).

Les bovins porteurs latents séronégatifs (SNLC) représentent un risque majeur de transmission
du BHV1 du fait qu’ils sont indétectables par les méthodes classiques de sérologie et excrétent

transitoirement le virus a chaque épisode stressant (Lemaire et al., 2001).

Le virus BHVI1 se retrouve dans les sécrétions nasales et oculaires, les mucus vaginaux et
préputiaux, la semence de taureau, les paillettes d’insémination artificielle ou les embryons
utilisés pour le transfert, le placenta et les annexes feetales. Toutes ces matieéres peuvent

contaminer d’autres bovins (Blanc,2002).

Enfin, I’environnement est également une source de transmission du virus. En effet, il peut
persister dans la litiere ou sur du matériel souillé (abreuvoirs, mangeoires, matériel de

contention...) pendant plusieurs jours (Wentink et al.,1993).
2.2. Modes de transmission de ’'IBR

A. Transmission directe
La transmission directe du BHV1 est le processus prépondérant, elle peut se faire par deux
voies. La voie respiratoire, réalisée par contact direct de nez a nez (Callan et Metre Van,2004).

Les animaux malades excrétent le virus dans leurs sécrétions nasales. La toux, les éternuements,
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voire la respiration, sont des sources de contaminations pour les autres animaux, sous forme

d’aérosols (Thiry ,2000).

La deuxiéme voie de transmission directe est la voie génitale. Apres infection du tractus génital
d’un animal, le virus se multiplie puis excrété¢ dans le mucus vaginal ou préputial, dans le
sperme ou les ovocytes. De cette fagon, un taureau infecté au niveau génital pourra transmettre

le virus au moment de I’accouplement (Wellemanns et al.,1993).

I1 existe enfin une transmission directe de la meére au feetus lorsque celle-ci est infectée par le

BHV1 pendant la gestation, lors de la phase de virémie transitoire suivant une primo-infection.

B. Transmission indirecte
La transmission indirecte du BHV1 peut se faire par I’intermédiaire de vecteurs : toutes les
personnes circulant dans les fermes peuvent véhiculer le virus sur leurs vétements, les mains....
Ou par I'intermédiaire du matériel d’élevage contaminé pouvant laisser passer le virus d’un

animal a I’autre, voire d’une exploitation a I’autre (Wentink et al.,1993).

Enfin, I’insémination artificielle et le transfert embryonnaire sont des vecteurs de transmission
du virus, lorsque le sperme et les embryons sont prélevés chez des animaux infectés (Yavru et

al., 2000).

2.3. Facteurs favorisants de ’infection par BHV1 des troupeaux
I1 existe peu de facteurs prédisposant a I’infection par le BHV1. L’espece la plus sensible est
I’espéce bovine. La race a trés peu d’influence, on peut noter une plus grande sensibilité des
Holstein et des Charolaises (Mohamadou, 2003). Le risque d’infection augmente avec 1’age
notamment aprés la disparition des anticorps maternaux (Guarino et al 2008). Les males
semblent plus souvent atteints que les femelles (Boelaert et al., 2005;. Guarino et al, 2008).
Cependant, l'utilisation du monte naturel plutdt que l'insémination artificielle a été trouvé 1’un
des facteurs de risque de séropositivité du troupeau au Brésil (Dias et al., 2013). Le mode
d’¢élevage ainsi que la proximité d’autres fermes sont des facteurs favorisants également la
transmission du virus, par exemple la pratique de la mise en estive (Guerin, 2000). la
participation a des expositions et des concours agricoles, la taille de troupeaux et I’augmentation
du nombre de troupeaux limitrophes (O'Grady et al., 2008), 1’achat de bovins et leur

introduction sans mis en quarantaine (Dias et al., 2013), I’élevage mixte avec les ovins et les
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caprins (Thiry et al., 2006). Enfin toutes les conditions d’¢levage favorisant le stress de I’animal

participe a sa réceptivité vis-a-vis de I'IBR (Van Oirschot et al.,2000).

3. Epidémiologie synthétique

3.1. Origine de la contamination d’un élevage
La contamination d’un élevage se fait soit par achat d’animaux (achat d’animal SNLC, ou
d’animal porteur latent), soit par voisinage (pature, foire ou mélange d’animaux) (Dias et al.,

2013).

3.2. Maintien de I’infection
La présence d’animaux porteurs latents est I’élément essentiel de la persistance du virus au sein
des ¢levages. Ces individus pourront infecter les congénéres indemnes de leur troupeau lors
d’une réactivation accompagnée d’une réexcrétion (Thiry et al.,2006). La signification
épidémiologique de la latence est donc de permettre le maintien de 1’infection dans un groupe

d’animaux sans apport exogeéne du virus.

V. Diagnostic de 'IBR

Les principaux symptomes de I’IBR ne sont pas treés caractéristiques et se retrouvent dans de
nombreuses atteintes respiratoires bovines. Ils permettent simplement d’étayer une suspicion
mais pas d’établir un réel diagnostic. Pour cela, il faut mettre en place des examens
complémentaires afin de mettre en évidence la présence du virus (Cassard, 2003 ; Gardeux,

2007).

Lors d’une suspicion clinique, c’est-a-dire en cas de primo-infection, il faut rechercher la
présence du virus, de ses antigenes ou de son ADN (diagnostic direct).

Dans le cadre du contrdle prophylactique du statut immunitaire des animaux, c’est-a-dire en
général sur des animaux ne présentant aucun symptome, mais qui peuvent étre en phase de

latence, il faut rechercher les anticorps spécifiques (Kaashoek et al.,1996) (diagnostic indirect).

Notons que les principes de la technique sérologique et virologique sont décrits dans la maladie

diarrhée virale bovine.
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1. Diagnostic direct

1.1. Réalisation des prélevements
La réalisation de prélévements dans le diagnostic direct doit se faire en priorité sur un animal
vivant, précocement, lors de la phase d’hyperthermie qui correspond au pic d’excrétion du

virus.

Le virus peut étre prélevé a partir d’écouvillonnages nasaux profonds et de conjonctif lors de
I’IBR, de lavage vaginal, préputial lors de I’IPV et IPB (Homan et Easterday, 1980). Ces
¢chantillons doivent étre prélevés dans un contenant stérile et envoyés au laboratoire dans un
transport adapté, sous régime du froid, en moins de 24 heures (Homan et Easterday, 1980). Le
sperme frais ou conservés correctement peuvent également étre utilisées pour 1'isolement viral

(Deka et al., 2005).

I1 est possible de prélever des échantillons sur un animal mort depuis moins de 3 heures. Les
¢chantillons seront alors des fragments de certains organes tels que le foie, la rate, les reins, les
poumons, la lymphe, les amygdales ainsi que la muqueuse des voies respiratoires et les
amygdales, il peut étre également réalisé a partir de cotylédons placentaires et de foetus avortés

(Homan et Easterday, 1980).
1.2. Recherche de virion

A. Isolement viral sur cultures cellulaires
L'isolement viral reste la technique standard pour la détection de BHV1. Elle peut se faire sur
tous types de prélévement. Le virus doit nécessairement €tre vivant pour conserver son pouvoir

infectieux, ce qui impose des conditions de prélevements et d’envois stricts.

I1 consiste a mettre en évidence 1’effet cytopathogeéne du virus sur les cellules sensibles (en
général des cellules primaires de testicules ou de reins de veaux). Cet effet induit par le BHV1
apparait habituellement trois a cinq jours apres l'inoculation (Straub, 1990 ; Turin et Russe,
2003). Il est caractérisé par un arrondissement des cellules sous forme d’amas en grappe et la
formation de trous dans le tapis cellulaire. Ce sont ces changements que 1’on va observer au
microscope optique qui permettent d’orienter le diagnostic vers une famille virale. Le

diagnostic définitif se fait ensuite par [’utilisation de tests immunologiques tels que la
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séroneutralisation et I’immunochimie (Straub, 1990; Turin et Russe, 2003). La sensibilité de

cette technique est bonne mais nécessite un délai de 3 a 4 jours.

B. Microscopie électronique
La microscopie électronique peut €¢galement étre utilisée pour la détection de particules virales
par ses caractéristiques structurelles et morphologiques. Cependant, la faible sensibilité, le cotit
¢levé et la nécessité d'un personnel hautement qualifié pour l'exploitation et l'interprétation des
résultats font que cette technique ne soit pas faisable comme outil de diagnostic (Nandi et al.,
2009).
1.3. Recherche des antigenes viraux

Les techniques utilisées pour la recherche des antigénes viraux sont I’immunochimie et
I’immunofluorescence. Il s’effectue sur coupe d’organe fraiche présentant des lésions ou
congelée ainsi que sur des frottis cellulaires obtenus a partir des écouvillons nasaux. Les virions
ne sont pas nécessairement vivants, ce qui permet des régles d’acheminement moins strictes
que pour la recherche des virions. Le résultat est rapide (24h) mais la sensibilité est moyenne

(Roehe et al., 1997).

1.4. Recherche de ’ADN viral
La PCR vise a amplifier une région cible de I'ADN viral. Elle présent les avantages potentiels
de hauts niveaux de sensibilité¢ et de spécificité, ainsi que la vitesse d'exécution. Plusieurs
variantes de PCR ont été développées (nested PCR, multiplex PCR et real time PCR) pour la
détection de BHV1 avec différentes régions cibles du génome virale (Esteves et al. 2003; Claus
et al., 2005). Elle peut étre appliquée sur tout type de prélevement (le sang total, le sérum, le
sperme, le liquide folliculaire....) et ne nécessite pas de virus vivants (Fuchs et al, 1999 ; Claus

etal., 2005).

L’ADN viral est détectable dans le sang de 1’individu non seulement pendant la phase aigiie
mais aussi pendant la phase subclinique. De plus, la PCR permet une détection du virus avant
la séroconversion et la production d’anticorps, voire chez les individus séronégatifs porteurs
latents. En revanche, la technique de PCR requiert un laboratoire spécialisé, a un colit important

et sensible aux contaminations, pouvant donner lieu a des faux positifs (Fuchs et al, 1999 ).
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2. Diagnostic indirect

2.1. Réalisation des prélévements
La recherche d’anticorps anti-BHV'1 peut étre réalisée sur des échantillons de sérum et de lait
(Muylkens et al.,2007), le sérum contenant vingt fois plus d’anticorps que le lait. Ce dernier
n’est pas utilisé pour effectuer un diagnostic individuel mais pour contrdler la prévalence de
I’infection au niveau du troupeau. Tandis que le sérum est utilisé pour des analyses individuelles

et a I’échelle de troupeau (Muylkens et al.,2007).

2.2. Recherche d’anticorps
Les méthodes sérologiques ne peuvent étre réalisées qu’apres séroconversion de I’animal, soit
un délai de 2 a 3 semaines apres I’infection (Gardeux,2007). Les méthodes indirectes reposent

sur :

A. Test de séro-neutralisation
Le test de séro-neutralisation (SN) est considéré comme le «gold standard» pour la détection
des anticorps neutralisants anti-BHV1 (Rocha et al., 2001 ; Vieira et al., 2003). La SN a ét¢
largement utilisée dans les enquétes épidémiologiques, la certification des troupeaux, le
dépistage pour la collecte et la commercialisation de sperme, ainsi que dans la recherche
clinique (Franco et Roehe, 2007). Cependant, il s’agit d’une technique laborieuse, dépend du
maintien d'un stock de virus et de culture cellulaire appropriée. Des variantes de ce test ont été
proposées, ou la période d'incubation de la neutralisation du virus par les anticorps peut varier
de 1 a 24 heures. Le résultat de I'essai est habituellement obtenu en trois a cinq jours (Bitsch,

1978).

B. La technique ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
La technique ELISA (de l'anglais "enzyme linked immunosorbent assay") est actuellement
largement utilisée pour le diagnostic sérologique, en raison de sa haute sensibilité et spécificité,
une relative facilité et une rapidité d'exécution. Elle est capable de traiter un grand nombre
d'échantillons. Les réactifs sont généralement peu coliteux, stable, facile a préparer (Nandi et
al., 2008). Plusieurs variétés de tests ELISA (indirect, direct, de compétition) ont été

développées pour le dépistage des échantillons de sérum bovin (Nandi et al., 2007).
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Dans le test ELISA de compétition, les anticorps sont dirigés contre gB, car gB est un antigéne
majeur qui induit une forte réponse immunitaire et ses anticorps persistent deux a trois ans. Le
test ELISA gB présente donc une bonne sensibilité (Limbourg et al.,2002). Cependant la
proteine gB est hautement conservée entre les différents herpesvirus de ruminants. Des
réactions croisées sont possibles mais rares. Par consequent, la spécificité¢ du test est limitée

lorsque les bovins sont en contact avec d’autres ruminants.

La technique ELISA de compétition utilisant gE a été développée parallelement a 1’élaboration
de vaccins délétés gE, associés au programme d’éradication d’IBR. Elle permet de différencier
les animaux infectés (séropositifs envers gE), des animaux vaccinés (séronégatifs envers gE)
(Wellenberg et al., 2001). Toutefois, elle a pour conséquence une diminution de la sensibilité

(Limbourg et al.,2002 ; Kramps et al., 2004).

C. Autres tests sérologiques
L’hémagglutination passive, la fixation du complément et I’immunofluorescence sont

pratiquement abandonnée (Cassard, 2003).

V. Prophylaxie

1. Prophylaxie sanitaire
Malgré I’activation du systéme immunitaire lors de I’infection, les animaux infectés ne peuvent
¢liminer le virus. Il est alors important de faire une bonne prévention pour réduire au maximum
les risques d’introduire la maladie au sein du troupeau, car une fois infectés, les animaux le sont
pour le reste de leur vie. D’ou I’importance d’avoir une bonne régie surtout en ce qui concerne
la prévention. Attaquer a la source est le meilleur moyen pour avoir la chance de contrdler le
mieux possible I'infection (Radostis et al.,2007). Le virus est contrélé systématiquement par
deux stratégies qui ont été élaborées : «test-et- abattage des animaux serpositifs sans
vaccination » ou « vaccination avec un vaccin marqué de gE permettant la différenciation des

animaux infectés de ceux vaccinés ».

La premicre stratégie de « test-et- abattage des animaux séropositifs sans vaccination »,
avec interdiction de I’importation des animaux vaccinés a €té utilisée avec succes dans les pays
ou la séroprévalence est faible comme le Danemark, la Finlande, 1'Autriche, la Suéde et la

Suisse (Vonk Noordegraaf et al., 2000; Paisley et al.,2001). Cette stratégie a été renforcée par
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les mesures de biosécurité et d'hygiene afin de minimiser le risque d'introduction du virus
BHVI1 dans les troupeaux ou dans les centres d’insémination artificielle. Une période de
quarantaine de 4 semaines est imposée pour les bovins introduits dans un troupeau indemne.
Seuls les animaux séronégatifs aprés la mise en quarantaine peuvent étre admis dans le
troupeau. Dés qu'un animal est infecté, il a été considéré comme un potentiel excréteur de

BHV1 et peut donc étre abattu ou isolé du troupeau (Kramps et al., 1996).

La deuxiéme stratégie est « vaccination avec un vaccin marqué de gE et élimination des
animaux séropositifs vis-a-vis de gE ». Elle a été appliquée dans les pays ou la séroprévalence
est élevée tels I’ Allemagne, la Belgique, la Hongrie, I’Italie et les Pays-Bas (Vonk Noordegraaf
et al, 2004). Cependant, aucun pays qui a inclus la vaccination n'a encore réussi a éradiquer le
BHV1 (Ackermann et Engels, 2006). A cause de ’incapacité des vaccins a prévenir totalement
I’infection par le BHV1 et de I’existence d’une forme latente, il faudra du temps pour arriver a

éradiquer la rhinotrachéite infectieuse bovine (Ackermann et Engels, 2006).

2. Prophylaxie médicale

2.1. Objectif de la vaccination
La prophylaxie médicale de I’'IBR repose sur la vaccination, utilisée pour prévenir les signes
cliniques et par conséquent diminuer les pertes économiques en cas d’infection et réduire la
circulation du virus par diminution de I’excrétion virale des porteurs latents, Cependant, cette

protection n’est pas totale (Cassard, 2003).

2.2. Vaccination
Différents types de vaccins contre le BHV1 existent : les vaccins vivants atténués, les vaccins
inactivés, les vaccins délétés ou marqués, les vaccins sous-unité et les vaccins obtenus par génie

génétique.

A. Vaccin vivant ou atténué
Les vaccins vivants, ou vaccins atténués, sont constitués de souches de BHV 1. Ces vaccins sont
capables de se répliquer et de s’installer a I’état latent chez I’animal vacciné. Ils miment
parfaitement 1’infection naturelle et induisent une réponse immune cellulaire et humorale
précoce et persistante. Ils peuvent également induire une immunité locale au niveau de la

muqueuse nasale, lors d’inoculation par instillation nasale (Samaille et Thibault, 1996 ;
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Anziliero et al., 2011). Ils ne provoquent pas d’expression clinique de I’IBR mais sont parfois
suspectés de subir une recombinaison génétique avec une souche sauvage pathogene, pendant
sa multiplication dans I’organisme (Lemaire et al., 2004), et de transmettre aussi la souche
vaccinale aux bovins apres instillation nasale ou réactivation de la souche vaccinale (Van

Oirschot et al., 1996 ; De Wergifosse et al., 1997).

B. Vaccin inactivé
Les vaccins inactivés, ou vaccins tués, sont constitués de souches de BHV1. Ces vaccins sont
moins immunogenes que les vaccins vivants. Pour compenser ce défaut d’immunogénicité, ils
sont donc adjuvés par de I’hydroxyde d’aluminium et de la saponine. De méme, il est nécessaire
de les injecter plus fréquemment que les vaccins vivants. Ils induisent seulement une immunité
a médiation humorale. Ces virus vaccinaux ne peuvent ni se développer dans 1’organisme, ni
persister a 1’état latent chez 1’animal vacciné (Samaille et Thibault,1996 ; Le Tallec et Guerin,
2000). IIs ne causent donc pas de symptomes lors de leur administration. Par contre, 1’utilisation
des adjuvants dans ces vaccins peut provoquer des effets secondaires. Les vaccins tués comme
les vaccins attenués protegent des signes cliniques de I’IBR mais pas de I’infection par une
souche sauvage. De méme, ils n’inhibent pas la réactivation et la réexcrétion du virus lorsqu’ils
sont utilisés sur des bovins porteurs latents. Mais, ils réduisent considérablement la quantité de

BHV1 excrétée et la durés d’excrétions (Le Tallec et Guerin, 2000).

C. Vaccin sous-unitaire
Les vaccins sous unitaire sont composés de glycoprotéines majeures a fort pouvoir
immunogene (gB, gC, gD) associées a un adjuvant, ils assurent la méme protection qu’un
vaccin inactivé, et permettent aussi de distinguer les animaux vaccinés des animaux infectés.
ils préviennent I’apparition des symptdmes mais n’empéchent pas 1’infection ultérieure et le
portage latent (Van Drunen Littel et al.,1990), et n’inhibent pas totalement la réexcretion lors

de la phase réactivation (Pastoret et Vannier,1995).

D. Vaccin recombinant
Le principe du vaccin vecteur consiste a introduire les geénes codants la syntheése des
glycoprotéines majeures du BHV1 au sein du génome d’un vecteur viral (Bello et al.,1992), il

induit une réponse presque similaire des vaccins atténués. il provoque une réponse humorale et
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cellulaire et permet de développer une immunité locale au niveau des muqueuses pituitaires,

porte d’entrés de BHV1 (Le Tallec et Guerin,2000).

E. Vaccin délété ou marqué
Un vaccin délété peut étre atténué ou inactivé. Il est constitué d’une souche virale dont la partie
du génome codant la synthése d’une glycoprotéine d’enveloppe a été¢ délétée. Les animaux
vaccinés ne développent donc pas d’anticorps contre cette glycoprotéine, ce qui permet de les
distinguer des animaux infectés par une souche sauvage. La glycoprotéine supprimée doit étre
une glycoprotéine non essentielle pour permettre 1’entrée du virus dans les cellules, et mineure
pour que le vaccin soit bien immunogene et induit la production d’anticorps qui persistent
plusieurs années (Denis et al.,1996 ; Kaashoek et al., 1998). La glycoprotéine choisie est en
général gE. Cependant, il existe un risque de recombinaison entre la souche délétée et une
souche sauvage virulente, ce qui permet I’apparition d’une souche délétée virulente (Thiry et
al., 2006). C’est pourquoi des vaccins double-délétés ont été¢ développés. Il a été créé une
souche de BHVS délétée en gE et en Thymidine Kinase (Anziliero et al.,2011). Le BHV1 et le
BHVS étant trés proches antigéniquement, la vaccination par 1’un protége de ’autre. Cette
deuxiéme délétion permet de diminuer grandement le risque de recombinaison avec une souche

sauvage.
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Etude bibliographique de I’herpésvirus bovin de type 4

I. Historique

L’herpesvirus bovin de type 4 (BHV4) a été isolé pour la premicre fois en 1963, par Bartha en
Hongrie a partir de veaux souffrant de maladies respiratoires et oculaires (Bartha et al., 1966).
Quelques années plus tard, aux Etas Unis, une autre souche a été isolée d'un taurillon présentant
des signes cliniques de maladie respiratoire (Mohanty et al., 1971). Parcs et Kendrick (1973)
sont considérés comme les premiers chercheurs a isoler le BHV4 a partir d'une vache présentant
une métrite, ils ont établi alors un lien entre l'infection par le virus et la pathologie utérine.
Depuis lors, plusieurs auteurs ont signalé le virus BHV4 dans des échantillons de bovins

présentant des troubles de la reproduction (Ernesto et al., 2015).

Ce virus a requ plusieurs dénominations : « orphan herpesvirus », « movar type herpesvirus »,
« bovid cytomegalovirus », « bovid herpesvirus 3 », « bovid herpesvirus 5 ». En 1987, un
consensus fut adopté pour mettre fin a la confusion et 1’ ensemble des souches ont été

regroupées sous le nom d’herpésvirus bovin de type 4 (Egyed et al.,2000 ; Markine et al.,2003).

I1. Etiologie

1. Taxonomie
Le BHV4 (herpesvirus bovin de type 4) appartient a la famille des Herpesviridae, sous famille
des gammaherpesvirinae, genre Rhadinovirus (Davidson et al., 2009). Les caractéristiques de la
famille des Herpesviridae sont représentées dans la partie réservée a I’'IBR (page 52 et 53). La
sous famille gammaherpesvirinae a I’inverse des alphaherpesvirinae (qui comprend I’agent
causal de I’IBR) est caractérisée par un spectre d’hote étroit qui se limite a I’espece cible et une
capacité a se répliquer dans les cellules lymphoides (lymphocyte T et B), ou ils peuvent établir

leur latence (Donoftio et al., 2005).

2. Présentation du virion
La particule virale du BHV4 possede la structure typique des herpesvirus (figure 25) (Racaniello
etal., 2013). Le génome des herpésvirus est classé en 6 groupes sur la base de leur arrangement
génomique terminal et de leurs séquences répétées internes. Le BHV4 posséde un génome de
type B caractéristique des gammaherpesvirus (Roizman et Baines, 1991). Le génome de BHV4

est une molécule d’ADN double brin linéaire qui contient environ 144 + 6 kb. Il est composé
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d'une zone centrale (région longue unique codante, ou LUR), d'environ 108 kb, avec une faible
consentration en Guanine+Cytosine, encadrée aux deux extrémités par des séquences terminales
non codantes (polyrepetitive DNA ou prDNA). Ces dernieres ont des motifs répétés avec une
méme orientation. Ces unités prDNA sont hautement concentrées en Guanine+Cytosine (Bublot

et al., 1990).

L’analyse de la séquence LUR a révélé I’existence d’au moins 79 ORF, dont 17 semblent étre
uniquement présents chez le BHV4 (Zimmermann et al., 2001). Le matériel génétique est
contenu dans une capside de symétrie icosaédrique formée de I’arrangement régulier de 162
capsomeres tubulaires (150 hexameéres et 12 pentameres). Le matériel génétique et la capside
forment la nucléocapside dont le diameétre est de 90 a 100 nm. La nucléocapside est entourée
d’une substance amorphe appelée tégument. Ce dernier contient notamment des protéines de
régulation. La distribution du tégument est souvent asymétrique et son €paisseur varie en
fonction de la localisation de la particule virale au sein de la cellule infectée. L ensemble des
structures susmentionnées est enveloppé dans une membrane constituée d’une double couche
lipidique semblable a celle des membranes cellulaires (I’enveloppe virale). Celle-ci contient des
glycoprotéines s’¢levant jusqu’a 8 nm de la surface du virion (Markine-Goriaynoff et al., 2003).
Ces caractéristiques structurelles démontrent que le BHV4 est sensible a des composés
chimiques tels que I'éther et le chloroforme. La réplication peut étre inhibée par le bromure de
déoxyuridine (0,1 mM). Il présente également une faible résistance a un pH faible (pH 3) et peut
étre inactivé a des températures de 50 °C pendant 30 min et par la pasteurisation (Bona et

al.,2005 ; Galais-Duhamel, 2006 ; Moréan et al., 2015).
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Figure 25 : Structure du virion des herpésvirus (Racaniello et al., 2013).

3. Réaction croisée
Certaines glycoprotéines virales sont conservées parmi les herpésvirus, d’autres sont propres a
des especes ou sous-familles d’herpesvirus. Parmi les glycoprotéines conservées gB, gH, gl et
le complexe gM-gN sont nécessaires a la réalisation du cycle de réplication virale (Lete et al.,

2012).

Le BHV4 ne présente pas d’homologue aux glycoprotéines gD ou gE, gD est un immunogene
majeur du BHV1 et gE est utilis¢ comme marqueur vaccinal contre le BHV1, pour rappel il
n’existe pas de parenté antigénique entre le BHV4 et le BHV1 (Dewals, 2007 : Lete et al., 2012).
En revanche, le BHV4 partage des épitopes avec I’AIHV 1, un autre gammaherpesvirus avec
lequel des réactions sérologiques croisées sont observés et qui semblent protectrices (Osorio et

al., 1985 ; Dewals, 2007 ).

4. Cycle infectieux

Les herpesvirus peuvent établir deux types principaux d’infection : I’infection dite productive
ou lytique et I’infection latente. Le cycle de multiplication virale des herpesvirus a été décrit en
détail dans les pages plus haut (56,57,58,59 et 60) qui présentent le cycle infectieux du BHV1.
Dans cette partie le cycle viral est bri¢vement décrit avec toutes les particularités connues pour
le BHV4. Les gammaherpesvirus semblent favoriser 1’établissement de la latence, une minorité
de cellules supportent le cycle lytique (Figure 26) (Ackermann, 2006).
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Figure 26 : Devenir des cellules infectées par les gammaherpesvirus (Ackermann, 2006).

4.1. Cycle lytique
Le cycle de multiplication virale aboutit a la formation d’une nouvelle génération de particules

infectieuses et a la lyse cellulaire par ’effet cytopathogene du virus.

L’interaction entre les glycoprotéines de 1’enveloppe virale et les récepteurs membranaires
cellulaires aboutit a la fusion des membranes et I’entrée du virus dans la cellule hote. Le premier
récepteur cellulaire reconnu par le BHV4 est I’héparan sulfate (Vanderplasschen et al., 1993).
Ces molécules sont présentes a la surface d’un grand nombre de cellules, ce qui
permet d’expliquer en partie le large spectre de cellules sensibles au virus. La nucléocapside
ainsi que certaines protéines du tégument sont ensuite acheminées vers le noyau cellulaire.
L’ADN viral est libéré dans le noyau au travers d’un pore suite a la décapsidation, il se
circularise immédiatement apres. La traduction des protéines virales commence méme avant la
réplication de I’ADN viral. La cinétique de la production virale du BHV4 est lente (Storz et al.,
1984) et I’expression des genes viraux est dépendante du cycle cellulaire. Il est indispensable
que la cellule infectée soit en phase S pour la réplication de I’ADN viral. Ainsi, le virus ne se
multiplie que dans une cellule en division, comme les cellules souches immunitaires

(Vanderplasschen et al., 1995). L’acquisition de I’enveloppe virale est issue de la membrane
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interne du noyau ou des vésicules golgiennes. La sortie du virus s’effectue par bourgeonnement
ou lyse cellulaire suite a I’induction de I’apoptose. Le BHV4 est d’ailleurs capable d’inhiber
I’apoptose (Gillet et al., 2004), assurant ainsi une multiplication virale plus intense. Les

particules virales de BHV4 sont relarguées 48h post-infection.

4.2. Cycle latent
La latence est observée chez tous les herpesvirus. Elle consiste en 1’installation du virus au sein
des cellules, en I’absence de multiplication virale. La latence est établie dans les cellules
mononuclées sanguines et dans les cellules de tissus lymphoides pour BHV4 (Muylkens et al.,
2007). L’initiation de ’infection latente se déroule comme le début de I’infection productive.

Lorsque I’état latent est établi, la transcription des génes viraux est séverement réduite.

A D’état latent, le génome viral persiste au sein du noyau sous une forme circulaire appelée
épisome. Si la cellule infectée de maniere latente se divise, c’est le cas des cellules souches
immunitaires, I’ADN viral se comporte comme une unité génomique autosomale, 1’épisome se
duplique en méme temps que I’ADN génomique de la cellule et les copies se distribuent de

manicre aléatoire dans les cellules filles (Markine-Goriaynoff et al., 2003).

L’état de latence peut étre interrompu a la suite d’un stimulus exogene. Des changements dans
la physiologie cellulaire peuvent conférer a la cellule la permissivité nécessaire a une infection
productive. Le génome est alors transcrit plus efficacement et est répliqué ; de nouveaux virions

sont produits.
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I11. Pathogénie de I’infection virale
La pathogénie du BHV4 se caractérise par une infection primaire suivie d’une infection

latente pouvant étre réactivée a la suite d’un stimulus (figure 27).
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Figure 27 : Pathogénie de I’infection par le BHV4 (Chevanne, 2014).

1. Infection primaire
Le BHV4 est réguliérement isolé a la fois du tractus respiratoire supérieur (Castrucci et al.,
1987) et des voies génitales (Van Opdenbosch et al., 1988). Ces deux voies sont considérées
comme les deux principales voies d’entrées du BHV4. La multiplication primaire du virus se
déroule vraisemblablement au niveau des cellules épithéliales des muqueuses de la porte
d'entrée, notamment les cellules épithéliales du tractus respiratoire supérieur (Egyed et al.,1996).
Le virus se propagerait ensuite dans 'organisme par le biais des cellules mononuclées infectées
(Lin et al., 1999). La virémie n'est pas toujours détectable et peut réapparaitre de fagon
périodique (Egyed et al., 1999). Les tissus lymphoides, les cellules sanguines mononuclées sont
considérées comme des sites primaires d’infection. Le virus peut par ailleurs passer la barriere

placentaire et ainsi infecter le foetus (Wellemans et al., 1986).
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Le virus se multiplierait également aprés généralisation au niveau des épithéliums oculaires,
respiratoires et génitaux. Ces tissus sont considérés a la fois comme des sites de multiplication
primaires et secondaires. Le virus peut y produire des Iésions de nécrose cellulaire et étre excrété

dans les écoulements oculaires, le jetage nasal et les sécrétions génitales (Monge et al., 2006).

2. Etablissement de la latence
Apres une primo-infection, le BHV4 s'installe a 1’état latent, a 48 jours post-inoculation ( Egyed
et al., 1996) voire méme plus précocement. La présence du virus a I’état latent a ét€¢ démontrée
dans cellules mononucléées sanguines (CMS) (Boerner et al., 1999). Toutefois, le BHV4 a pu
étre isolé de divers tissus a 1’état latent tels les tissus lymphoides (rate, nceuds lymphatiques,
amygdales), les tissus nerveux (ganglion trijumeau, cerveau, cervelet, moelle épiniere), les
testicules, les rein, le tractus respiratoire supérieur, le poumon, la moelle osseuse, la conjonctive,
la cornée, le tractus digestif et la vésicule biliaire (Castrucci et al.,1996 ; Egyed, 2000).
Cepandant, certain auteurs soutiennent I’hypothése de la latence du BHV4 au niveau des cellules
mononucléées sanguines (CMS) et non pas dans les organes décrit précédemment, expliquant
ce phénomene par la circulation de CMS dans tous les organes et tissus de 1’organisme (Boerner

et al., 1999).

3. Réactivation virale et réexcrétion
Le BHV4 a I'état latent peut étre réactivé a la suite d’un stimulus naturel tel que la parturition,
un long transport (Pershev et Christova, 2013) et de brusques changements de température
(Izumi et al., 2006) ou expérimental tel qu’un traitement a la dexaméthasone (Van Opdenbosch

et al., 1986). Ces facteurs induisent une augmentation du taux circulant en cortisol.

Des ¢études sur le BHV1 ont démontré que la dexamethasone était réellement responsable de la
réactivation virale et non d’un quelconque effet immunosuppresseur, puisque 1’administration
de cyclophosphamide (substance immunosuppressive) ne permettait pas la levée de latence

(Galais-Duhamel, 20006).

I1 est alors réisolé a partir d'écouvillons nasaux, des tissus nerveux, des poumons, de la rate et
des cellules testiculaires (Moran et al., 2015). Les caractéristiques des isolats viraux réisolés

apres réactivation ou durant la période de latence ne différent pas du virus inoculé initialement.
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IV. Pouvoir immunogene

Les épitopes cibles (GP11/VP24) des anticorps neutralisants du BHV4 sont conformationnelles
et ne sont pas reconnus dans la plupart des isolats par ces anticorps. Ces épitopes sont faiblement
exposés au systéme immunitaire et présente une faible avidité envers les anticorps monoclonaux
neutralisants (Dubuisson et al.,1990 ; Moran et al., 2015). Le gp 180 est une glycoprotéine
d'enveloppe conservée dans tous les gammaherpesvirus. Elle est impliquée dans la fixation du
virus aux récepteurs cellulaires et joue un role dans le tropisme viral. Récemment, il a ét€ montré
que cette protéine peut masquer les epitopes glycanes sur les glycoprotéines virales gB, gH et
gL contribuant a soustraire les anticorps neutralisants (Machiels et al., 2011), ce qui résulte une
réponse immunitaire humorale de faible efficacité ou de faibles niveaux d'anticorps neutralisants
(Dubuisson et al.,1990). De ce fait, le test de séroneutralisation ne peut donc étre utilisé pour
identifier une souche de BHV4 ou pour détecter des anticorps. Par contre, des techniques comme
I’TFT ou ’ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) détectent de hauts titres en anticorps
spécifiques (anticorps non neutralisants) anti-BHV4 entre le 14°™ et 20°™ jour aprés une
infection primaire (Dubuisson et al., 1987 ; Markine-Goriaynoff et al., 2003). De plus, une
réponse secondaire est mise en €évidence par ces techniques a la suite de la réactivation virale

(Dubuisson et al., 1989).

Les anticorps neutralisants apparaissent entre 22 et 34 jours apres la primoinfection (Castrucci
et al., 1987). Cependant, la présence du complément permet une détection plus précoce et
augmente considérablement les titres d’anticorps neutralisants anti-BHV4 (Dubuisson et al.,
1987). Aucune réponse secondaire en anticorps neutralisants n’est observée chez les animaux
infectés. Ceci suggere que le BHV4 n’est neutralisé que par des immunoglobulines précoces

appartenant probablement a la classe des IgM (Dubuisson et al., 1989).

Le role de I’'immunité a médiation cellulaire contre le BHV4 est trés peu documentée (Thiry et
al., 1989). Le tropisme du BHV4 pour les CMS et les tissus lymphoides peut interférer avec la
régulation de la réponse immune a médiation cellulaire et humorale, mais ces effets n’ont pas
encore ¢té ¢étudiés (Osorio et al., 1985). Seuls des tests d’hypersensibilité retardée ont été
pratiqués chez les bovins infectés expérimentalement. Ceux-ci se sont révélés négatifs a

plusieurs reprises et ne peuvent donc pas étre utilisés pour le diagnostic de routine (Castrucci
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et al., 1988 ; Markine-Goriaynoff et al., 2003). Un test de I’interféron-y a €¢galement été suggéré

pour investiguer la réponse a médiation cellulaire envers le BHV4 (Godfroid et al., 1996).

IV. Signe cliniques associés au BHV4 chez les bovins

La pathologie liée au BHV4 n’a pas encore été clairement associé a une entité pathologique
particuliere. Le BHV4 a été trouvé associé a une variété de signes cliniques tels une péritonite,
une diarrhée (en association avec Cryptosporidium),la mort subite chez les nouveau-nés, une
pneumonie, des signes oculaires chez les veaux, une encéphalite, des lésions cutanées, une
synovite, une dermatite digitale, une infertilité, un avortement, une métrite, une vulvo-vaginite,
mais aussi une orchite et une mammite (Chastant-Maillard, 2013). Actuellement, son
implication en pathologie de la reproduction est tres discuté et trés étudié, par rapport aux autres
pathologies décrites précédemment (Fichtelova et Kovarcik, 2010 ; Chastant-Maillard, 2013).
Cette diversité des signes cliniques est due a 1’affinité du BHV4 pour les cellules mononuclées
sanguines (CMS), ce qui fait que le virus peut-étre virtuellement isolé de tous les organes.
L’infection massive des CMS par le BHV4 pourrait engendrer une altération de la réponse
immunitaire, ouvrant la voie a une multitude d’expressions cliniques chez 1’individu infecté
(Thiry, 2007). Cette immunodépression favoriserait I’avénement de pathogénes opportunistes.
En effet, dans 75% des cas d’isolement du BHV4, I’association avec d’autres bactéries,
champignons ou d'autres virus a été rapportée (Frazier et al, 2001; Fabian et al., 2008). Le virus
a également été isolé a partir d'animaux sains (Frazier et al., 2002;. Monge et al, 2006). C’est

pour cette raison, qu’il a parfois été qualifié de « virus passager » (Thiry et al., 2000).

VI. Epidemiologie
1. Epidémiologie descriptive

1.1. Espéces sensibles
Contrairement a la plupart des gammaherpesvirus, le BHV4 a la capacité de se répliquer dans
une large gamme d’especes, parmi lesquels, le bison Americain, le buffle Africain, les cerfs, les
chévres, les moutons, les non-ruminants comme le lion, le chat domestique et le lapin. Il peut
¢galement se répliquer a une variété de cellules cultivées, y compris les lignées cellulaires
bovines, ovines, caprines, canines, félines, porcines, celles du poulet et du lapin, ainsi que dans

plusieurs lignées cellulaires humaines (Moran et al., 2015).
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1.2. Répartition géographique
Le virus a été identifi¢ dans de nombreux pays, notamment en Europe, mais aussi en Afrique,
en Amérique du Nord et en Asie. Plusieurs études sérologiques ont permis de mettre en
¢évidence la prévalence de I’infection par ce virus : En Belgique, 28,7 % des exploitations de
Wallonie sont séropositives, contre 15 % en Flandre (Van Malderen et al., 1987). En Serbie,
pres de 84 % des sérums de vaches issues d’un troupeau a probléme de métrite ont réagi
positivement au BHV4 (Nikolin et al., 2007). Au Zaire, 70% de bovins ont été détectés
séropositifs (Eyanga et al., 1989). Au Ghana et en Ethiopie, des séroprévalences de 14 % et de
22,3 % respectivement ont été rapportées (Marchot et al., 1991 ; Woldemeskel et al., 2000). En
Amérique du Nord, la prévalence de BHV4 dans le lait de 176 vaches testées au Canada, était
de 98,2 % (Ali et al., 2011). En Asie, et au Japon plus précisément, 8,9 % des bovins étaient
séropositifs par ELISA (Asano et al., 2003). Enfin, au Taiwan, Kwang en 1999 a mis en

évidence une séroprévalence de 23,3 %.

2. Epidémiologie analytique

2.1. La source de virus
Les sources virulentes du BHV4 n’ont pas fait I’objet d’études approfondies (Egyed et al.,
2011). Cependant, le virus a été isol¢ a partir des sécrétions respiratoires et des exsudats utérins,
des sécrétions vaginales, de sperme, de lait des animaux contaminés ainsi que des animaux

latents en phase de ré-excrétion, et méme parfois chez les animaux sains.

2.2. Mode de transmission

A. Voie horizontale
Il convient de rappeler que le BHV4 est un virus enveloppé, donc peu résistant dans le milieu
extérieur. Il est sensible au desséchement et a la lumiére mais peut présenter une résistance
modérée aux températures hivernales avec une hygrométrie élevée. La transmission horizontale
se fait par contact direct et indirect. Toutefois, la transmission directe sur de courtes distances
est privilégiée, typiquement chez les bovins par le contact direct de mufle a mufle, ou transporter

via des aérosols (Egyed et al., 2011 ; Moran et al., 2015).

Le principal mode de transmission du BHV4 n'a pas encore été établi avec certitude. Cependant,

des preuves expérimentales montrent que le lait représente un bon candidat pour la transmission
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du BHV4, il prémunit le virus du dessechement et de 1’action de la lumiére. Le virus est protégé
par les membranes lipidiques cellulaires, ce fait peut augmenter la probabilité de ’infection des
veaux par le contact étroit entre le BHV4 et la muqueuse orale (Donofrio et al.,2000). De plus
la réponse immunitaire contre le BHV4 est caractérisée par une faible production d'anticorps
neutralisants avec une faible avidité, Ces faibles niveaux d'anticorps dans le lait et le colostrum
provenant de vaches infectées pourraient favoriser également la transmission des virus aux
veaux sains (Donoftio et al.,2000). En outre, le BHV4 a un tropisme pour le tissu mammaire, or

le tissu mammaire infecté agit comme une source de contamination du lait (Miyano et al., 2004).

La transmission vénérienne du BHV4 reste a démontrer (Thiry, 2007), en effet, il n’existe pas
suufisamment d’études qui décrivent 1'isolement et la détection du virus dans le sperme des

bovins infectés (Chastant-Maillard et al., 2012).

B. Voie verticale
La transmission transplacentaire du BHV4 existe (Egyed et al., 2011). Le virus peut atteindre
les tissus foetaux a tout moment de la gestation, par fusion directe aux membranes des cellules
placentaires ou par les macrophages infectés, considérés comme les principaux vecteurs du
génome BHV4 latent (Egyed et al., 2011). Cependant, cette transmission in utero semble peu

efficace et les veaux issus de mere infectée ne sont pas systématiquement infectés (Markine-

Goriaynoff et al., 2003).

3. Epidémiologie synthétique

3.1. Maintien de I’infection
Trois propriétés du BHV4 rendent son infection trés difficile a éradiquer en élevage :
I’établissement de la latence, la transmission transplacentaire du BHV4 parfois sans
conséquences graves pour le veau (Egyed et al., 2011) et enfin le caractére peu pathogéne du
virus qui rend sa détection clinique non évidente. Tous ces éléments concourent grandement au

maintien de I’infection a 1’échelle du troupeau.

VII. Diagnostic du BHV4
L’épidémiologie et la clinique du BHV4 ne sont pas assez spécifiques pour permettre a elles
seules le diagnostic d’une infection. Ces €léments rendent nécessaires, le recours aux analyses

de laboratoires.
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1. Diagnostic de laboratoire
Le diagnostic peut étre réalisé par la mise en évidence du virus de fagon directe (isolement viral
ou mise en évidence du génome ou des antigénes viraux) ou indirecte (démonstration d’une
réponse immune dirigée contre le BHV4).

1.1. Diagnostic indirect
Le diagnostic indirect repose sur la démonstration de la présence ou du passage du BHV4 par
la détection d’une réaction immune humorale spécifique dirigée contre le virus. Ce diagnostic
repose sur la mise en évidence des anticorps anti-BHV4 par différents tests tels que les réactions
immuno-enzymatiques ELISA (ou Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Edwards et
Newman, 1985), notamment I’ELISA indirecte (Carpinschi et al., 2009), le Dot Immunobinding
Assay ou DIA, décrit comme une forme modifiée d’ELISA (Essmail et al., 1999 ; Naeem et
Goyal, 1990), les tests d’immunofluorescence notamment indirecte ou IFI (Leboeuf, 2009) et
les tests d’épreuve d’immunoperoxydase sur monocouche de culture cellulaire ou IPMA pour

ImmunoPeroxidase Monolayer Assay (Wellenberg et al., 1999).

Par ailleurs, d’autres tests mettant en jeu les propriétés biologiques des anticorps anti-BHV4 ont
été développés, a titre d’exemple, la réaction de fixation du complément (Guo et al., 1988).
Cependant, le test de seroneutralisation n'est pas utilisable chez les bovins (Edwards et Newman,
1985), car les bovins infectés par le BHV4 produisent peu voire pas d’anticorps neutralisants a

I’égard de ce virus. De plus, la réponse est faible et transitoire (Essmail et al., 1999).

1.2. Diagnostic direct
A T’instar des autres gammaherpesvirus, le BHV4 a la capacité d’établir une latence chez 1’hote
infecté et posséde un faible pouvoir immunogeéne. Ainsi, pour compléter les résultats
sérologiques et vérifier une suspicion, la détection du virus ou I’ADN viral est devenu nécessaire

(Fabian et Egyed, 2004).

Le diagnostic direct d’infection par le BHV4 peut reposer sur deux principales méthodes, la
premiére méthode est I’isolement viral (IV) suivi d’un test d’immunofluorescence indirecte (IFI)
pour identifier les souches et la deuxiéme est I’extraction d’ADN par amplification génomique

(PCR) ou par hybridation in situ.
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Le diagnostic de certitude reste 1’isolement viral (IV), il peut se réaliser sur des prélévements
d’avortement (placenta) mais reste difficile en pratique. Cependant, ce test nécessite une culture
pendant trois jours sur cellules primaires de rein de foetus bovin, avant 1’utilisation de I'IFT a

I’aide d’anticorps monoclonaux spécifiques (Treilles et al., 2013).

Le diagnostic par PCR utilise des amorces spécifiques, tel le géne codant pour la glycoprotéine
gB (Boerner et al., 1999) ou la thymidine kinase (Egyed et al., 1996; Egyed et Bartha, 1998 ;
Wellenberg et al., 2001). La recherche de fragments d’ADN propres au BHV4 par hybridation
(dot-blot, Southern blot) aprés amplification génomique par PCR est décrite comme la méthode
d’avenir (Deim et al., 2007). Autres variétés de PCR ont été développées plus tard, telle que la
PCR nichée, qui présente une grande sensibilité comparée a la PCR classique (Donofrio et al.,
2000b ; Egyed et al., 1996). Fabian et Egyed (2004), ont développé un test de PCR nichée duplex
pour la détection conjointe des gammaherpeésvirus BHV4 et AIHV1 a partir d’'un méme
¢chantillon pour éviter les réactions croisées qui existent entre les deux virus avec certains tests
sérologiques.la PCR en temps réel ou Rt-PCR (Real-time PCR, test quantitatif) a récemment été
développée en France et réalisée a partir d’écouvillons vaginaux ou placentaires (Treilles et al.,
2013). En effet, la PCR présente plusieurs avantages : une trés bonne sensibilité, un délai
d’obtention des résultats plus court que pour les autres techniques, détection des animaux
porteurs latents, la viabilité du virus non obligatoire et enfin elle peut étre réalisable sur un

grande variété d’enchantillons (écouvillons vaginaux, placentaire, lait.....).

VIII. Prophylaxie

La transmission verticale du virus de la mere infectée au feetus rend I’éradication du virus dans
un cheptel tres difficile (Egyed et al., 2011). La latence, le caracteére peu pathogene et la relative
méconnaissance du virus rend sa détection clinique difficile. Enfin, la vaccination contre le
BHV4 n’est pas possible. Les seules mesures de lutte efficaces contre le BHV4, actuellement,

demeurent les mesures prophylactiques.

1. Prophylaxie sanitaire
La prophylaxie sanitaire se base en premier lieu sur la détection des animaux infectés et leur

éradication, en second lieu sur la prévention de I’infection des animaux indemnes.
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D’abord, pour éradiquer le BHV4 dans un cheptel, les animaux infectés de maniere latente
seront identifiés par examen sérologique. Les séropositifs seront séparés du groupe séronégatif,

ou mieux €liminés du troupeau (Egyed et al., 2011).

Ensuite, pour prévenir les nouvelles infections au sein d’un cheptel, plusieurs mesures
d’hygiénes générales doivent étre entreprises. Les mesures de contréle prendront surtout en
compte la transmission directe du virus par voie respiratoire et devront empécher les contacts
directs entre animaux séropositifs et séronégatifs. La transmission indirecte du virus est
prévenue par I’utilisation de matériel distinct pour les deux groupes d’animaux, les séropositifs
et les séronégatifs et par la séparation des points d’alimentation et d’abreuvement (Thiry, 2002).
L’¢évitement des facteurs stressants qui peuvent engendrer la réactivation virale. De ce fait, le
vélage doit se réaliser dans un endroit calme et isolé du reste du troupeau. Les animaux naifs, a
savoir ceux qui n’ont jamais rencontré le virus, correspondant généralement aux animaux les
plus jeunes, sont les plus sensibles et la période du vélage semble étre celle a risque.
L’¢limination des placentas, liquides et autres déchets biologiques liés a la parturition doit étre
rapidement réalisée. Une attention particuliere sera donnée aux vaches post-parturientes
séropositives, susceptibles d’excréter le BHV4 en grande quantité et de maniere prolongée dans
les exsudats utérins (Thiry et al., 2000) et potentiellement dans le lait (Donoftio et al., 2000).
Dans des ¢levages séropositifs, les traitements a base de glucocorticoides sont déconseillés
(Leboeuf, 2013) pour prévenir les réactivations virales iatrogénes, méme si les doses

expérimentales les engendrant exceédent les doses usuellement administrées.

2. Prophylaxie médicale
Des vaccins contre le BHV4 ont été développés aux Etats-Unis, mais restent absents en Europe.
Cependant, ce virus a des caractéristiques qui en font un outil intéressant comme vecteur
potentiel pour la production de vaccins. Il a une structure génomique moins complexe par
rapport a d'autres herpesvirus, ce qui permet une insertion stable de l'information génétique
supplémentaire dans son génome pour la production de vaccin recombinant, il est facilement
reproductible dans les cultures cellulaire et ne produit pas de maladie mortelle chez les hotes

naturels et chez les animaux disponibles pour I’expérimentation (Zimmermann et al.,2001).

Les derniers résultats satisfaisants ont été obtenus par des études dans lesquelles une souche non

pathogene de BHV4 a été utilisée en tant que vecteur pour des peptides immunogénes d'autres
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agents viraux notamment le virus de la diarrhée virale bovine et de bovine herpesvirus 1

(Donoftio et al., 2009).
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Partie Expérimentale : Problématique et objectifs de I’étude

I. Problématique et objectifs de I’étude

Malgreé le potentiel considérable de 1'élevage bovin en Algérie, le pays est toujours confronté a
un énorme déficit dans les produits laitiers et viandeux. Ce probléme impose chaque année a
notre état, une facture assez lourde de I'importation dont le chiffre est de 2.045 milliards de

dollars pour le lait et de 0,307 pour la viande (Abdelhadi et al., 2015).

Les ¢leveurs de bovins, a travers le monde, sont confrontés a des problémes majeurs dans la
gestion de leur cheptel notamment suite aux pertes économiques causées par les avortements,
qui conduisent non seulement a la perte du produit, mais aussi a un énorme coit dans le

traitement et 'alimentation des animaux.

De nombreux agents pathogeénes d’origine virale, bactérienne ou parasitaires avaient déja été
associés a l'infertilité et aux avortements chez les bovins (Givens et Marley, 2008). En effet,
20% a 40% des avortements ont de cause connue et 60% a 80% restent des causes inconues, et
Parmi les cas d’avortements d'origine connue, 90% seraient dus a des agents infectieux
(Kirkbride, 1992). Kirkbride (1992) a également montré que 1'herpesvirus bovin de type 1
(BHV1), le virus de la diarrhée virale bovine (BVDYV) et le virus de la fievre catarrhale (BTV)
sont liés a I'avortement dans les élevages bovins. L herpesvirus bovin de type 4 (BHV4) peut
causer ¢galement l'infertilité et/ou l'avortement précoce de fagon inapergue rarement soumis a

des fins de diagnostic (Kirkbride, 1992).

Ce travail a pour objectif de :

e Estimer le taux d’avortement bovin dans des €élevages situés a I’Ouest et au Nord-Ouest
de la wilaya de Sétif.

e Déterminer les facteurs de risque liés a I’avortement dans ces mémes €levages.

e Estimer le taux de séroprévalence des infections et coinfections par le BHV1, le BHV4
et le BVDV dans la région étudiée.

e Etudier certains facteurs de risque potentiellement associés aux infections par le BHV 1,
le BHV4, le BVDV et aux coinfections existantes.

e Réaliser une enquéte épidémiologique de type cas témoin pour vérifier un lien causal
entre les infections par les 3 agents viraux et la présence d’avortement dans les

exploitations étudiées.
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e Réaliser une enquéte épidémiologique de type cas témoin pour mettre en évidence une
association directe entre les infections et les coinfections par les 3 agents viraux et

I’avortement chez les vaches étudié.

106



MATERIEL ET METHODES



Partie Expérimentale : Matériel et Méthodes

II. Matériel et méthodes
1. Description de la région d’étude

1.1. Situation géographique
La wilaya de Sétif se situe dans les hautes plaines de I'Est algérien. Elle occupe une position
centrale et constitue un carrefour entouré de 6 wilayas. Au nord, elle est limitée par les wilayates

de Bejaia et de Jijel, a 1'Est par la wilaya de Mila, au sud par les wilayates de Batna et M'sila et

a I'Ouest par la wilaya de Bordj Bou-Arreridj (figure 28). Elle s'étend sur une superficie totale

de 6 549 km?.

Figure 28 : Carte représentative de la wilaya de Sétif (Mouffok, 2007)

1.2. Caractéres Agropédoclimatiques

1.2.1. Relief
Sur le plan relief, la région de Sétif posséde trois grandes zones (figure 29) :
a) Zone montagneuse : constituée de trois masses montagneuses :
- les montagnes de la région Nord (Babor) s'étendant sur une centaine de kilomeétre avec une

altitude maximale de 2004 m.
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- les montagnes de Bibans dont l'extrémité orientale couvre le Nord-Ouest de la wilaya et les
montagnes du Hodna qui s'étalent sur le Sud et le Sud-Ouest, ou l'altitude atteint a Djebel
Boutaleb 1890 m. Cette zone occupe plus de 40% de la superficie de la wilaya.

b) Zone des hautes plaines : c'est une immense étendue, occupant 50% de la superficie totale
de la wilaya, relativement plate dont l'altitude varie de 900 a 1200 m. En effet, malgré ce
caractere plat, des mamelons montagneux sont rencontrés dans cette zone (Djebel Youcef et
Braou).

¢) Zone de dépression Sud et Sud-Est : située dans le Sud et le Sud-Est de la wilaya, ou
l'altitude dépasse rarement les 900m. Cette zone pratiquement plate couvre une superficie de

10% de l'espace de la wilaya et se caractérise par la présence des “chotts' ou dépression salées.

Relief de la région de Sétif

[0 Zone montagneuse
Pente >12%

0 Zone des hautes plaines
Pente3212 %

[0 Zone de dépression Sud
Pente < 3%

Figure 29 : Carte des reliefs de la wilaya de Sétif (Mouftfok, 2007).

1.2.2. Climat
La structure des reliefs a ses conséquences sur le climat de la région. Les montagnes de Babor
aux extrémes Nord sont les plus arrosées recevant annuellement plus de 700mm de
précipitations. Cette formation montagneuse provoque le blocage des influences maritimes en

réduisant ainsi le taux de précipitation qui se situe a 400mm au Centre et & moins de 200mm a
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I'extréme Sud. Ces précipitations sont caractérisées par l'irrégularité dans le temps et 1'espace.

Généralement, les étés sont chauds et secs et les hivers froids et rigoureux.

Les températures moyennes varient selon la saison. L'examen de 1'évolution des températures
moyennes durant les 25 derniéres années dans la zone des hautes plaines montre que le mois de
janvier est le plus froid (5,03°C) alors que le mois de juillet est le plus chaud (26,07°C). Il est a
noter aussi que la région de Sétif est caractérisée par la longueur de la période de gelée qui peut
aller jusqu'a 45 jours par an (Novembre vers Mai), et des vents de siroco pendant la saison

estivale.

Remarque : Notre étude a été réalisée dans quatre communes a 1’Ouest et au Nord-Ouest de la
willaya de Sétif dont Ain Roua, Ain Abessa et El-Ouricia situées dans la zone montagneuse et

Ain Arnet est située dans les hautes plaines (figure 30).
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Figure 30 : les régions échantillonnées de la willaya de Sétif.
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1.3. Production animale dans la région d’étude
L'¢levage ovin dont l'alimentation dépend de la céréaliculture, occupe la premiére place avec
468 880 tétes. Il est suivi par 1'¢levage bovin dont l'effectif est évalué¢ a 161 952 tétes dont 79
659 vaches laitieres alors que 1'élevage caprin est de type traditionnel. Celui-ci totalise un

effectif estimé a 66 220 tétes, et associ¢ généralement aux troupeaux ovins (DSA,2015).

1.4. Description du mode d’élevage bovin
La wilaya de Sétif possede approximativement 161 952 tétes de bovins dont 79 659 tétes de
vaches laitiéres. Cependant, la région étudiée dispose de 16 435 tétes bovines dont 8850 vaches

laitieres (DSA, 2015).
L’espece bovine est subdivisée en trois catégories :

- Le BLM (bovin laitier moderne), composé principalement de races européennes notamment
la Montbéliarde, la Holstein, la Fleckvieh et la Brune des Alpes. Il présente un effectif de 33%
(DSA, 2015).

- Le BLA (bovin laitier amélioré), constitué des populations issues de croisement anarchique
entre les races importées et les races locales ainsi que les races importées entre elles-mémes. 11

présente un effectif de 47% (DSA, 2015).

- Le BLL (bovin laitier local), constitué de la race locale qui regroupe sous la dénomination «
Brune de I’Atlas », 4 rameaux importants (la Guelmoise, la Cherfa, la Chélifienne et la

Sétifienne). Il présente un effectif de 20% (DSA, 2015).

Le mode d’¢élevage est généralement de type semi-intensif. Les animaux sont nourris au foin,
au son et a I’herbe pendant la saison de paturage. Celle-ci va de mars a décembre avec des

variations suivant les conditions climatiques.

2. Plan d’échantillonnage et enquéte épidémiologique
2.1. Mode d’échantillonnage

2.1.1. Enquéte épidémiologique descriptive sur les avortements
Une enquéte épidémiologique descriptive a été réalisée au moyen d’un questionnaire bien
structuré (annexe 1) et adressé a I’¢éleveur de la ferme afin notamment de déterminer comme
premier aspect important si la ferme avait connu des épisodes d’avortements et ensuite de

récolter un maximum d’informations pour 1’analyse des facteurs de risque d’avortement. Le
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questionnaire a concerné 40 exploitations bovines et un total de 300 vaches (ayant avorté ou
non).

Ainsi, le questionnaire était divisé en deux parties :

La premicre partie concerne les pratiques de gestion de 1’¢élevage : la localisation géographique
(commune), I’effectif total du troupeau, le type de production, le mode d’¢levage, le mode de
reproduction, 1’isolement des animaux nouvellement acquis, le paturage commun des

troupeaux, la présence de petits ruminants (annexe 1).

La deuxieme partie a concerné des données individuelles recueillies pour chaque vache retenue
pour cette étude a savoir, la race, 1’age, le nombre de mises bas, la source de 1’animal, la

gestation, le stade de gestation, les antécédents d’avortement (annexe 1).

Ce questionnaire a servi également pour analyser les facteurs de risque potentiels liés a
I’infection par les virus BHV1, BVDV, BHV4 (voir la parite de 1’étude de la séroprévalence
vis-a-vis du BHV1, BVDV, BHV4).

2.1.2. Etude de la séroprévalence vis-a-vis du BHV1, BVDV, BHV4
L’estimation de la séroprévalence nous a permis de réaliser une étude épidémiologique de type
transversale (a cross-sectional study). Cette étude a eu lieu durant la période allant de septembre

2014 a juin 2015, sur cent quatre-vingt-quatre bovins (n=184) issus de vingt-six élevages

différents (n=26).

Les différentes exploitations bovines se trouvent dans 4 communes a I’Ouest et au Nord-Ouest

de la wilaya de Sétif (tableau 5).

Si on se réfere au chiffre de la direction des services agricoles (2015), I’échantillonnage réalisé
a été d’environ 1.1 % pour les élevages bovins (n=2347), d’environ 1.2 % pour les bovins

(n=16 435) et d’environ 4.3% pour les vaches laitieres (n=8850).

L’échantillonnage a été réalisé en deux étapes ; nous avons d’abord effectué un choix aléatoire
(tirage au sort) des fermes a partir d’une liste des €leveurs bovins de la région (issue de la
campagne de vaccination antirabique et anti-fieévre aphteuse en 2013). Le but était d’avoir une
répartition homogene des élevages sélectionnés sur la zone d’étude. Par la suite, le nombre de
bovins a prélever dans chaque ferme a été défini en fonction du nombre total de bovins présents

dans celle-ci : soit la ferme comprenait moins de 10 bovins et, dans ce cas tous les bovins étaient
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prélevés, soit la ferme contenait plus de 10 bovins et, dans ce cas, au moins 10 individus étaient
prélevés. L’objectif était d’avoir un échantillon représentant au moins 10% de 1’ensemble des

individus présents dans les fermes visitées (Ghalmi et al., 2012 ; Dias et al., 2012; Sarrazin et
al., 2013).

Tableau 5 : Répartition des vaches prélevées par exploitation et par commune.

Ain Abessa 12 95
Ain Arnet 6 36
Ain Roua 5 39
El-Ouricia 3 14
total 26 184

2.1.3. Etude épidémiologique de type cas-témoin
Une étude épidémiologique de type cas-témoin a été réalisée, les fermes cas sont définis comme
des fermes ayant eu des problémes d’avortement. Les fermes témoins sont celles qui n’ont
jamais connu d’épisodes d’avortements. Lors de cette étude, nous avons analysé 19 fermes cas

et 7 fermes témoins. Ceci correspond a un rapport de 19 cas/7témoins.

Les vaches aussi ont été partagées en deux groupes : les vaches ayant avorté (n=88) et vaches

n’ayant jamais avorté (n=96).

Le but de cette étude est de déterminer un éventuel lien entre 1’exposition aux virus BHV1,
BHV4 et BVDV et les avortements dans les fermes ou encore exprimer une relation entre
I’exposition a ces virus et les avortements a travers le calcul des risques attribués a chaque

pathogene (voir détail dans partie analyses statistiques).

3. Nature et préparation des prélévements
Des prélévements sanguins ont été réalisés par ponction soit a partir de la veine jugulaire soit
dans la veine coccygienne (caudale). Le sang a été collecté dans des tubes vacutainer secs

stériles sous vide portant le numéro de 1’identification de 1’animal.

Les tubes de prélévements ont été étiquetés selon un code faisant ressortir le numéro

d’identification de I’animal, le nom de 1’¢leveur et la localisation de 1’élevage.
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Apres coagulation a température ambiante pendant 8 a 24 heures, les sérums ont été constitués

et transvasé dans des tubes Eppendorf pour étre conservés a —20° C jusqu’a analyse.

4. Analyses sérologiques
La recherche des anticorps dirigés contre les virus BHV1, BHV4 et BVDV a été réalisée par la
technique ELISA indirect qui a été réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie Médicale
de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger. La lecture des résultats (densité optique)
a été réalisée par un lecteur de plaques ELISA se trouvant au laboratoire de recherche Santé et

Production Animale.

4.1. La technique ELISA Indirect BHV1, BHV4 et BYDV
Le Kit ELISA (BHV1, BVDV, BHV4) abortion est un kit ELISA indirect pour le sérodiagnostic
du BHV 1, BVDV, BHV 4 chez les bovins. Le test utilise des plaques de microtitrage a 96 puits
qui ont ét¢ sensibilisées par trois agents pathogenes ; 2 lignées par BHV1, 2 par le BVDV, 2
par BHV4 et 2 par un controle négatif (figure 31).

Les anticorps vis-a-vis du BHV1, BHV4 et BVDYV ont été recherchés par la technique ELISA
indirect a I’aide du kit BIO X Abortion (BHV1, BVDV et BHV4) selon le principe suivant :

Les anticorps spécifiques aux BHV1, BHV4 et BVDV éventuellement présents dans les
¢chantillons se lient a I’antigéne. Des IgGl monoclonaux anti-bovines marquées a la
péroxydase sont ajoutées pour aller se fixer sur les anticorps préalablement fixés sur les
microcupules. Le conjugué non fixé est ¢liminé par lavage avant addition d’un substrat
chromogene (TMB). L’apparition d’une coloration est la conséquence de l’oxydation du
substrat par la peroxydase du conjugué. L'intensité de la coloration de chaque puits est
proportionnelle aux taux d’anticorps anti-BHV1, BHV4 et BVDV présents dans 1’échantillon
dilué. Apres arrét de la réaction, la lecture des résultats (densité optique) est réalisée par un
lecteur de plaques ELISA. Les sérums de controle positif anti- BHV1, BHV4 et BVDV sont
fournis avec le kit. Le test a été réalisé suivant les instructions du fabricant. Le mode opératoire

et I’interprétation des résultats sont détaillés en annexe 2.
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Plate
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Figure 31 : Schéma représente le kit ELISA trivalent de (BHV1, BHV4 et BVDV).
5. Analyses statistiques

5.1. Enquéte séro-épidémiologique de l’infection par les virus BHV1, BVDV et
BHV4
L’exploitation statistique des données recueillies a partir du questionnaire et des résultats des
analyses sérologiques a été effectuée a I’aide du logiciel SPSS version 19 (SPSS Inc. Chicago,

IL, USA).

Ainsi, les variables ont été codées, enregistrées puis analysées avec un intervalle de confiance
de 95 %. La variable dépendante, étant le résultat de ’analyse sérologique au BHV1, BHV4 et
BVDV. Celle-ci a été codée 0 pour un échantillon négatif et 1 pour un échantillon positif. Les
variables explicatives, indépendantes ont été codées en deux catégories pour ce qui est des
questions a réponses oui ou non ; 0 pour non et 1 pour oui. Pour les questions a choix multiples,

les catégories de réponses ont été codées de 0 a 3.

- Les prévalences et I’intervalle de confiance (IC) ont été calculés selon les formules suivantes

(Toma et al.,2001) :

(P) = n/N*100 avec n = nombre de prélévements positifs et N= nombre total des

prélévements analysés.

(IC)=P+1.96,/p(1 —p)/N , avec p = prévalence observée dans 1’échantillon.

- L’analyse des facteurs de risque potentiellement associés a la séropositivité vis-a-vis des
agents abortifs étudiés a été effectuée par le biais du test du Khi-deux de Pearson (y2) avec le

calcul d’un intervalle de confiance de 95% (IC).
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5.2. Enquéte épidémiologique sur I’avortement
Les prévalences d’avortement, les intervalles de confiance ainsi que les facteurs de risque
potentiellement associés a I’avortement sont calculés de la méme fagon que I’enquéte

sérologique.

5.3. Enquéte cas-témoin

Dans I’enquéte cas-témoin, 3 trois parametres ont été calculés.

5.3.1. Odds ratio (OR)
La force d’association entre la séropositivité¢ aux BHV1, BHV4 et BVDV et les avortements a
¢té mesurée par le biais du test du Khi-deux de Pearson (y2) et de I’odds ratio (OR) avec calcul
d’un intervalle de confiance de 95% (IC). En se basant sur un risque de premicre espece o égal
a 0,05. La variable est considérée comme facteur de risque lorsque I’OR et la valeur de p (y2)

sont significatifs (OR > 1 et valeur de p < 0,05) (Toma et al.,2001).
L’interprétation de 1’odds ratio (OR) se fait de la fagon suivante :

*OR =1, p (32) > 0.05 ou [IC95%] incluant la valeur 1 : absence de relation entre le facteur de
risque et la maladie.

*OR > 1, p (¥2) <0.05 ou [IC95%] excluant la valeur 1 : risque accru de maladie (facteur de
risque).

*OR < 1, p (2) < 0.05 ou [IC95%] excluant la valeur 1 : risque réduit de maladie (facteur

protecteur).

5.3.2. Fraction attribuable chez les exposés ou fraction étiologique de risque
La fraction attribuable chez les exposés permet d’exprimer la relation entre I’exposition et la

maladie par un indice qui fournit un renseignement important sur la prévention.

La fraction attribuable chez les exposés AF est, par définition, la proportion de cas attribuable
a I’exposition parmi les sujets exposés (Rockhill et al.,1998), autrement dit, c’est la proportion

des cas exposés qui aurait été épargnée si I’exposition n’était pas présente.

Par exemple, dans notre étude, il s’agit de la proportion des cas d’avortements attribués au
BHV1, au BVDV ou au BHV4 parmi les cas d’avortements séropositifs vis-a-vis de ces agents,
ou bien encore on peut expliquer par la proportion des cas d’avortements exposés a ces agents

abortifs qui aurait été épargnée si cette exposition n’était pas présente.
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Cet indice est calculé par la loi statistique suivante (Martin et al., 1987 ; Benichou, 1991 ;

Garcia-Vazquez, 2005) : AF=(OR-1)/OR

Ainsi, a partir de la fraction attribuable chez les exposés AF, nous pouvons estimer le nombre
(Ne) de cas attribuable a I’exposition parmi les cas exposés a travers la formule suivante

(Rockhill et al.,1998) :
Ne = AF % ne, soit ne le nombre de cas exposés.

5.3.3. Fraction attribuable dans la population ou fraction étiologique de risque
dans la population
La fraction attribuable dans la population (PAF) c’est la proportion parmi tous les cas dans
la population cible, de ceux que 1’on peut attribuer a I’exposition (Rockhill et al.,1998), expliqué
encore par la proportion de tous les cas qui aurait été prévenus si I’exposition n’était pas
présente. Elle mesure I'impact global du facteur de risque dans la population en tenant compte

de la proportion des individus exposés.

Dans notre étude, c’est la proportion parmi tous les cas d’avortement attribuée au BHV1, au
BVDYV, au BHV4 ou encore aux coinfections existantes. On peut expliquer aussi par la
proportion de tous les cas d’avortement qui aurait été €pargnée si ces virus n’étaient pas

présents.

Le PAF est mesuré comme suit (Benichou, 1991 ; Smith, R., 1995 ; Garcia-Vazquez et al.,
2005) : PAF = AF * proportion des exposés parmi les cas.

Ainsi et de la méme fagon que pour la fraction attribuable chez les exposés AF, nous pouvons
estimer le nombre (Np) de cas attribuable a I’exposition parmi le nombre de tous les cas

observés a partir de la fraction attribuable dans la population (PAF) (Rockhill et al.,1998).
Np= PAF x np, soit np le nombre de cas total.

La fraction étiologique du risque dans la population est un parametre fondamental dans les
enquétes épidémiologiques cas-témoin car elle permet de quantifier la proportion de cas

¢évitables si on supprime l'exposition.

- La fraction attribuable dans la population de plusieurs facteurs est calculée de la facon

suivante (Steenland et Armstrong, 2006 ; Sanhueza et al., 2011) :
PAF total= 1 — [(1 — P AF1) x (1 — P AF2) x (1 — P AF3)].
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I1. Résultats
1. Enquéte épidémiologique sur les avortements

1.1. Prévalence des avortements
Une enquéte épidémiologique a été menée sur base d’un questionnaire (voir annexe 1) dans 40

fermes de la région de 1’Ouest et au Nord-Ouest de Sétif.

Sur les 40 fermes bovines étudiées, 19 ont connu des épisodes d’avortement soit un taux de
prévalence de 47.5 %. Si on calcule ’intervalle de confiance a 95%, on obtient : (32<p<63), soit

une prévalence d’avortement au niveau des troupeaux comprise entre 32% et 63%.

A I’échelle individuelle, sur les 300 vaches étudiées, 88 ont avorté, soit une prévalence globale de

29,33% (IC 95% 24.2% -34.5%).

1.2. Etude des facteurs de risque liés aux avortements chez la vache
Différents paramétres ont été investigués pour vérifier s’ils pouvaient étre considérés comme des
facteurs a risque pour 1’avortement chez la vache. Les facteurs considérés sont : la localisation
géographique (commune), la taille du troupeau, le mode d’¢élevage, le type de production, le mode
de reproduction, la mise en quarantaine des animaux nouvellement acquis, la présence de petits
ruminants dans la ferme, le paturage commun des troupeaux, la race, I’age, la parité et 1’origine

du bovin (cf. annexe).

Les résultats consignés dans le tableau (6) révelent que les facteurs tels la commune, la taille du
troupeau, le mode de reproduction, la présence de petits ruminants dans la ferme, la pratique de
mise en quarantaine, le paturage commun des troupeaux et la source de la vache se sont montrés
significativement associés a la survenue des avortements chez les vaches (p < 0,05) (tableau 6,

figure 32 et 33).

Si on considere la localisation géographique des fermes étudiées, nous constatons que les vaches
appartenant aux fermes situées dans la commune d’Ain Arnet présentent un taux d’avortement le
plus ¢élevé avec une prévalence de 62 %, suivie par la commune d’El-Ouricia avec une prévalence
de 35.89 %. Les vaches des communes d’Ain Roua et Ain Abessa ont montré le taux d’avortement

le plus bas avec un taux de 22.22 % et de 19.87 % respectivement (tableau 6, figure 32A).

117



Partie Expérimentale : Résultats

L’importance de D’effectif fait apparaitre une association significative avec la survenue des
avortements chez les vaches étudiées (p<0.01). En effet, le taux d’avortement est plus élevé chez
les vaches appartenant aux grands troupeaux (40.12 %) par rapport aux troupeaux de faible taille

(17.48 %) (tableau 6, figure 32B).

Dans la présente enquéte, le mode de reproduction a une influence significative sur la survenue
des avortements (p<0,05). En effet, les cas d’avortements sont plus fréquents chez les vaches
saillies naturellement (38,77%) que chez celles inséminées artificiellement (24,75%) (tableau 6,

figure 32C).

Le contact avec les petits ruminants semble influencer de fagon significative I’avortement bovin
(p <0,05). En effet, 44,44 % des cas d’avortements surviennent chez les vaches cohabitant avec
les petits ruminants contre 20,83% n’ayant aucun contact avec ces animaux (tableau 6, figure

32D).

Si on tient compte maintenant de la prévalence d’avortement en fonction de la pratique de
I’isolement des animaux nouvellement acquis, une différence significative a été observée (p<0,01).
En effet, 40% des cas d’avortement surviennent chez les vaches ¢élevées dans des exploitations ou
I’isolement des animaux nouvellement acquis n’est pas pratiqué comparativement aux vaches qui

sont isolées avant introduction (15,38%) (tableau 6, figure 32E).

Le paturage partagé avec des bovins des autres fermes semble ¢galement influencer
significativement la survenue des avortements chez les vaches (p < 0,05). En effet, les vaches qui
sont en contact avec les bovins des autres exploitations en paturage ont présenté un taux
d’avortement de 37,37 % contre 25,37 % chez les animaux qui paturent isolément et ceux qui ne

paturent pas (tableau 6, figure 33A).

Enfin, si on considére le facteur origine de la vache, on constate que le taux de prévalence des
avortements varie de facon significative (p < 0,05). En effet, les vaches achetées au marché de
bestiaux avortent plus fréquemment (34,86%) que les vaches nées a la ferme (23,64%) (tableau 6,

figure 33B).

Pour les autres facteurs étudiés (type de production, age et race) aucune différence significative

n’a été relevée avec la survenue des avortements.
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Tableau 6 : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’avortement chez les vaches

étudiées
. L. Prévalence (%), .. q
Variable Catégorie (IC 95%) Valeur P Signification
Ain Abessa (166) 33 19.87 (13.8-25.9)
Ain Arnet (50) 31 62 (48.5- 75.5) 0.00013 S
Commune Ain Roua (45) 10 2222 (10.1- 34.4) )
El-Ouricia (39) 14 35.89 (20.8- 50.9)
<10 (143) 25 17.48 (11.3-23.7)
Taille du 0.00001 Si
>10 (157) 63 40.12 (32.5- 47.8)
troupeau
Intensif (81) 23 28.39 (18.6-38.2) 0.808 -
. M
Mode d’élevage Semi-intensif (219) 65 29.68 (23.6-35.7)
Type de Laitiére (224) 68 30.35 (24.3-36.4) 0.504 NS
production Mixte (76) 20 26.31 (16.4- 36.2)
Mode de Naturelle (202) 50 38.77 (29.1-48.4) 0002 o
reproduction Artificielle (98) 38 24.75 (18.8-30.7)
Présence de Oui (108) 48 44.44 (35.1-53.8) 0.020 oi
petits ruminants Non (192) 40 20.83 (12.5-29.1)
Isolement des Oui (130) 20 15.38 (9.2-21.6)
AN 0.00001 Si
nouvellement Non (170) 68 40 (32.6-47.4)
acquis
Paturage Oui (201) 51 25.37 (19.4-31.4) .
commun 0.032 Si
Non (99) 37 37.37 (27.8- 46.9)
des troupeaux
Européenne (149) 49 32.21(24.7-39.7)
Race Croisée (141) 38 26.95 (19.6- 34.3) 0.235 NS
Locale (10) 1 10 (-8.6- 28.6)
(2-5) (174) 46 26.43 (19.9- 33)
Age (6-9) (99) 33 33.33 (24- 42.6) 0.432 NS
>10 (27) 9 30 (12.7- 47.3)
Source de Achetée (152) 53 34.86 (27.3-42.4) 0.033 oi
I’animal Native (148) 35 23.64 (16.8- 30.5)
Primipare (178) 50 20.08 (14.2- 26)
Parité ) 0.567 NS
Multipare (122) 38 29.68 (21.6- 37.8)

N : nombre de vaches ayants avorté ; Si : Significatif ; NS : Non Significatif.
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Figure 32 : Variation de la prévalence d’avortement en fonction de la commune (A), la taille du
troupeau (B), le mode de reproduction (C), la présence ou I’absence de petits ruminants dans la
ferme (D) et I’isolement ou non des animaux nouvellement acquis (E)
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Figure 33 : Variation de la prévalence d’avortement en fonction de la pratique de paturage commun
des troupeaux (A) et la source de la vache (B).

2. Etude séro-épidémiologique de I’infection par les virus BHV1, BVDV et BHV4

2.1. Etude de la séroprévalence des infections et coinfections par les virus BHV1, BHV4
et BYDV

2.1.1. Taux de séroprévalence des infections par les virus BHV1, BVDV et BHV4
Sur un total de 184 sérums de vaches laitieres analysées, 56 (30.43%) (IC 95% 23.8 -37.1), 55
(29.89%) (IC 95% 23.3% - 36.5%) et 26 (14.13%) (IC 95% 9.11% - 19.15%) se sont révélés
positifs aux anticorps spécifiques du BHV1, BVDV et BHV4 respectivement en utilisant le kit

ELISA de la trousse avortement (BHV1, BVD, BHV4) qui détecte les principales causes virales

d’avortement chez la vache.

Les résultats sont exposés dans le tableau (7). Il est a rappeler que parmi les 184 vaches analysées,

88 avaient avorté, soit un taux de 47,82 %.

Tableau 7 : taux de séroprévalence vis-a-vis des principales causes virales d’avortement étudiées

Agents abortifs BHV1 BVDV BHV4
Séroprévalence 56 (30.43%) 55 (29.89%) 26 (14.13%)
(IC95%) (23.3- 36.5) (23.3-36.5) (9.11- 19.15)
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2.1.2. Etude de la séroprévalence des coinfections par les virus BHV1, BHV4 et
BVDV
Des coinfections par les 3 agents viraux ont été retrouvées chez un total de 5 vaches laitiéres sur

les 184 analysées, soit un taux de coinfection de 2.71% (IC 95% 0.37% —5.05%).

Ces coinfections associent le plus souvent 2 agents viraux (coinfection double) (16.3%) (IC 95%
10.5%-21.1%). La coinfection double le plus fréquemment rencontrée est BHV1 et BVDV avec
un taux de (10.32%) (IC 95% 5.93%-14.71%). D’autres coinfections doubles telles que BVDV et
BHV4 (3.80%) (IC 95% 1.04%-6.56%) et BHV1-BHV4 (2.17%) (IC 95% 0.10%-4.24%) ont

également été relevées avec cependant, des taux plus faibles.

Les coinfections se sont montrées significativement différentes. En effet, la coinfection double

BVDYV et BHV1 a ét¢é significativement plus observée (p<0,05).

Parmi les 184 vaches analysées, 87 (47.30%) (IC 95% 40,02%-54.56%) ont été completement

indemnes d’une infection liée a I’un des 3 agents viraux recherchés.

Les résultats des coinfections sont illustrés dans la figure (34) et le tableau (8).

% Séroprévalence %

40 34,2 %

20 16,3 %

15
0 |

Mono-infection Coinfection double  Coinfection triple ~ Animaux indemnes

Figure 34 : Fréquence des coinfections et mono-infections par les 3 agents viraux
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Tableau 8 : Séroprévalence des coinfections et mono infections par les 3 agents viraux étudiés

Mono infection 63(34.2%) (27.4%- 40%)
BHV1 + 56 (30.43%) (23.8% -37.1%)
BVDV + 55 (29.89%) (23.3%-36.5%)
BHV4 + 26 (14.13%) (9.11%-19.15%)

Infection double 30 (16.3%) (10.5%-21.1%)

BHV1 +/BVDV + 19 (10.32%) (5.93%-14.71%)
BHV1 +/BHV4 + 7 (3.80%) (1.04%-6.56%)
BVDV +/BHV4 + 4 (2.17%) (0.10%-4.24%)
Infection triple 5(2.71%) (0.37%-5.05%)
BHV1 +/ BVDV +/ BHV4 5(2.71%) (0.37%-5.05%)

Animaux indemnes 87(47,30%) (40,02%-54.56%)

2.2. Etude des facteurs de risque liés 2 la séroprévalence des infections et coinfections
par les virus BHV1-BHV4-BVDV

Un certain nombre de variable a été testé dans cette étude afin d’identifier les différents facteurs

de risque qui semblent intervenir dans la séropositivité vis-a-vis des agents infectieux recherchés.

2.2.1. Etude des facteurs de risque liés 2 la séroprévalence vis-a-vis du BHV1
Les résultats de I’étude des facteurs de risque sont présentés dans le tableau 9. L’analyse détaillée

des résultats obtenus démontrent ce qui suit :

Une différence tres significative a été mise en évidence en fonction de la localisation géographique
des vaches analysées pour la détection des anticorps anti-BHV1 (p<0,05). En effet, les taux de
séropositivité les plus élevés sont relevés dans la commune d’El-Ouricia (50 %), suivie par les
communes Ain Roua (35.9%) et Ain Abessa (32,6 %). Le taux de séroprévalence le plus bas (11.1

%) a été observé dans la commune d’Ain Arnet, commune située a I’Ouest de Sétif (tableau 9).

Une différence significative a également été mise en évidence entre le taux de séropositivité vis a
vis du BHV1 et le mode d’¢levage (p < 0,05). En effet, les exploitations dont le mode d’¢élevage

est en semi-intensif semblent plus exposées a I’infection par le BHV 1, avec une séroprévalence de
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35.4 % contre 19.3 % pour les exploitations dont le mode d’¢élevage est intensif (tableau 5). En
outre, le paturage en commun avec les bovins des autres fermes semble influencer
significativement sur la séroprévalence vis a vis du BHV1 (p < 0,01). En effet, les vaches qui
contactent les bovins des autres exploitations pendant le paturage ont présenté une séroprévalence
de 38 % contre 18.3 % chez les animaux qui paturent isolément et ceux qui ne paturent pas (tableau

9).

Un lien significatif (p< 0,05) a été également retrouvé entre la séropositivité vis-a-vis du BHV1 et
le mode de reproduction. Ainsi, les vaches saillies naturellement (35.6%), sont plus infectées que

celles inséminées artificiellement (21.7%) (tableau 9).

En plus, I’élevage mixte en présence des petits ruminants influent trés significativement sur la
séropositivité vis-a-vis du BHV1 (p <0,01). En effet, la séroprévalence observée chez des vaches
¢levées en commun avec les petits ruminants est de 45.83% contre 25% chez les vaches élevées

séparément de ces animaux (tableau 9).

La séroprévalence du BHV1 a varié de fagon significative (p < 0,05) en fonction de 1’origine de la
vache. Ainsi, les vaches achetées (37.2%) semblent étre plus infectées que celles nées a la ferme

(23,3%) (tableau 9).

Concernant le statut sanitaire vis-a-vis de la diarrhée virale bovine, I’infection par le BVDV
influence significativement (p < 0,05) sur la séroprévalence du BHV1. En effet, parmi les 55
sérums séropositifs au BVDV, 24 d’entre eux (43.7%) contiennent également des anticorps
spécifiques du BHV1, alors que sur les 129 sérums séronégatifs vis-a-vis du BVDV, 32

contiennent aussi des anticorps spécifiques du BHV, soit un taux de 24.8% (tableau 9).

Aucune différence significative (p>0,05) n’a été observée entre la séroprévalence vis-a-vis des
anticorps anti-BHV 1 et les facteurs suivants : type de production, mise en quarantaine des animaux
avant introduction dans la ferme, race, age, gestation, le stade de gestation, la parité¢ et la

séropositivité vis-a-vis du BHV4 (tableau 9).
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2.2.2. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence vis-a-vis du BVDV
Le contact avec les petits ruminants semble influencer de fagon tres significative la séropositivité
vis-a-vis du BVDV (p < 0,01). En effet, 45.83 % des vaches cohabitant avec les petits ruminants

sont séropositives contre 24.26 % n’ayant aucun contact avec ces animaux (tableau 9).

La séroprévalence du BVDV varie significativement en fonction de la race considérée (p < 0,05).
En effet, les races européennes (38.8%) sont plus infectées que les races croisées (23.6%) et les

races locales (0%) (tableau 9).

Concernant le statut sanitaire vis-a-vis de la rhinotrachéite infectieuse bovine, 1’infection par le
BHV1 influence significativement (p < 0,05) sur la séroprévalence vis-a-vis du BVDV. En effet,
parmi les 56 sérums séropositifs au BHV1, 24 d’entre eux contenaient aussi des anticorps
spécifiques du BVDV, correspondant a une séroprévalence de 42.8%, et parmi les 128 sérums
séronégatifs au BHV1, 31 présentaient des anticorps spécifiques du BVDV, soit un taux de

séroprévalence de 24.2% (tableau 9).

2.2.3. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence vis-a-vis du BHV4
Les tests statistiques n’ont indiqué aucune association significative entre la séropositivité vis-a-vis

du BHV4 et les facteurs étudiés (p>0,05) (tableau 9).
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Tableau 9 : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition aux virus BHV1-

BHV4-BVDV
Mono infection
Agents pathogénes
BHV1 BVDV BHV4
Variables = S %(N) IC 95% | S %(N) IC 95% S%MN) | IC95%
Commune
Ain Abessa (n=95) 32.6(31) | 23.2-42 29.5(28) |20.3-38.7 | 19(18) | 11.1-29.9
Ain Roua (n=39) 359(14) | 20.8-51 30.6(12) 16.1-45.1 | 7.7 (3) -0.7 -16.1
Ain arnet (n=36) 11.1(4) 0.8-21.4 ] 30.5(11) 15.5-45.5 | 13.8(5) | 2.5-25.1
El-Ouricia (n=14) 50(7) 23.8-76.2 | 28.5(4) 4.9-52.1 | 0(0) 0
P 0.015 (Si) 1 (NS) 0.16(NVS)
Taille du troupeau
<10 (n=62) 22.6(14) 12.2-33 9.7(16) 2.3-17.1 9.6(6) 2.3-16.9
>11 (n=122) 34.4(42) | 26-42.8 16.4(39) | 9.8-23 16.4(20) | 9.8-23
P 0.099(NS) 0.388(NS) 0.216(NS)
Mode d’élevage
Intensif (n=57) 19.3(11) | 9.1-29.5 21(12) 10.4-31.6 | 10.5(6) | 2.4-18.2
Semi-intensif (n=127) 35.4(45) | 27.1-43.7 | 33.8(43) | 25.6-42 15.7(20) | 9.5-22.1
P 0.028 (Si) 0.079 (NS) 0.34 (NS)
Type de production
Laitiere (n=137) 32.1(44) | 24.3-39.9 | 27.7(38) |20.2-35.2 | 13.8(19) | 8-19.6
Mixte (n=47) 25.5(12) 13- 38 36.17 (17) | 22.4-499 | 14.9(7) | 4.7-25.1
P 0.39(NS) 0.27(NS) 0.86(NS)
Mode de reproduction
Naturelle (n=115) 35.6(41) | 26.8-44.4 | 30.4(35) | 22-38.8 14.8(17) | 8.3-28.3
Artificielle (n=69) 21.7(15) 12-31.4 29 (20) 18.3-39.7 | 13 (9) 5.1-20.9
P 0.047(Si) 0.835(NS) 0.743(NS)
Présence de petits ruminants
Oui (48) 45.83(22) | 31.7-59.9 | 45.83(22) | 31.7-59.9 | 14.58(7) | 4.6-24.6
Non (136) 2534) | 17.7-32.3 | 24.26(33) | 17.1-31.5 | 13.9(19) | 8.1-19.8
p 0.007 (Si) 0.005(Si) 0.917(NS)

N : nombre de vaches séropositives ; S : Séroprévalence ; Si : Significatif ; NS : Non Significatif
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Tableau 9 (suite) : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition aux virus

BHV1-BHV4-BVDV

Mono infection

Agents pathogénes
BHV1 BVDV BHV4

Variables bl S %(N) 1295 S%N) | IC95% | S%N) | IC95%
Isolement des animaux
nouvellement acquis
Oui (n=70) 28.6(20) 18.3-39.7 | 27.7(22) 17.1-38.3 15.7(11) | 7.3-24.5
Non (n=114) 31.6(36) | 22.8-39.8 | 38.9(33) | 30-47.8 13.15(15) | 6.9-19.1
p 0.667(NS) 0.721(NS) 0.929(NS)
Paturage en commun des
troupeaux
Oui (n=113) 38 (43) 29.1-46.9 | 34.5(39) | 25.7-43.3 14(16) 7.6-20.4
Non (n=71) 18.3(13) | 9.3-27.3 | 22.5(16) 12.8-32.2 14.1(10) | 6-22.2
p 0.005(Si) 0.084 (NS) 0.98 (NS)
Race
Européenne (n=85) 29.4 (25) | 19.7-39.1 | 38.8(33) | 14.9-32.9 18.6 (16) | 10.4-26.8
Croisée (n=93) 30.1(28) | 20.8-39.4 | 23.6(22) | 28.7-48.1 9.7 (9) 3.8-15.6
Locale (n=6) 30(3) -6.7-66.7 | 0(0) 0 16.7(1) -13.1-46.5
P 0.55(NS) 0.026 (Si) 0.139(NS)
Age
2-5 ans (n=95) 30.5(29) | 21.2-39.8 | 31.6 (30) | 22.3-40.9 13.7(13) | 6.8-20.6
6-9 ans (n=75) 29.3(22) 19-39.6 25.3(19) 15.5-35.1 13.3(10) | 5.6-21
>10 ans (n=14) 35.7(5) 10.6- 60.8 | 42.8(6) 16.9-68.7 | 21.4(3) -0.1-42.9
p 0.909(NS) 0.369(NS) 0.677(NS)
Parité
Primipare (n=68) 32.2(22) | 21.1-43.3 | 33.8(23) | 22.6-45 11.7(8) 7.4-24.8
Multipare (n=116) 29.3(23) | 21-37.6 27.6(32) 19.5-35.7 9.48(11) | 6.8-19
P 0.66(NS) 0.37 (NS) 0.51(NS)
Origine de I’animal
Achetée (n=94) 37.2(35) | 27.6-46.8 | 35.1(33) | 25.6-44.6 11.9(14) | 5.5-18.3
Née dans la ferme (n=90) 23.3(21) 14.6-32 24.4(22) 15.5-33.3 13.3(12) | 6.3-20.3
P 0.041(Si) 0.114(NS) 0.76 1(NS)

N : nombre de vaches séropositives ; S : Séroprévalence ; Si : Significatif ; VS : Non Significatif
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Tableau 9 (suite) : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition aux virus

BHV1-BHV4-BVDV

Agents pathogénes

Mono infection

BHV1 BVDV BHV4
Variables Si S %(N) | IC95% S %(N) IC 95% S %(N) IC 95%
Gestation
Oui 36.1(13) | 20.4-51.8 22.2(8) 8.0-35.8 16.7(6) 4.5-28.9
Non 29(43) | 21.7-36.3 | 31.7(47) | 24.2-39.2 | 13.51(20) | 8-19
p 0.409(NS) 0.262(NS) 0.626(NS)
Stade de gestation
1-3 mois (n=9) 33.3(3) 4.1-62.5 |22.2(2) -3.6-48 22.2(2) -3.6-48
4-6 mois (n=12) 33.3(4) 6.6- 60 | 41.6(5) 13.7-69.5 25(3) 0.5-49.5
7-9 mois (n=15) 40(6) 10.6- 60.8 6.6(1) -6- 19.2 6.6(1) -6.3-21.5
P 1(NS) 0.102(NS) 0.45(NS)
Séropositivité vis-a-vis du
BHV1
Séropositives (n=56) / / 42.8(24) | 29.8-55.8 | 21.4(12) | 10.7-32.1
Séronégatives (n=128) / / 242(31) | 16.8-31.6 | 10.9(14) | 5.5-16.3
P 0.011¢S%) 0.065(NS)
Séropositivité vis-a-vis du
BVDV
Séropositives (n=55) 43.7(24) | 30.6- 56.8 / / 16.3(9) 6.5-26.1
Séronégatives (n=129) 24.8(31) | 17.3-323 / / 13.1(17) | 7.3-18.9
P 0.011¢S7) 0.570(NS)
Séropositivité vis-a-vis du
BHV4
Séropositives (n=26) 46.1(12) | 26.9-65.3 | 34.6(9) | 16.3-529 / /
Séronégatives (n=158) 38.6(44) 31-46.2 | 29.1(46) 31-46.2 / /
P 0.665(NS) 0.570(NS)

N : nombre de vaches séropositives ; S : Séroprévalence ; Si : Significatif ; NS : Non Significatif
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2.2.4. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence des coinfections par les
virus BHV1-BHV4-BVDV
L’¢tude de I’influence de certains facteurs de risque potentiels, sur la probabilité de présenter des
coinfections doubles voire multiples (associant 2 ou 3 agents viraux), est reprise dans le tableau
10.

Les analyses statistiques ont révélé ce qui suit :

Le taux de coinfection associant les deux virus BHV1-BVDYV semble varier significativement en
fonction du mode de reproduction, de la présence de petits ruminants, de 1’origine de la vache et

de la pratique de paturage commun des troupeaux (p< 0,05) (tableau 10).

Le taux de coinfection associant les virus BHV1-BHV4 a varié¢ de fagon significative en fonction

de la mise en quarantaine des animaux avant I’introduction dans la ferme (p < 0,05) (tableau 10).

Les coinfections associant les virus BVDV-BHV4 et BHV1-BVDV-BHV1 ne semblent étre

influencées par aucun des facteurs analysés (p > 0,05) (tableau 10).
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Tableau 10 : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition a une coinfection double ou triple

Infections multiples (par 2 ou 3 agents viraux)

Agents pathogenes BHV1-BVDV BHVI-BHV4 | BHV4-BVDV | BHVI-BHV4-BVDV
. 5% S % IC95% | S% | IC95% | S% | IC95% S % IC 95%

Variables

Commune

Ain Abessa (n=95) 9.47(9) 3.6-15.4 6.3(6) 1.4-112 | 2102) | -04-6.6 4.2(4) 0.2-8.2

Ain Roua (n=39) 10.25 (4) 0.7-19.8 0 0 0 0 0 0

Ain Arnet (n=36) 11.11(4) 0.8-21.4 | 2.77(1) 2.6-8.1 5.55(2) 0 2.77(1) -2.6-8.1

El-Ouricia (n=14) 7.1(1) -6.4-20.6 0(0) 0 2.7 2.6-8 0 0

P 0.97 (NS) 0.419 (NS) 0.499(NS) 0.737(NS)

Taille du troupeau

<10 (n=62) 4.8 (3) -0.5-10.1 1.6 (1) -1.5-47 [3.2(2) -1.2-7.6 4.2(1) -0.8-9.2

>11 (n=122) 13.1(16) | 7.1- 19.1 4.9(6) 1.1-8.7 | 1.6(2) -0.6-3.8 1.1(4) -0.8-3

P 0.081(NS) 0.426(NS) 0.604(NS) 0.664(NS)

Mode d’élevage

Intensif (n=57) 5.1(3) -0.6- 10.8 513) | -0.6-10.8 1.7(1) -1.6-5 0(0) 0

Semi-intensif (n=127) 12.7 (16) 6.9- 18.5 3.1(4) 0.1-6.1 2.3(3) -0.3-4.9 4(5) 0.6-.4

p 0.131(NS) 0.680(NS) 0.974(NS) 0.326(NS)

Type de production

Laitiére (n=137) 10.94(15) | 5.7-16.2 5.1(7) 1.4-8.8 (1) -0.7-2.1 2.91(4) 0.1-5.7

Mixte (n=47) 8.5(4) 0.5-16.5 0(0) 0 6.3(3) 0.6-13.2 2.1(1) 2-6.2

P 0.397(NS) 0.194(NS) 0.052(NS) 1(NS)

Mode de reproduction

Naturelle (n=115) 13.9(16) 7.6-20.2 4.3(5) 0.6- 8 0.8(2) -0.8-2.4 1.4(4) -0.7-3.5

Artificielle (n=69) 4.3(3) -0.5-9.1 2.902) -1.1-6.9 4.3(2) 0.5-9.1 3.4(1) 0.9-7.7

P 0.039(Si) 0.713(NS) 0.631(NS) 0.652(NS)

Présence de petits ruminants

Oui (n=48) 18.75(10) | 7.7-29.8 416(2) | -15-98 | 2.08(1) 2-6.1 2.08(1) 2-6.1

Non (n=136) 7.35(9) 3-11.7 3.67(5) 0.5- 6.8 2.2(3) 03-4.7 2.94(4) 0.1-5.8

p 0.049(Si) I(NS) I(NS) 0.17(NS)

N : nombre de vaches séropositives ; S : Séroprévalence ; Si : Significatif ; NS : Non Significatif
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Tableau 10 (suite) : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition a une coinfection double ou triple.

Infections multiples (par 2 ou 3 agents viraux)

G EEREINAIDSCHES BHVI-BVDV BHVI-BHV4A | BHV4A-BVDV | BHVI-BHV4-BVDV
o,

Variabes S% (N) | 1C95% | S%N) | 1C95% | S%N) | IC95% | S%N) | IC95%

Isolement des animaux

nouvellement acquis

Oui (n=70) 11.4(8) 7-16.8 0 (0) 0 4.3(3) 1.2-7.4 4.3(3) 1.2-7.4

Non (n=114) 9.6 (11) 4.2- 15 6.1(7) 1.7-10.5 0.8 (1) -0.8-2.4 1.7(2) -0.7-4.1

P 0.70(NS) 0.045(Si) 0.155(NS) 0.37(NS)

Paturage commun des troupeaux

Oui (n=113) 14.1(16) 7.7-20.5 1.7(2) -0.7-4.1 2.7(3) -0.3-5.7 3.5(4) 0.1- 6.9

Non (n=71) 4.2(3) -0.5- 8.9 7(5) 1.2-12.8 1.4(1) -1.3-4.1 1.4(1) -1.3-4.1

P 0.031(Si) 0.11(NS) 1(NS) 0.650(NS)

Race

Européenne (n=85) 11.6 (10) 4.8-18.4 4.6(4) 0.1-9.1 3.5(3) -0.4-7.4 2.35(2) 0.8-10.8

croisée (n=93) 9.8(9) 3.8-15.8 2.2(2) -0.8-5.2 1(1) -1-3 3.2(3) 0

locale (n=6) 0 (0) 0 16.7(1) -13.1-46.5 0(0) 0 0(0) 0

P 0.902(NS) 0.143(NS) 0.431(NS) 0.46(NS)

Age

(2-5) (n=95) 10.52(10) 4.4-16.7 5.3(5) 0.8-9.8 1.05(1) -1- 3.1 4.20(4) 0.2-8.2

(6-9) (n=75) 9.3(7) 2.7-15.9 1.3(1) -1.3-3.9 4(3) -0.4- 8.4 0(0) 0

>10 (n=14) 14.3(2) -4-32.6 7.1(1) -6.4-20.6 16.6(0) -2.9-36.1 7.1(1) -6.4- 20.6

p 0.804(NS) 0.194(NS) 0.507(NS) 0.095(NS)

parité

Primipare (n=68) 11.7(8) 4.1-19.3 7.3(5) 1.1-13.5 1.4(1) -1.4-4.2 4.4(3) -0.5-9.3

Multipare (n=116) 9.4(11) 4.1-14.7 1.7(2) -0.7- 4.1 2.58(3) -0.3-5.5 1.7(2) -0.7- 4.1

P 0.62(NS) 0.054(NS) I1(NS) 0.36(NS)

Origine de ’animal

Acheté (n=94) 14.9(14) 7.7-22.1 4.2(4) 0.1-8.3 1(2) -1-3 4.2(4) 0.1-8.3

N¢é dans la ferme (n=90) 5.5(5) 0.8-10.2 3.3(3) -0.4-7 3.302) -0.4-7 1.1(1) -1.1-3.3

P 0.037(Si) I1(NS) 1(NS) 0.369(NS)

N : nombre de vaches séropositives ; S : Séroprévalence ; Si : Significatif ; VS : Non Significatif
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Tableau 10 (suite) : Analyse des facteurs susceptibles d’influencer le risque d’exposition a une coinfection double ou triple.

Infections multiples (par 2 ou 3 agents viraux)

A TP BHV1-BVDV BHVI-BHV4 |  BHV4BVDV [ BHV1-BHV4-BVDV
0,

Variables = S% (N) | IC95% | S%(N) | IC95% | S%N) | IC95% | S%N) | IC95%

Gestation

Oui (n=36) 111 (4) 0.8-214 83(3) | 07-173 0(0) 0 2.7(1) 26-8

Non (n=148) 10.1(15) 5.2-15 2.7(4) 0.1-53 2.7(4) 0.1-5.3 2.7(4) 0.1-5.3

P 0.769(NS) 0.137(NS) 1(NS) 1(NS)

Stade de gestation

1-3 mois (n=9) 0(0) 0 22.2(2) 5494 | 11.1(1) 0 0(0) 0

4-6 mois (n=12) 40(3) 12.3- 67.7 0(0) 0 8.3(1) 0 8.3(1) 73-23.9

7-9 mois (n=15) 6.6(1) 74206 | 6.6(1) | 14-206 | 0(0) 0 0(0) 0

P 0.202(NS) 0.242(NS) 0.5(NS) 0.58(NS)

N : nombre de vaches séropositives ; S : Séroprévalence ; Si : Significatif’; VS : Non Significatif
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3. Etude épidémiologique de type cas-témoin
La corrélation entre la séroprévalence aux infections par les virus BHVI-BHV4-BVDV et la
présence d’avortement a été estimée, d’abord au niveau des exploitations prélevées puis au niveau

individuel.

Nous avons réalisé une ¢tude cas-témoin avec comme facteur d’exposition, la séroprévalence aux

3 agents viraux.

Un total de 26 fermes a été étudié. Sur la base d’un questionnaire épidémiologique, les fermes
¢taient séparées en fermes témoins et en fermes cas. Les fermes cas sont celles ou des épisodes
d’avortements étaient déja survenus, phénomene non constaté dans les fermes témoins. Utilisant
ce critére, 19 fermes cas et 7 fermes témoins ont été définis. Les sérums d’un total de 184 bovins
(130 provenant des fermes cas et 54 issus des fermes témoins) ont été prélevés et analysés pour la

détection d’anticorps spécifiques des virus BHV1-BHV4 et BVDYV (tableau 11).

Tableau 11 : Caractéristiques des fermes.

Statut des fermes Nombres de fermes Nombres d’animaux Taille moyenne
prélevées (%) prélevés (%) (écart type)
Cas 19 (73%) 130 (70.66%) 6.84 (£2.71)
Témoin 7 (27%) 54 (29.34%) 7.71 (£2.36)
Total 26(100%) 184(100%) 7.07 (£2.60)

3.1. Etude cas-témoin avec comme facteur d’exposition le BHV1

3.1.1. Séroprévalence du BHV1 en fonction du statut des fermes
Parmi les 184 sérums analysés, 56 se sont montrés positifs au virus BHV1 en ELISA correspondant
a une séroprévalence globale de 30.43% (IC 95% 23.8-37.1). Parmi les 56 sérums positifs, 44
appartenaient a des fermes cas, soit 33,8% (IC95% 25,7-41,9) et 12 provenaient des fermes témoins

soit 22,2% (IC95% 11,1-33,3).

Au moins un animal séropositif au BHV1 a été trouvé dans 22 des 26 fermes étudiées soit 84,6%.
Ainsi, 15 fermes cas sur 19 soit 78,9% et 7 fermes témoins sur 7 soit 100% possédaient au moins
un animal séropositif. Les prévalences observées entre les fermes cas et témoins n’étaient pas

significativement différentes (p>0,05) (tableau 12).
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Tableau 12 : Séroprévalence du BHV1 en fonction du statut des fermes

Statut de la ferme Nombre Fermes (+) Ferme (-) Séroprévalence (IC95%)
Témoin 7 7 0 100%
Cas 19 15 4 78,9% (61.7%-97.9%)
Total 26 22 4 84,6% (70.7%-98.5%)

Sur les 184 animaux prélevés dans les 26 fermes, 56 soit 30,43% présentaient des anticorps anti-
BHVI1. Sur les 54 animaux prélevés dans les 7 fermes témoins, 12 soit 22,2% étaient séropositifs
et sur les 130 animaux prélevés dans des fermes cas, 44 soit 33,8% étaient séropositifs. Il n’y a pas
de différence significative (p=0.1) entre les séroprévalences des animaux appartenant aux fermes
cas et ceux des fermes témoins (tableau 13).

Tableau 13 : Séroprévalence vis-a-vis du BHV1 chez les animaux par type de ferme

Statut dela Nombre Nombre de bovins Nombre de bovins Séroprévalence
ferme prélevés (%) séropositifs (IC95%)
Témoin 7 54(29.3) 12 222 (11.1-33.3)
Cas 19 130(70.7) 44 33.8(25.7-41.9)
Total 26 184(100) 56 30.4 (23.7- 37)
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3.1.2. Etude cas-témoin au niveau de ’exploitation
L’association entre I’exposition au BHV1 et le fait d’observer des avortements dans la ferme a été
étudiée en premier lieu (tableau 14).

Tableau 14 : Etude cas-témoin au niveau de ’exploitation avec comme facteur d’exposition la
séropositivité au BHV1.

Fermes Cas Témoin Total
Séropositives 15 (15.5) 7(7.5) 22
Séronégatives 4(4.5) 0(0.5) 4
Total 19 7 26
ELISA _
Taux d’exposition 78,94% 100% 84.61%
BHV1
Odd 3,75 infini
Odds Ratio (IC) 0,23* (0.01-4.9)
p 0.29

* 1 lorsqu’une des valeurs est ¢gale a 0, le calcul de I’OR se fait en ajoutant 0,5 a chacun des

nombres.

L’étude cas-témoin montre un taux d’exposition de 78,94% pour les fermes cas comparativement
a 100% pour les fermes témoins. Le calcul de I’OR montre que celui-ci n’est pas significativement
différent de 1 (p=0.29). Il en résulte qu’il n’y a pas d’association entre la séropositivité au BHV1

et les avortements au niveau des fermes (tableau 14).

3.1.3. Etude cas-témoin au niveau individuel
Sur le plan individuel, le calcul de 1’Odds Ratio a révélé une valeur de 1,79. L’OR n’est pas
significativement différent de 1 (p=0.12) et donc il n’y a pas d’association entre la séropositivité

au BHVI et le fait que I’individu appartenait a une ferme cas ou une ferme témoin (tableau 15).

135



Partie Exeérimentale : Résultats

Tableau 15 : Etude cas-témoin au niveau individuel avec comme facteur d’exposition la

séropositivité¢ au BHV1

Animaux Animaux prélevés Animaux prélevés Total
dans les fermes cas  dans les fermes témoins

Séropositifs 44 12 56
ELISA Séronégatifs 86 42 128
BHV1 Total 130 54 184

Taux d’exposition 33.8 % 22.22 % 19,64%
Odd 0,51 0,28
Odds Ratio 1,79 (IC95% 0,86.-3,74)
p 0.12

3.2. Etude cas-témoin avec comme facteur d’exposition le BVDV

3.2.1. Séroprévalence du BVDYV en fonction du statut des fermes

Parmi les 26 fermes étudiées, 24 présentaient au moins un animal positif soit 92,3%.

Parmi les 7 fermes témoins, 5 présentaient au moins un animal positif soit 71.4% et parmi les 19

fermes cas, toutes présentaient au moins un animal positif soit 100%. Néanmoins, il n’y avait pas

de différences significatives entre ces séroprévalences (p>0,05) (tableau 16).

Tableau 16 : Séroprévalence du BVDV en fonction du statut des fermes

Statut de la ferme Nombre Fermes (+) Ferme (-) Séroprévalence (IC95%)
Témoin 7 5 2 71,4% (37,9-100%)
Cas 19 19 0 100%
Total 26 24 2 92,3% (82.1%-100%)

Au niveau individuel, parmi les 184 animaux testés, 55 soit 29,89% se sont révélés positifs aux

anticorps anti-BVD. Parmi les 7 fermes témoins, 54 animaux ont été testés et 8 se sont révélés

positifs soit 14,8%. Parmi les 19 fermes cas, 130 animaux ont été testés et 47 se sont révélés

positifs soit 36,1%. Ces séroprévalences sont significativement différentes (p<0,05) (tableau 17).
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Tableau 17 : Séroprévalence des animaux vis-a-vis du BVDYV par type de ferme

Statut dela Nombre Nombre de bovins Nombre de bovins Séroprévalence
ferme prélevés (%) séropositifs (IC95%)
Témoin 7 54(29.3) 8 14.8 (5.3- 24.3)
Cas 19 130(70.7) 47 36.1 (27.9- 44.4)
Total 26 184(100) 55 29.89 (23.3-36.5)

3.2.2. Etude cas-témoin au niveau de ’exploitation
L’association entre I’exposition au BVDV et le fait d’observer des avortements dans la ferme a été

étudiée (tableau 18).

L’OR n’est pas significativement différent de 1 (p>0,05), il n’y a donc pas d’association entre la

présence d’un animal séropositif dans une ferme et la présence d’avortements (tableau 18).

Tableau 18 : Etude cas-témoin au niveau de I’exploitation avec comme facteur d’exposition le
BVDV

Fermes Cas Témoin Total
Séropositives 19 (19,5) 5(5,5) 24
Séronégatives 5(5,5) 2 (2,5) 2
Total 19 7 26
ELISA
Taux d’exposition 100% 71.4% 96%
BVDV
Odd 39 2.2
Odds Ratio (IC) 1.10 (0.0875-0.0875)
p 1

*: lorsqu’une des valeurs est égale a 0, le calcul de I’OR se fait en ajouter a chacun des nombres.
3.2.3. Etude cas-témoin au niveau individuel

De méme, I’association entre les avortements et la séropositivité des animaux dans les fermes cas

et témoins a été testée au niveau individuel (tableau 19).

L’analyse statistique montre une association significative (p<0,05) entre le fait d’étre séropositif

vis-a-vis du BVDV et le fait d’appartenir a une ferme cas ou a une ferme témoin.
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Tableau 19 : Cas-témoin au niveau individuel avec comme facteur d’exposition le BVDV

Animaux Animaux prélevés Animaux prélevés Total
dans les fermes cas  dans les fermes témoins

Séropositifs 47 8 55
ELISA Séronégatifs 83 46 129
BVDV Total 130 54 184

Taux d’exposition 36.1 % 14.81 % 29.89%
Odd 0.56 0.17
Odds Ratio 3,26 (IC95% 1,42-7,49)
p 0.005

3.3. Etude cas-témoin avec comme facteur d’exposition le BHV4

3.3.1. Séroprévalence du BHV4 en fonction du statut des fermes
Sur les 26 fermes étudiées, 18 soit 69,2% hébergeaient des animaux possédant des anticorps anti-
BHV4. Sur les 7 fermes témoins, 6 fermes avaient au moins un animal séropositif soit 85,7% et
sur les 19 fermes cas, 12 avaient au moins un animal séropositif soit 63,2% (tableau 20). Les
séroprévalences dans les fermes cas et les fermes témoins n’étaient pas significativement
différentes (p>0,05).

Tableau 20 : Séropositivité vis-a-vis du BHV4 en fonction du statut des fermes

Statut de la ferme Nombre Fermes (+) Ferme (-)  Séroprévalence (IC95%)

Témoin 7 6 1 85,7% (59.8- 100)
Cas 19 12 7 63,2% (41.5- 84.9)
Total 26 18 8 69,2% (51.5- 87)

Parmi les 184 sérums analysés, 26 se sont montrés positifs au BHV4 en ELISA correspondant a
une séroprévalence globale de 14.1%. Parmi les 54 bovins prélevés dans des fermes témoins, 9
individus soit 16,7% se sont révélés séropositifs alors que 17 des 130 bovins venant de fermes cas
soit 13,1% étaient séropositifs (tableau 21). La différence de séroprévalence entre les animaux des

fermes cas et des fermes témoins n’était pas significativement différente (p>0,05).
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Tableau 21 : Séroprévalence des animaux vis-a-vis du BHV4 par type de ferme

Statut dela Nombre Nombre de bovins Nombre de bovins Séroprévalence
ferme prélevés (%) séropositifs (IC95%)
Témoin 7 54(29.3) 9 16.7% (6.7- 26.6)
Cas 19 130(70.7) 17 13.1% (7.3- 18.9)
Total 26 184(100) 26 14.1% (9.1-19.1)

3.3.2. Etude cas-témoin au niveau de ’exploitation

L’association entre I’exposition au BHV4 et le fait d’observer des avortements dans la ferme a été

analysée (tableau 22).

Tableau 22 : Etude cas-témoin au niveau de 1’exploitation avec comme facteur d’exposition le
BHV4

Fermes Cas Témoin Total
Séropositives 12 6 18
Séronégatives 7 1 8
Total 19 7 26
ELISA —
Taux d’exposition 63.2% 85.7 % 69.2 %
BHV-4
Odd 1,71 6
Odds Ratio (IC) 0,29 (0.00055-3.347)
p 0.37

On constate que I’OR n’est pas significativement différent de 1 (p=0,37). Il n’y a donc pas

d’association entre la séropositivité et le statut de la ferme.
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3.3.3. Etude cas-témoin au niveau des individus
Si on s’intéresse a la séropositivité des individus (tableau 23) dans les fermes cas et témoins, on

constate que I’OR n’est pas significativement différent de 1 (p=0.53).

Tableau 23 : Etude cas-témoin au niveau individuel avec comme facteur d’exposition le BHV4

Animaux Animaux prélevés Animaux prélevés Total
dans les fermes cas  dans les fermes témoins

Séropositifs 17 9 26
ELISA Séronégatifs 113 45 158
BHV-4 Total 130 54 184

Taux d’exposition 13.1 % 16.7% 14.13%
Odd 0.15 0.2
Odds Ratio 0,75 (IC 95% 0,31-1,81)
p 0.53

Il n’y a donc pas d’association significative entre le fait d’étre séropositif et le fait d’appartenir a

une ferme cas ou a une ferme témoin.

4. Etude cas-témoin entre avortement chez la vache et exposition aux agents abortifs
étudiés
Enfin, nous avons réalisé¢ une étude épidémiologique de type cas-témoin pour étudier 1’association
entre 1’avortement chez la vache et I’exposition aux agents abortifs sélectionnés dans cette étude.
Deux groupes de vaches (un groupe de vaches ayant avorté et un groupe n’ayant jamais avorté)
ont ét¢ définis indépendamment de leur appartenance a une ferme cas ou une ferme témoin, pour
mettre en évidence un lien causal entre la circulation des virus BHV1, BHV4 et BVDV et les

avortements chez la population bovine étudiée.

4.1. Etude de I’association entre la séropositivité au BHV1 et ’avortement des vaches
Parmi les 184 animaux testés, 88 avaient subi un avortement soit un taux de 47,8% et 96 n’ont pas
subi d’avortement soit 52,2% (tableau 24). Sur les 88 vaches ayant avorté, 36 étaient séropositives
au BHV1 soit un taux de séropositivité de 40,90%. Sur les 96 vaches n’ayant pas avorté, 20 étaient
séropositives, soit un taux de séroprévalence de 20,8%.

Les deux séroprévalences obtenues sont significativement différentes (p<0,05).
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Le calcul de ’Odds Ratio a montré une valeur significativement supérieure a 1 (p<0,05), ce qui
signifie qu’il existe une association statistique entre le fait de posséder des anticorps anti-BHV1 et

le fait d’avoir avorté (tableau 24).

L’analyse statistique a montré que 1’Odds Ratio était de 2.63, la fraction attribuable chez les
exposés (AF) était de 61.97% et la fraction attribuable dans la population (PAF) obtenue a été de
25.35% (tableau 24).

Tableau 24 : association entre la séropositivité au BHV1 et I’avortement chez la vache

Vaches Vaches ayant Vaches n’ayant pas Total
avorté (cas) avorté (témoin)
Séropositives 36 20 56
ELISA Séronégatives 52 76 128
BHV1 Total 88 9 184
Taux d’exposition 40.9% 20.8% 30.43%
Odds Ratio (IC 95%) 2.63 (1.37-5.04)
P 0.004
AF 61.97%
PAF 25.35%

AF: fraction attribuable chez les exposés ; PAF : fraction attribuable dans la population

Nous pouvons ainsi conclure que :

- Les vaches séropositives vis-a-vis du BHV1 étant de 2.63 fois plus susceptibles d'avorter que les

vaches séronégatives.

- La fraction attribuable chez les exposés (AF) de 61.97%, signifie que sur les 36 cas d’avortement
survenus chez les vaches séropositives au BHV1, 22 cas sont dus au BHV1 (Ne = AF (0,61) % ne

(36), soit ne le nombre de cas de vaches ayant avorté et exposé au BHV 1.

- La fraction attribuable dans la population (PAF) obtenue de 25.35% signifie que parmi les 88 cas
d’avortement enregistrés dans notre étude, 25.35% sont attribuables a I'exposition au BHV1, soit
22 cas d’avortement. Np= PAF (0,25) % np (88), soit np le nombre de cas total. Cela signifie aussi
que 22 parmi les 88 cas d’avortement observés auraient pu étre évités si le BHV1 n'avait pas sévi

dans la région étudiée.
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4.2.Etude de I’association entre la séropositivité au BVDV et ’avortement chez la vache
De la méme facon que pour le BHV1, nous avons étudié 1’association entre la séropositivité au

BVDV et le fait d’avorter (tableau 25).

On constate que sur les 88 vaches qui ont avorté récemment, 36 soit 40,9% étaient séropositives
au BVDV, alors que parmi les 96 vaches n’ayant pas avorté, 19 soit 19,8% étaient séropositives.

Ces séroprévalences sont significativement différentes (p<0,05).

Le calcul de 1’odds ratio montre une valeur significativement supérieure a 1 (p<0,05) témoignant
de I’existence d’une association significative entre le fait qu’une vache posseéde des anticorps

contre le BVDV et le fait qu’elle ait récemment avorté.

L’analyse statistique a ainsi montré une valeur de 2.81 pour 1’0Odds Ratio, une fraction attribuable

chez les exposés de 64.41% et une fraction attribuable dans la population de 26.34% (tableau 25).

Tableau 25 : association entre la séropositivit¢ au BVDV et I’avortement chez la vache

Vaches Vaches ayant Vaches n’ayant pas Total
avorté avorté
Séropositives 36 19 55
ELISA Séronégatives 52 77 129
BVDV Total 88 9% 184
Taux d’exposition 40.9% 19.8% 29.89%
Odds Ratio (IC95%) 2.81 (1.46-5.42)
P 0.002
AF 64.41%
PAF 26.34%

AF: fraction attribuable chez les exposés ; PAF : fraction attribuable dans la population
Cette association est interprétée comme suit :

- Les vaches séropositives vis-a-vis du BVDV ont 2.81 fois plus de risque d’avorter que les vaches

séronégatives.
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- La fraction attribuable obtenue chez les exposés (AF) de 64.41% signifie que parmi les 36 cas
d’avortement survenus chez les vaches révélées séropositives vis-a-vis du BVDV, 64.41% sont

attribuables a 1'exposition au BVDYV, soit 23 cas d’avortement.

- La fraction attribuable dans la population (PAF) de 26.34% signifie que sur les 88 cas
d’avortement enregistrés dans notre étude, 26.34% sont attribuables a l'exposition au BVDV
correspondant a 23 cas d’avortement. En d’autres termes, 23 parmi les 88 cas d’avortement

observés auraient pu étre évités si le BVDV n'avait pas sévi dans la région.

4.3. Etude de I’association entre la séropositivité au BHV4 et ’avortement chez la vache
Si on considére 1’association entre la séropositivité au BHV4 et le fait d’avorter, on constate que
seulement 13 animaux ayant avorté étaient séropositifs au BHV4, correspondant a un taux de
séropositivité de 14,8%. Parmi les vaches n’ayant pas avorté, 13 bovins sur les 96 n’ayant pas
avorté étaient séropositifs au BHV4 soit un taux de 13,5% (tableau 26). Ces séroprévalences ne

sont pas significativement différentes (p>0,05).

Le tableau 22 indique que I’OR n’est pas significativement différent de 1 (p=0.81), ce qui est en
faveur d’une absence d’association significative entre le fait d’avoir des anticorps anti-BHV4 et le

fait d’avorter.

L’analyse statistique a donc montré une valeur d’Odds ratio de 1.11 (0.48-2.55), une fraction

attribuable chez les exposées de 9.9% et une fraction étiologique dans la population de 1,46%

(tableau 26).
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Tableau 26 : Association entre la séropositivité vis-a-vis du BHV4 et I’avortement de la vache

Vaches Vaches ayant Vaches n’ayant pas Total
avorté (cas) avorté (Témoin)
Séropositives 13 13 26
ELISA Séronégatives 75 83 158
BHV4 Total 88 96 184
Taux d’exposition 14.8% 13.5% 14.13%
Odds Ratio (IC95%), 1.11 (0.48-2.55)
P 0.81
AF 9.9 % n=1
PAF 1.46% n=1

AF: fraction attribuable chez les exposés ; PAF : fraction attribuable dans la population
Le présent résultat est interprété comme suit :

- Les vaches séropositives et séronégatives vis-a-vis du BHV4 ont presque le méme risque

d’avorter (OR=1.11).

- La fraction attribuable chez les exposés (AF) de 9.9 %, signifie que parmi les 13 cas d’avortement

survenus chez les vaches sé€ropositives vis-a-vis du BHV4, un seul cas est di au BHV4.

- La fraction attribuable dans la population (PAF) de 1.46%, signifie que parmi les 88 cas
d’avortement observés dans notre étude, 1.46% sont attribuables a une exposition au BHV1, soit
un seul cas d’avortement du au BHV4. Cela veut dire qu’un seul cas d’avortement parmi les 88

vaches ayant avorté aurait pu €tre évité s’il n’était pas exposé au BHV4.

En bilan, la fraction attribuable dans la population totale (PAFt) est de 51.17%, ce qui signifie
qu’approximativement la moiti¢ des cas d’avortement enregistrés dans notre région d’étude sont
dus a I’un des 3 agents abortifs étudiés. Ce qui peut signifier que si nous €radiquons ces trois virus

ultérieurement, le taux d’avortement diminuera de 51.17%.

4.4. Etude de I’association entre la coinfection (par deux ou trois virus) et I’avortement
chez la vache
Enfin, nous avons étudié I’association entre les individus coinfectés (par les 2 ou 3 virus étudiés)

et la présence d’avortement (tableau 27).
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L’¢étude a montré une association significative entre le fait d’étre séropositif a la fois pour le BHV 1
et le BVDV et le fait d’avorter (OR>1, P<0,05). Les autres associations ne se sont pas montrées

significatives (P>0,05).

L’¢étude de 1’association BHV1-BVDV a fait ressortir une valeur d’Odds Ratio de 3.44, ce qui
signifie que les vaches séropositives vis-a-vis d’une coinfection BHV1-BVDYV sont 3.44 fois plus

susceptibles d’avorter que les vaches séronégatives.

La fraction attribuable chez les exposés (AF) était de 70.93%, révélant que parmi les 14 cas
d’avortement enregistrés chez les vaches séropositives a la fois aux BVDV et BHV1, 10 cas sont

dus a la coinfection BHV1-BVDV.

La fraction attribuable dans la population (PAF) était de 11.28 %, montrant que parmi les 88 cas
d’avortement observés dans notre étude, 11.28% sont attribuables a I'exposition simultanée aux
virus BHV1 et BVDV, ce qui correspond a 10 cas d’avortement imputer a la coinfection. Cette
analyse nous permet d’avancer que 10 cas d’avortement parmi les 88 enregistrés dans notre étude

auraient pu étre €évités si cette coinfection n’a pas eu lieu.

Tableau 27 : association entre les coinfections et 1’avortement chez les vaches

Infection double BVDV-BHV1 BVDV-BHV4 BHV1-BHV4 BVDV-BHV1-BHV4
Test ELISA avorté | Non avorté Non avorté Non avorté | Non avorté
avorté avorté avorté
Exposée 14 5 5 2 1 3 4 1
Non exposée 74 91 83 94 87 93 84 95
Total 88 96 88 96 88 96 88 96
Taux 15,9% | 5.2% 5.7% 2.1% 1.1% 3.1% 4.76% | 1.04%
d’exposition (%)

OR (IC 95%) 3.44 (1.18-10) 2.83 (0.53-14.98) | 0.36 (0.04-3.49) 4.54 (0.43-227.58)

Valeur de p 0.02 S 0.22 NS 0.38 NS 0.19 NS
AF % 70.93 64.66 -17.7 77.97
PAF % 11.28 3.67 -2.01 3.71

AF: fraction attribuable chez les exposés ; PAF : fraction attribuable dans la population
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I11. Discussion
1. Enquéte épidémiologique sur les avortements bovins

1.1. Prévalence des avortements
Cette enquéte a révélé que parmi les 300 vaches enquétées, 88 ont avorté, soit une prévalence
globale de 29,33% (IC 95% 24.2% -34.5%). Ce taux est tres €levé et constitue une valeur
critique, car selon les experts, un taux d'avortement situé¢ entre 5% a 8% est déja jugé

inacceptable dans un élevage bovin (Holler, 2012).

Si on compare notre taux d’avortement avec ceux obtenus dans d’autres études réalisées en
Algérie, on remarque que notre prévalence est bien plus importante. En effet, Kaouche et ses
collaborateurs (2011) ont renseigné un taux de 10% a Média, Ghalmi et ses collaborateurs
(2012) ont trouvé un taux de 7.46% dans une étude réalisée a Sétif, Bejaia et Alger, et
récemment Abdelhadi et ses collaborateurs (2015) ont rapporté un taux de 5.61% a Tiaret. En
comparant la présente prévalence avec d’autres régions dans le monde, elle s’avere également
plus importante que celles publiées au Maroc (10.4%) (Lucchese et al.,2016 ), en Ethiopie (8
%) (Geresu et al., 2016), en Belgique (0.7 %) (Czaplicki et Thiry, 1998), en Italie (1,2 %)
(Cavirani et al., 2001 ), en Espagne (13.79 %) (Mainar-Jaime et al., 1999) et au Mexique (25%)
(Garcia-Vazquez et al., 2005),

A I’échelle de I’exploitation, une prévalence d’avortement élevée a aussi été observée. En effet,
environ la moiti¢ des exploitations (47.5%) renferment au moins une vache ayant avorté. Ce
taux est presque similaire a celui observé au Maroc (48%) (Lucchese et al., 2016). Cependant,
il est inférieur a celui rapporté par Anka et ses collaborateurs en Malaisie (2014) (53.42%) et
Chand et Chhabra (2013) en Inde (84.03%). Des taux moins importants ont été observés en
Jordanie (30.64%) (Talafha et al., 2009), au Brésil dans deux études différentes (18.73%)
(6.48%) (Dias et al., 2013 ; Fernandes et al., 2016) et en Ouganda (16.44%) (Makita et al.,
2011).

Cette différence de prévalence entre les régions ou les pays peut étre expliquée par les
prévalences des maladies abortives bovines qui sont différentes. , vue que 1’origine infectieuse
semble la cause la plus dominante (Kirkbride, 1992 ; Hauray, 2000 ; Yamini, 2004 ;
Khodakaram-Tafti, 2005 ; Ernest, 2009).

1.2. Etude des facteurs de risque liés aux avortements chez la vache

Les facteurs qui influencent la prévalence des avortements chez la vache ne sont pas tout a fait connus.
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Les différents facteurs analysés en fonction de leur impact éventuel sur I’avortement chez les
vaches révelent que les facteurs tels la commune, la taille du troupeau, le mode de reproduction,
la présence de petits ruminants dans la ferme, le pratique du paturage commun des bovins,
I’isolement des animaux nouvellement acquis et la source de la vache se sont montrés

significativement associés a la survenue des avortements chez les vaches dans notre étude (p

<0,05).

L’effet de ces facteurs analysés sur I’avortement peut étre li¢ a leur capacité de favoriser la
transmission et la dissémination des maladies a caractéres abortives, vue que la majorité des
avortements bovines sont d’origine infectieuse (Kirkbride, 1992 ; Hauray, 2000 ; Yamini,

2004 ; Khodakaram-Tafti, 2005 ; Ernest, 2009).

a). Commune
Une différence significative a été observée entre la prévalence d’avortement et la localisation
géographique des vaches (commune). Ainsi, les cas d’avortement sont trés fréquents dans la
commune d’Ain Arnat suivie par la commune d’ El-Ouricia. Toutefois, une faible prévalence a
¢été observée dans la commune d’Ain Roua et Ain Abessa. Cette différence de prévalence entre
les régions pourrait étre expliqué par la différence dans la prévalence des maladies abortives

d’une région a I’autre, ainsi qu’aux facteurs de risque favorisants leur apparition.

b). Taille de troupeaux

Dans notre étude, I’importance de 1’effectif fait apparaitre une association significative avec la
survenue des avortements chez les vaches. Cela peut étre expliqué d’une part, par le fait que les
avortements d’origine traumatique augmentent avec le nombre de vaches dans le troupeaux et
d’autre part, par le fait que les plus grands troupeaux ont plus de chance de s’infecter et de se
transmettre des agents pathogeénes par 1’achat d’un grand nombre de taureaux, de vaches et de
génisses de remplacement dont le statut sanitaire est inconnu. De nombreuses études
épidémiologiques réalisées sur les maladies abortives bovines ont décrit I’importance de
I’effectif en tant que facteur de risque, telles que celles publié¢es sur la BVD (Mockeliuniene et
al. 2004 ; Solis-Calderon et al., 2005 ;Talafha et al., 2009), sur I'IBR (Msolla et al. ,1981 ;
McDermott et al., 1997 ; Solis-Calderon et al., 2003 ), sur la neosporose ( Schares et al.,
2004 ; Aguiar et al., 2006; Ghalmi, 2009 ), sur la brucellose (Al-Majali et al., 2009 ; Makita et
al., 2011), sur la chlamydiose (Yin et al., 2014) et sur la fievre Q (Agger et Paul., 2014).
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¢). Mode de reproduction
Dans la présente ¢tude, le mode de reproduction a une influence significative sur la survenue
des avortements. En effet, les cas d’avortements sont plus fréquents chez les vaches saillies
naturellement que chez celles inséminées artificiellement. Ceci peut suggérer la présence de
certaines maladies abortives a transmission vénérienne dans les fermes bovines telle que la
brucellose, la trichomonose, la vibriose ou la campylobactériose, et & moindre degré la BVD,

I’IBR, la chlamydiose, la fievre Q et la leptospirose.

d). Elevage mixte avec les petits ruminants
Le contact avec les petits ruminants semble influencer de facon significative 1’avortement
bovin. Ce qui explique le rdle du petit ruminant dans la transmission directe de certaines
maladies abortives au bovins notamment la BVD et I'IBR, et de fagon indirecte la

toxoplasmose, la neosporose, la chlamydiose et la fievre Q.

e). Paturage commun des troupeaux
Le paturage partagé avec les bovins d’autres fermes a aussi été¢ analysé et les résultats montrent
que ce facteur semble également influencer significativement la survenue des avortements chez
les vaches. L’action de ce facteur ne peut que favoriser le contact des animaux entre eux et la

transmission des agents pathogenes d’un élevage a un autre.

f). Isolement des animaux nouvellement acquis

Le non-respect de la mise en quarantaine des animaux nouvellement acquis semble influencer
significativement la survenue de 1’avortement chez les vaches dans notre étude. Ceci est a
mettre en relation avec I’introduction d’agents infectieux abortifs avec les animaux
nouvellement acquis infectés. Nous citons I’exemple des taureaux brucelliques utilisés pour la
reproduction au sein des élevages indemnes entrainant la contamination du cheptel réceptive et

sensible ainsi que I’apparition d’épisodes d’avortement ultérieurement.

g). Origine de I’animal
Dans notre étude, nous avons constaté que les vaches qui arrivent des marchés aux bestiaux
avortent plus fréquemment que les vaches nées a la ferme. Ce constat pourrait étre expliqué par
I’introduction des animaux dont le statut sanitaire reste inconnu vis-a-vis des maladies
infectieuses en général. D’ailleurs, ce facteur a été identifi¢ comme un facteur de risque dans
de nombreuses enquétes épidémiologiques sur les maladies abortives telles que celles réalisées

sur la neosporose (Stenlund et al., 2003; Frossling et al., 2005 ; Fernandes et al., 2016 ), sur
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I’IBR (van Schaik et al., 2001; van Schaik et al., 2002), sur la BVD (Valle et al., 1999 ; Solis-
Calderon et al., 2005 ; Talaftha et al., 2009) et sur la brucellose (Chand et Chhabra, 2013).

2. Etude séro-épidémiologique de infection par les virus BHV1, BVDV et BHV4
La rhinotrachéite infectieuse bovine, la diarrhée virale bovine et I’infection a herpesvirus bovin
4 sont des pathologies de forte contagiosité (Dewals et al., 2006 ; Mylkens et al., 2007 ; Nandi
etal ., 2009) et de répartition mondiale ( Lindberg et al., 2006., thiry et al., 2006 ; Sayers et al.,
2015). Ils sont a I’origine de pertes économiques considérables dans les €levages bovins,

notamment a travers les avortements générés (Thiry et al., 2006 ; Radostis et al., 2007).

Dans la présente étude, nous avons utilis¢ le test immunoenzymatique (ELISA) de type indirect
pour la mise en évidence des anticorps spécifiques dirigés contre le BHV1, le BVDV et le
BHVA4. Ce test est actuellement réalisé de facon quasi exclusive dans les enquétes de dépistage
et de la recherche scientifique en raison de sa haute sensibilité, sa spécificité, sa relative
facilitée, son rapidité d'exécution et sa capacité de traiter un grand nombre d'échantillons. En
plus, leur réactifs sont généralement peu coliteux, stable et facile a préparer (Nandi et al., 2008).
Malgré que le test de séro-neutralisation (SN) soit considéré comme le test de référence pour la
détection des anticorps neutralisant anti-BHV1 et BVDV (Rocha et al., 2001 ; Vieira et al.,
2003), il reste cependant coliteux, long (délai de 5 a 7 jours) et difficile a mettre en place a
grande échelle, d’ou son recours sur le terrain reste obsoléte. Ce test est donc délaissé comme

test de routine au profit des tests immunoenzymatiques.

Enfin, le fait que la vaccination des bovins contre le BHV1, le BVDV et le BHV4 ne soit pas
pratiquée en Algérie, que les vaches importées ne soient pas vaccinées contre ces virus (selon
les fiches d’identification des animaux examinés au moment des prélévements) et que les
animaux soient indemnes de toutes pathologies contagieuses (selon le certificat sanitaire délivré
par le laboratoire de 1’Institut National de Médecine Vétérinaire (INMV) condition a leur
autorisation d’introduction au pays), les résultats de cette étude sérologique reflétent

certainement une réponse naturelle a 1’infection.

2.1. Etude de la séroprévalence des infections et coinfections par les virus BHV1,
BHV4 et BVDV

2.1.1. Séroprévalence du BHV1
Dans la présente recherche, 56 sur 184 vaches sont séropositives soit une prévalence de 30.43%.
Cette séroprévalence est supérieure a celle obtenue par Achour et Moussa en 1996 en Algérie

(21,8 %). Ces mémes auteurs ont révélé une prévalence de 16.6 % et 20.1% dans deux régions
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limitrophes a la notre région a savoir Bordj Bou Arreridj et Bejaia respectivement. Cependant,
notre séroprévalence s’avere inférieure a celle obtenue dans une étude récente réalisée sur deux
exploitations bovines souffrant de problémes d’avortements et situées au Centre du pays, ou le
taux de séropositivité a atteint 50 % (Dechicha et al., 2010). Par ailleurs, et dans le cadre de la
recherche des maladies respiratoires bovines, des travaux réalisés dans quelques pays voisins
ont montré des taux de séroprévalences plus élevées comparées a celle obtenue dans cette étude,
62.8% au Maroc (Mabhin et al., 1985) et 55.3% en Tunisie (Ghram et Minocha,1990). Une autre
étude publiée récemment au Maroc sur les maladies abortives bovines rapporte un taux de

positivité au BHV1 de 50% (Lucchese et al., 2016).

Maintenant, si on compare nos résultats sur la séroprévalence du BHV1 par rapport aux autres
études réalisées dans d’autres régions du monde (autre que le Maghreb), nous remarquons que
notre taux de séropositivité est proche a celui rapporté par Yesilbag et ses collaborateurs (2003)
en Turquie, Yan et ses collaborateurs (2008) en Chine, Nandi et ses collaborateurs (2011) en
Inde, Nikbakht et ses collaborateurs (2015) en Iran et Guarino et ses collaborateurs (2008) en
Uruguay ou des taux de 35.8 %, 35%, 37.7%, 31.9% et 37% ont été respectivement obtenus.
En revanche, notre étude a montré une séroprévalence plus importante a celles observées au
Canada (20.4%) (Waldner et al., 2005), en Estonie (22.4 %) (Raaperi et al., 2011) et en Italie
(5.52%) (Castrucci et al., 1997), alors qu’elle est plus faible que celles observées en Pologne
(39.2%) (Rypula et al., 2012), en Belgique (61%) (Boalaert et al., 2000), en Espagne (45.7%)
(Gonzalez-Garcia et al., 2009), au Sénégal (77.27%) (Kouamo et al., 2010), en Zambie
(48,28%) (Mweene et al., 2003), au Brésil (59%) (Dais et al., 2013), en Equateur (43.2%)
(Carbonero et al., 2011), au Costa Rica (48%) (Raizman et al., 2011), en Thailande (61%) (
Kampa et al., 2009) et enfin, en Turquie (44.71%) (Yazici et al., 2015).

2.1.2. Séroprévalence du BYDV
Nos résultats ont montré que 55 sur les 184 échantillons sont séropositifs au BVDV soit un taux
de séroprévalence de 29.89 %. En comparant la prévalence sérologique obtenue a celles
rapportées dans d'autres études publiées, il en ressort que cette séroprévalence est plus €levée
que celles observées en Espagne (21%) (Mainar-Jaime et al., 2001), au Mexique (14%) (Solis-
Calderon et al., 2005) et au Etat Unis (7.4% ) (Munoz-Zanzi et al., 2003). Elle est cependant,
du méme ordre de grandeur que celles observées en Jordanie (31.6%) (Talfaha et al., 2009), en
Arabie saoudite (26%) (Mahmoud et Allam, 2013), en Italie (31.1%) (Luzzago et al., 2008), en
Belgique (32.9%) (Sarrazin et al., 2013), en Irlande (25%) (Sayers et al., 2015) et au Costa-

Rica (27%) (Raizzman et al., 2011). En revanche, des séroprévalences plus ¢élevées ont été
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rapportées en Uruguay (69%) (Guarino et al., 2008), en Argentine (70%) (Gorgoza et al., 2005),
au Brésil (39.1%) (Fernandes et al., 2016), au Sénégal (47%) (Kouamo et al., 2010), en
Roumanie (41.44%) (Anita et al., 2013), au Maroc (37%) (Lucchese et al., 2016) et en Iran ou
des taux de (54.3%) et (64.4%) ont été obtenus dans deux région différentes du pays
(Ghaemmaghami et al.,2013 ; Nikbakht et al., 2015).

2.1.3. Séroprévalence du BHV4
Cette enquéte sérologique a révélé que parmi les 184 vaches prélevées, 26 sont séropositives,
soit un taux de séroprévalence de 14.13%. Cette séroprévalence obtenue pour le BHV4 est tres
proche a celles publiées au Ghana (14 %) (Marchot et al., 1991), au Danemark (16%) et (18%)
(Wellenberg et al., 1999) et en France 11.9% (Leboeuf, 2013). Elle est toutefois plus importante
que celles publiées au Maroc (9.52%) (Lucchese et al., 2016), au Japon (8,9%) (Asano et al.,
2003), en Suisse (4.2%) (Metzler et al., 1990) et Aux Pays-Bas (4 %) (Wellenberg et al., 2002).

En revanche, notre séroprévalence s’est révélée plus basse que celles rapportées au Zaire (70%)
(Eyanga et al., 1989), au Canada (98,2 %) (Ali et al., 2011), en Colombie (95,4 %) (Figueredo,
2009-2011), au Taiwan (23,3 %) (Kwang et al., 1999) et en Ethiopie (22,3 %) (Woldemeskel
et al., 2000). Des taux de séropositivité plus €levés ont été également obtenus dans d’autres
enquétes sérologiques réalisées sur des vaches issues de troupeaux présentant des problémes de
reproduction, nous citons I’exemple du Soudan (19,3%) et (25%) (Elhassan et al., 2011), de la
Turquie (56,8 %) (Bilge Dagalp et al., 2007), des Etats-Unis (36 %) (Frazier et al., 2002) et de
la Serbie ( 84 %) (Nikolin et al., 2007).

2.1.4. Séroprévalence des coinfections
La coinfection double la plus fréquemment rencontrée est la combinaison BHV1-BVDYV avec
un taux de séroprévalence de 10.32%, suivie par I’association BHV1-BHV4 (3.80%) et enfin,
BVDV-BHV4 (2.17%). Une coinfection triple a également été relevée avec un taux de 2.71%.
Une étude similaire a ét¢ menée en Turquie sur 140 vaches laitieres ayant déja avorté, elle
montre des taux de 26.6%, 8.6%, 6.4% et 11.4% pour les coinfections BHV1-BVDV, BHV1-
BHV4, BVDV-BHV4 et BHVI-BVDV-BHV4 respectivement (Yildirim et al., 2011).

Pour la coinfection double BHV1-BVDYV, des taux de séropositivité plus élevés ont été obtenus
dans d’autres études sérologiques réalisées au Maroc (Lucchese et al., 2016), en Romanie
(22,63%) (Anita et al., 2013), au Sénégal (43.5%) (Kouamo et al., 2010) et en Iran (23.91%)
(26.2%) (Ghaemmaghami et al., 2013 ; Nikbakht et al., 2015).
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Les différences régionales dans les séroprévalences des maladies a I’origine de 1'avortement
peuvent étre le résultat d'une variété de facteurs telles que les méthodes de gestion sanitaire du
troupeau, les programmes de vaccination, le climat, le mode d’élevage, I’alimentation, les
facteurs géographiques, le nombre de gestation et la désinfection (Anderson et al., 1990 ;

Anderson et al.,2007 ; Ozturk et al., 2011).

2.2. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence des infections et

coinfections par les virus BHV1-BHV4-BVDV

2.2.1. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence vis-a-vis du BHV1
L’analyse détaillée des résultats montre que le taux de séropositivité vis-a-vis du BHV1 semble
varier significativement en fonction de la commune, du mode d’¢levage, du paturage en
commun avec des bovins des autres fermes, du mode de reproduction, de la présence des petits
ruminants, de la source de 1’animal et de la séropositivité vis-a-vis du BVDV. L’ensemble de

ces facteurs seront discutés et comparés aux données bibliographiques :

a). Commune
Une différence tres significative entre la prévalence des anticorps anti-BHV1 et la localisation
géographique des vaches testées. Les taux de séropositivité les plus élevés sont observés dans
la commune d’El-Ouricia, suivie par les communes d’Ain Roua et Ain Abessa. Toutefois, une
faible prévalence a été observée dans la commune d’Ain Arnet. En effet, La différence de la
séroprévalence entre les régions et les pays est expliquée par de nombreux facteurs tels que la
densité de la population bovine, la taille des troupeaux, les pratiques d’¢élevage, le mouvement
des animaux et les mesures de contrdle de la maladie (Houe et al., 1995 ; McDermott et al.,

1997).

En plus, le climat joue un rdle favorisant a I’infection par BHV1 d’aprés Woodbine et ses
collaborateurs qui ont montré que les exploitations situées dans des zones plus froides a haute
altitude sont plus exposées a I’infections par le BHV1 (Woodbine et al., 2009). Cette
constatation est en accord avec notre étude qui montre une séroprévalence plus élevée dans les
trois communes situées dans la zone montagneuse (plus de 1100 m d’altitude) au nord de la
région enquétée par rapport a celle enregistrée dans la commune d’Ain Arnet située dans les
hautes plaines (moins de 1100 m d’altitude) au sud de la région étudiée. Cela peut €tre li¢ a la

forte résistance du BHV1 aux températures froides (Straub, 2001).
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b).Mode d’élevage et paturage en commun avec des bovins des autres fermes

L’analyse statistique a révélé que les vaches élevées en mode d’élevage semi-intensif sont plus
exposées a I’infection que celles élevées en mode intensif. Ceci rejoint les constatations décrites
par de nombreux auteurs sur le role du mode intensif dans la prévention des infections externes
par le BHV1 (Van Schaik et al., 1998; Van Schaik et al., 2002; Vonk Noordegraaf et al., 2004;
Boelaert et al., 2005 ; Gonzalez-Garcia et al., 2009). La forte séropositivité¢ des vaches élevées
en mode semi-intensif pourrait étre liée au paturage qui favorise le contact des animaux et la
transmission du BHV1 entre bovins (Dias et al., 2013). Ce résultat a été renforcé par une autre
étude qui révele une séroprévalence plus €levée chez les vaches qui paturent en commun avec
les bovins d’autres fermes que celles qui paturent dans des parcelles isolées et celles qui ne
paturent pas, montrant ainsi le risque induit par le mélange des bovins des différents troupeaux
dans la dissémination de I’'IBR d’un ¢élevage a un autre. Plusieurs auteurs ont déja identifié le
paturage et le mélange des bovins des différents troupeaux en tant que facteurs de risque de
transmission de la rhinotrachéite infectieuse bovine (McDermott et al., 1997; Van Schaik et al.,

2001 ; Dias et al., 2013).

¢).Mode de reproduction
Dans notre étude, un lien significatif a été retrouvé entre la séropositivité vis-a-vis du BHV1 et
le mode de reproduction. En effet, les vaches saillies naturellement sont plus infectées que celles
inséminées artificiellement. Un résultat similaire a été rapporté par Dias et ses collaborateurs
en 2013 au Brésil. Cette observation s’est expliquée par une fréquence élevée parmi les taureaux
utilisés pour la monte naturelle dans la région d’étude et qui sont infectés par le BHV1, car la
transmission peut se produire par le sperme contaming (Straub, 1990 ; Wellemanns et al., 1993 ;

Wentink et al., 1993; Van Oirschot, 1995; Deka et al., 2005).

d).Présence de petits ruminants
Dans la présente étude, I’élevage mixte avec les petits ruminants influence significativement la
séropositivité vis-a-vis du BHV1. Ceci est en accord avec des études expérimentales qui ont
mis en évidence que le BHV1 peut infecter de nombreuses espéces de ruminants et traverser la
barriere de 1’espece (Keuser et al., 2004), notamment les ovins et les caprins qui peuvent étre
infectés et excretent le virus pouvant contaminer les autres bovins (Wafula et al., 1985;

Whetstone et Evermann, 1988; Six et al., 2001; Thiry et Lemaire, 2001 ; Thiry et al., 2006).
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e).Source de I’animale

Dans la présente recherche, la séroprévalence du BHV1 a varié¢ de facon significative en
fonction de la source de la vache. Ainsi, les vaches achetées semblent étre plus exposées que
celle nées a la ferme. Ce résultat est en accord avec celui observé dans une étude récente
effectuée en Irlande qui a rapporté que les taureaux achetés sont trois fois plus séropositifs que
ceux nés a la ferme (Martinez-Ibeas et al.,2015). Différente études ont montré que 1’achat de
nouveaux animaux est un facteur de risque a I’introduction de I’IBR au sein d’un troupeau
(Paton et al., 1998; Van Wuijckhuise et al., 1998; Vonk Noordegraaf et al., 1998 ;Van Schaik
et al., 1999 ; Van Schaik et al. 2001; Kampa et al., 2004; Boelaert et al., 2005; Nardelli et al.,
2008 ; GonzalezGarcia et al., 2009 ; Dias et al., 2013). Ce résultat est principalement expliqué
par deux éléments essentiels, le marché a bestiaux et le transport. En effet, le marché du bovin
constitue un lieu de contact et de contamination des animaux et le transport qui est considéré
comme un facteur de stimuli pouvant induire la réactivation et le déclenchement de I’'IBR chez
les animaux porteur latent du BHV1, ce qui rend ces animaux une source de contamination et
de propagation du virus au niveau du marché et de 1’exploitation a leur arrivée (Thiry et al.,
2006). Concernant les bovins achetés a partir des exploitations voisines, cela est probablement
li¢ a ’introduction des animaux en phase d’incubation ou des animaux latents (Msolla et al.,

1981; Pastoret et al., 1982).

f).Statut sanitaire vis-a-vis de la diarrhée virale bovine
En ce qui concerne le statut sanitaire vis-a-vis de la diarrhée virale bovine, 1’infection par le
BVDV influence significativement la séroprévalence du BHV1. Ceci est en accord avec une
¢tude menée en Estonie qui rapporte que la présence de I’infection par le BVDV est
significativement associée a une plus haute séroprévalence intra-troupeau du BHV1 (Raaperi
et al., 2010). D’autres études ont également révélé une forte association entre la séropositivité
par les deux virus (Paton et al., 1998 ; Kampa et al., 2004 ; Nikbakht et al., 2015). Cela peut
est probablement 1i¢ a I’effet immunosuppresseur de I’infection par le BVDV qui pourrait étre
un facteur prédisposant a d’autres infections virales ou bactériennes, incluant 1’infection par le

BHV1 (Potgieter, 1995 ; Al-Haddawi et al., 2007 ; Raaperi et al., 2010 ; Ridpath, 2010).

2.2.2. Etude des facteurs de risque liés i la séroprévalence vis-a-vis du BVDV
En somme, 16 variables ont été analysées. Les tests statistiques ont défini 3 variables
significativement associées a la séroprévalence du BVDV qui sont les suivants : la présence de
petits ruminants, la race et la séropositivité vis-a-vis du BHV.

Les résultats obtenus sont discutés comme suit :
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a).Présence de petit ruminant
Dans la présente étude, I’élevage mixte avec les petits ruminants influence significativement
sur la séropositivité vis-a-vis du BVDV. Ceci rejoint les résultats de nombreux travaux qui
montrent que le BVDV peut infecter et induire des signes cliniques chez les petits ruminants et
que ces derniers une fois infectés, constituent une source importante d’excrétion du virus
(brownlie, 1985 ; Chappuis, 1999 ; Liu et al., 2009 ; Krametter Froetscher et al., 2010; Khezri,
2015). Par ailleurs, une étude récente a mis en évidence la possibilité de transmission verticale
du BVDV chez les ovins et la génération des agneaux immunotolérants (IPI) peuvent

contaminer les bovins a I’occasion d’un contact direct (Yazicu et al., 2012).

b).Race
La séroprévalence du BVDV a varié significativement en fonction de la race. En effet, la race
européenne est la plus infectée, suivie par la race croisée. La race locale s’est montrée indemne.
Ceci corrobore la bibliographie qui rapporte que les races importées des pays occidentaux sont
plus exposées que les races locales et croisées des pays en voie de développement en raison de
leur sensibilité aux maladies et du fait de ne pas supporter les conditions d’élevage pratiquées

dans ces pays (Mohamadou et al., 2003).

¢).Statut sanitaire vis-a-vis de la rhinotrachéite infectieuse bovine
Méme constat que pour la rhinotrachéite infectieuse bovine, 1’infection par le BHV1 influence
significativement sur la séropositivité vis-a-vis du BVDV, ce qui suggere que les mémes
facteurs interviennent sur le risque que les vaches soient infectées par les deux virus (Paton et
al.,1998 ; Kampa et al., 2004 ; Nikbakht et al., 2015). Cela est soutenu par cette méme étude
qui montre que 1’élevage mixte avec les petits ruminants est un facteur de risque de transmission

a la fois de la BVD et de I’IBR.

2.2.3. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence vis-a-vis du BHV4
Les différents facteurs analysés en fonction de leur impact éventuel sur la séroprévalence du
BHV4 n’ont montré aucune association significative, Cela peut étre 1ié au faible nombre des
animaux testés dans notre étude. Actuellement, il y a peu d’enquétes épidémiologiques publiées
sur les facteurs de risque pouvant intervenir a la séropositivité vis-a-vis du BHV4 a travers le
monde, bien qu’il soit cosmopolite. Cela est probablement expliqué par le fait que le BHV4
n’est pas responsable de pathologies importantes et qu’il ait été isolé apparemment du bétail

sain (Markine-Goriaynoff et al., 2003).
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2.2.4. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence des coinfections par

les virus BHV1-BHV4-BVDV

2.2.4.1. Etude des facteurs de risque liés a la séroprévalence de la coinfection

BHV1-BVDV

a). Mode de reproduction

Nos résultats ont montré que le taux de séropositivité de la coinfection double BHV1-BVDV
varie significativement en fonction du mode de reproduction. Ainsi, les vaches saillies
naturellement sont plus exposées que celles inséminées artificiellement. Ce résultat peut étre
expliqué par l'utilisation de taureaux infectés par ces deux virus lors de la monte naturelle, car
en effet, la transmission peut se produire a partir de sperme contaminé par le BHV1( Straub,
1990 ; Wellemanns et al., 1993 ; Wentink et al., 1993; Van Oirschot., 1995; Deka et al., 2005 ;
Dias et al., 2013), ou par le BVDV (Houe, 1999 ; Lindberg et Alenius, 1999; Fray et al., 2000 ;
Gard et al., 2007 ; Quincozes et al., 2007; Rikula et al., 2008 ; Chaves et al., 2010 ; Almeida et
al., 2013).

b). Présence de petits ruminants

Le contact avec les petits ruminants semble influencer de fagon significative la séropositivité
vis-a-vis de la coinfection double BHV1-BVDV. Ceci va dans le méme sens que les résultats
discutés plus haut qui montrent la forte association de ce facteur au BHV1 et au BVDV
séparément. Ce résultat n’est pas surprenant vue que ces deux virus peuvent infecter les petits
ruminants qui excrétent les virus et contaminent les bovins présents dans les exploitations
(Wafula et al., 1985 ; Whetstone et Evermann, 1988 ; Six et al., 2001 ; Thiry et Lemaire, 2001 ;
Thiry et al., 2006 ; brownlie, 1985 ; Chappuis, 1999 ; Liu et al., 2009 ; Krametter Froetscher
et al., 2010; Khezri, 2015).

c).Paturage commun des troupeaux
Notre étude a montré que le paturage commun des troupeaux bovins s’est avéré un facteur de
risque de transmission a la fois de la BVD et de I'IBR en méme temps. Ceci est justifié¢ par le
fait que les agents infectieux de la BVD et de I’IBR soient présents dans les sécrétions nasales
et que le contact direct "mufle-a-mufle" au moment du paturage est assez suffisant pour la
propagation de ces infections (Brownlie et al., 1987 ; Pastoret et al., 1997 ; Van schaik et al.,

2002, Callan et Metre Van, 2004 ; Vonc Noordegraaf et al., 2004 ).
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d). Origine de I’animal

L’association BHV1-BVDYV varie de fagon significative en fonction de la source de la vache.
Les vaches achetées semblent étre plus infectées que celles nées a la ferme. Les vaches achetées
semblent constituer une source importante des virus BHV1 et BVDV. Il n’existe que peu
d’enquétes épidémiologiques qui étudient les coinfections et leur facteurs de risque en
épidémiologie animale (Candela et al., 2009), y compris la combinaison BHVI-BVDV
(Nikbakhtt et al., 2015) malgré leur forte contagiosité, leur importance économique, leur
distribution mondiale ainsi que leurs caractéristiques communes. Cependant, 1’achat de
nouveaux animaux a été identifi¢é comme un facteur de risque dans de nombreuses enquétes
épidémiologiques effectuées sur I’IBR (Paton et al., 1998 ; Van Wuijckhuise et al., 1998; Vonk
Noordegraaf et al., 1998 ; Van Schaik et al., 1999 ; Van Schaik et al., 2001; Kampa et al., 2004
; Boelaert et al., 2005 Nardelli et al., 2008 ; GonzalezGarcia et al., 2009 ; Dias et al., 2013). et
sur la BVD étudiés séparément (Valle et al., 1999 ; Mainar-Jaime et al., 2001 ; Solis-Calderon
et al., 2005 ; Talafha et al., 2009 ; Saa et al., 2012 ; Fernandes et al., 2016).

2.2.4.2. Etude des facteurs de risque liés i la séroprévalence de la coinfection

BHV1-BHV4

a). Isolement des animaux nouvellement achetés
Dans notre étude, le non-respect de la mise en quarantaine des animaux nouvellement acquis
est significativement associé a la séropositivité des animaux vis-a-vis de la coinfection BHV1-
BHV4. Ceci est expliqué par I’introduction des animaux en phase d’incubation ou des animaux
latents dans les fermes sans mis en quarantaine (Msolla et al., 1981; Pastoret et al., 1982 ; Egyed
et al., 1996). En outre, ces deux virus a I’instar des autres herpesvirus, ils peuvent s’installer a
1’état latent et se réactivent par différents stimuli stressants tels que le transport, le changement
d’environnement, la parturition et les maladies intercurrentes chez les bovins infectés (Rock et
al., 1992 ; Thiry et al.,2006 ; Pershev et Christova, 2013). De méme, 1’expression de signes
cliniques chez ces animaux lors de la réactivation est le plus souvent fruste ou inapparente
(Thiry et al.,1997 ; Callan et Metre Van, 2004 ), ce qui rend leur détection clinique non évidente

bien qu’ils sécrétent toujours les virus et contaminent les autres bovins.
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2.2.4.3. Etude des facteurs de risque liés 2 la séroprévalence des coinfections
BVDV-BHV4 et BHV1-BVDV-BHV4

Les analyses statistiques ne montrent aucun lien significatif pour les coinfections associant

BHV1- BVDV-BHV4 et BVDV-BHV4 en fonction des différents facteurs étudiés. Cela peut

étre expliqué probablement par la faible taille de notre échantillon.

3. Etude épidémiologique de type cas-témoin
La corrélation entre la séroprévalence aux infections par les virus BHV1-BHV4- BVDV et la
présence d’avortement a été estimée, d’abord au niveau des exploitations prélevées puis au
niveau individuel afin de vérifier si le BHV1, BHV4 et/ou le BVDV étaient impliqués dans la
survenue d’avortement chez les vaches. Nous avons pour cela réalisé une étude cas-témoin avec

comme facteur d’exposition la séroprévalence vis a vis de ces 3 agents viraux abortifs.

Un total de 26 fermes bovines de la région Ouest et au Nord-Ouest de Sétif a été étudié. Sur la
base d’un questionnaire épidémiologique, les fermes étaient réparties en fermes témoins et en
fermes cas. Les sérums d’un total de 184 vaches (130 dans les fermes cas et 54 dans les fermes
témoins) ont été prélevés et analysés pour la détection d’anticorps spécifiques du BHV1, BHV4
et/ou le BVDV. Une ferme était considérée comme positive si au moins un seul animal était

positif.

L’analyse cas-témoin a I’échelle de 1’exploitation n’indique aucune association significative
entre le fait d’étre exposé aux différents agents viraux étudiés et le fait d’avoir des avortements

dans la ferme. Ceci est probablement dii au petit nombre de fermes ciblées.

Au niveau individuel, 1’étude de I’association entre I’exposition des vaches aux différents
agents viraux et le statut de la ferme (cas ou t€émoin) ne montre aucune association significative
a I’exception du BVDV. En effet, pour I’étude cas témoin a I’échelle individuelle et consacrée
au BVDV, le calcul de 1’Odds ratio a montré une valeur de 3.26 qui est significativement
différente de 1 (p<0,05) ce qui est en faveur d’une association positive entre le fait d’avoir des
anticorps anti-BVDYV et le statut de la ferme. Ceci est encore appuyé par le taux d’exposition
qui est plus ¢élevé (36.1%) chez les animaux appartenant aux fermes cas comparativement a un
taux de 14.81% chez les animaux du groupe témoin. Cette différence dans les taux d’exposition
est probablement liée a I’existence des animaux IPI dans les fermes cas qui maintient la
circulation virale, assurant la contamination de ces congénéres et engendrent ensuite des

flambées d’avortement au sein de ces troupeaux (Houe, 1999).
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4. Etude cas-témoin entre avortement chez la vache et exposition aux agents abortifs
étudiés

L’¢étude de ’association entre la séropositivité aux 3 agents viraux et le statut de la vache vis-

a-vis des avortements indépendamment de son appartenance a une ferme cas ou une ferme

témoin a aussi été réalisée.

L’analyse cas-témoin a révélé un lien trés significatif entre le fait d’étre exposée au BHV1,
BVDV ainsi que I’association BHV1-BVDYV et le fait d’avoir avorté. Alors qu’aucun lien
significatif n’ait été retrouvé chez les vaches exposées au BHV4 et les autres coinfections

possibles.

4.1.Etude de I’association entre la séropositivité au BHV1 et ’avortement des vaches
L’étude cas témoin a révélé un lien significatif (p=0.004) entre la séropositivité vis-a-vis du
BHV1 et I’avortement chez les vaches. Ce constat est étayé par le taux d’exposition des vaches
ayant avorté (40,9 %) comparées a celles n’ayant pas avorté (20.8%) et le calcul de I’OR a
montré une valeur de 2.63, ce qui pourrait signifier que les vaches séropositives au BHV1 ont
2.63 fois plus de risque d’avorter que les vaches séronégatives. En comparant ce présent résultat
avec d’autres études qui confirment une association significative entre la séropositivité au
BHV1 et I’avortement, les travaux de Dias et ses collaborateurs (2013) réalisés au Brésil ont
démontré également une relation significative mais assez faible (OR=1,45) entre les vaches
séropositives au BHV1 et ayant avorté. En Estonie, Raaperi et ses collaborateurs (2012) ont mis
en évidence une association beaucoup plus étroite entre la séropositivité au BHV1 et le fait

d’avorter avec une valeur de I’OR de 7,3.

En calculant la fraction attribuable chez les exposés (AF) et la fraction attribuable dans la
population (PAF) nous avons obtenus les valeurs de 61.97% et 25,35% respectivement. Ces

résultats suggerent que 25.35% de ces avortements peuvent étre attribués au BHV1.

L’action abortive du BHV1 a été décrite depuis longtemps et dans de nombreux travaux (Crane
et al., 1964 ; Kennedy et al ., 1964 ; Kelling et al., 1974 ; Muylkens, 2007 ; Nandi et al 2009 ;
Graham , 2013) entrainant des anomalies importantes dans les visceéres feetaux, un arrét
progressif de la circulation sanguine dans le placenta et sa dégénérescence (Nandi et al 2009 ;

Graham, 2013).
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4.2. Etude de I’association entre la séropositivité vis-a-vis du BVDV et I’avortement

de la vache
L’¢étude cas témoin a révélé également une relation tres significative entre la séropositivité au
BVDV et I’avortement chez les vaches. Avec un taux d’exposition de 40,9 % chez les vaches
ayant avorté contre 19.8 % chez les vaches n’ayant jamais avorté, avec un Odds Ratio de 2.81.
ce qui nous incite a conclure que les vaches séropositives au BVDV sont 2.81 fois plus

susceptibles d’avorter que les vaches séronégatives.

Nos résultats vont dans le méme sens que d’autres travaux publiés a travers le monde qui ont
¢galement mis en évidence une corrélation significative entre la séropositivité au BVDV et
I’avortement chez la vache. Cependant, pour certaines études cette relation positive était moins
forte que la notre comme trouvé au kenya (OR=1.5) (Okumu, 2014) et au Nouvelle Zélande
(OR=2.05) (Sanhueza, 2011). Alors que d’autres travaux ont pu obtenir une association
beaucoup plus étroite entre la séropositivité au BVDV et les avortements citons les résultats
rapportés au Philippine (OR=27.11) (Konnai et al., 2008) et en Norvége (OR=11.6) (Fredriksen
et al., 1998).

De la méme fagon que pour le cas du BHV1, nous avons estimé une fraction attribuable chez
les exposés (AF) et une fraction attribuable dans la population qui étaient de I’ordre de 64,41
% et 26,34% respectivement, ce qui suggere que 26.34% de ces avortements peuvent étre
attribués au BVDV. Ce taux est plus élevé que celui rapporté par Sanhueza et ces collaborateurs

en 2011 (3.5%).

Par ailleurs, plusieurs études expérimentales ont démontré I’effet abortifs du BVDV chez les
bovins (Kendrick et al., 1976 ; Done et al.,1980; Anderson et al.,1990 ; Sprecher et al.,1991 ;
Kirkbride et al., 1992 ; Woodard,1994 ; Alves et al.,1996 ). Cependant, bien que le mécanisme
de I’avortement par le BVDV ne soit pas clair, il semblerait que ce virus puisse provoquer des
vascularites dans le placenta maternel et pénétrer dans la circulation sanguine fcetale

(Fredriksen et al., 1999 ; Groom, 2004 ; Anderson et al., 2007 ; Groom et al., 2009).

4.3. Etude de I’association entre la séropositivité au BHV4 et ’avortement chez la
vache
L’étude cas témoin a révélé une valeur de ’Odds Ratio égale a 1.11 (0.48-2.54). Cette valeur
n’est pas significativement différente de 1 (p> 0,05). L’analyse statistique a montré un taux
d’exposition presque similaires dans le groupe des vaches ayant avorté (14.8%) et le groupe

des vaches n’ayant pas avorté (13.5%). Ainsi, aucun lien significatif entre la séropositivité au
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BHV4 et I’avortement chez la vache n’a été relevé. Ce résultat ne va pas dans le méme sens
que celui rapporté par Czaplicki et collaborateurs (1998) qui ont annoncé une association
significative entre la séropositivit¢ au BHV4 et I’avortement. En effet, une séroprévalence de
17,2% a été obtenue chez les vaches ayant avorté contre 10% dans la population témoin de la
province de Liege, avec une valeur d’Odds Ratio égale a 1.87 et une fraction attribuable dans
la population de 8 %. Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues dans ce travail (OR=1.11,

PAF=1.46%).

Le role abortif du BHV4 chez les bovins est un sujet d’actualité. Cependant, il est trés peu
documenté par rapport & son implication aux autres pathologies de reproduction. Toutefois,
Wellemans et collaborateurs (1989) ont rapporté également 14,1% de séroconversions des
vaches vis a vis du BHV4 lors d’avortements. En outre, Deim et ses collaborateurs (2006)
observent une destruction des cellules placentaires et une réponse immunitaire qui perturbe le
role physiologique du placenta sur des échantillons provenant d’avortements bovins et ou le
BHV4 est isolé. Aussi, récemment, Delooz et collaborateurs (2014) ont démontré la possibilité
de I’implication du BHV4 aux avortements dans le sud de la Belgique a travers deux études
différentes. La premicre étude a révélé que 19,5 % de séroconversions des vaches vis a vis du
BHV4 lors d’avortements, alors que dans la deuxiéme, le diagnostic direct de ce virus a été

procédé par PCR dans la rate feetale chez 1.1% des avortons.

Il convient de rappeler que la fraction attribuable dans la population totale (PAFt) est de
51.17%, ce qui signifie qu’approximativement la moiti¢ des cas d’avortement enregistrés dans
notre région d’étude sont dus a I'un des 3 agents abortifs €¢tudiés. ce qui constitue un véritable
obstacle pour le développement de la production laitiére et viandeuse dans notre région. A cet
effet, les résultats apportés par notre étude permettent de les considérer parmi les principales
causes abortives qu’on devrait systématiquement rechercher ou diagnostiquer a chaque épisode

d’avortement.

4.4. Etude de I’association entre la séropositivité vis-a-vis du de la coinfection double
BHV1-BVDYV et ’avortement
Une association significative a été mise en évidence également entre le fait d’avoir des vaches
séropositives simultanément aux BHV1 et BVDV et le fait d’avorter récemment. L.’analyse du
tableau montre un taux d’exposition plus €élevé dans le groupe des vaches ayant avorté (73.7%)
que dans le groupe sans avortement (44.8%), avec une valeur de 1’Odds Ratio égale a 3.44

(1.18-10), supérieure a celles obtenues chez les vaches exposées au BHV1 (2.61) et au BVDV

161



Partie expérimentale : discussion
(2.83) séparément. Ceci explique la synergie dans la pathogenése et dans I’immunosuppression

de ces agents infectieux (Srikumaran et al., 2007 ; Nikbakht et al., 2015).

4.5. Etude de I’association entre la séropositivité vis-a-vis de la coinfection double
BHV1-BHV4, BYDV-BHV4, la coinfection triple BHV1- BVDV-BHV4 et ’avortement de
la vache
L’analyse cas-témoin ne montre aucun lien significatif entre le fait d’étre exposé¢ aux
coinfections doubles BHV1-BHV4, BVDV-BHV4 ou triple BHVI-BVDV-BHV4 et le fait
d’avorter chez les vaches. Ceci peut étre expliqué probablement par la faible taille de notre

¢échantillon.
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VI. Conclusion, Recommandations et Perspectives

A travers cette recherche, I’enquéte épidémiologique sur les avortements nous a permis d'estimer
la prévalence a 1’Ouest et au Nord-Ouest de Sétif qui était de 29.33% au niveau individuel et
de 47.5% a I’échelle de I’exploitation. Cette étude nous a également renseigné sur les différents
facteurs de risque qui peuvent favoriser I’apparitions des avortements dans la région prospectée
telle la commune, la taille du troupeau, la saillie naturelle, la présence de petits ruminants dans
la ferme, le non-respect de la mise en quarantaine des bovins nouvellement acquis, le paturage

en commun et les vaches achetées et/ ou importées.

L’enquéte sérologique nous a permis de déterminer les taux de séroprévalence vis-a-vis des
BHV1, BVDV et du BHV4. A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude réalisée en
Algérie ¢lucidant les facteurs de risque associés a la prévalence des anticorps sériques dirigés
contre BHV1, BVDV et BHV4, ainsi que leurs associations éventuelles aux avortements

bovins.

Cette ¢tude a permis donc de mettre en évidence la présence des anticorps dirigés contre les
virus de ’IBR, de la BVD et de I’herpesvirus bovin de type 4, ce qui témoigne d’une circulation
fréquente de ces virus dans les €levages de la région Ouest et Nord-Ouest de la wilaya de Sétif.
Les résultats obtenus montrent une séroprévalence globale de 30.43 % pour le BHV1, 29.89 %
pour le BVDV et 14.13 % pour le BHV4. Le taux de prévalence des coinfections par ces
différents virus montre une prédominance de la combinaison associant BHV1-BVDV
(10.32%), suivie par les associations BHV1-BVDV (3.80 %), BHV1-BVDV-BHV4 (2.71%) et
BVDV-BHV4 (2.17%) respectivement.

Ce travail a montré que les facteurs de risque en faveur d’une infection par le BHV1, sont la
localisation géographique des vaches (la commune), le mode d’¢élevage semi-intensif, le
paturage commun des troupeaux, la saillie naturelle, I’élevage mixte avec les petits ruminants,
I’origine de I’animal et le statut sanitaire vis-a-vis du BVDV. De plus, cette étude a montré une
corrélation positive entre 1’infection par le BVDV et I’élevage mixte avec les petits ruminants,
la race, ainsi que la séropositivité vis-a-vis du BHV1. En revanche, aucun facteur pouvant
influencer la séropositivité vis-a-vis de I’herpeésvirus bovin de type 4 chez le bovin n’a été mis
en ¢évidence. Toujours en évoquant les différents facteurs de risque, la saillie naturelle, la
présence des petits ruminants, le paturage partagé avec les animaux des autres fermes et 1’achat

de nouveaux animaux ont été identifiés comme des facteurs potentiels de risque pour la
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coinfection BHVI1-BVDV et le facteur non-respect de la mise en quarantaine des animaux

nouvellement acquis pour la coinfection BHVI1-BHV4.

L’étude épidémiologique de type cas-témoin réalisée a I’échelle de I’exploitation n’indique
aucune association significative entre le fait d’étre expos¢ aux 3 agents viraux et la présence
d’avortements dans la ferme. En revanche, ’analyse au niveau individuel ne met en évidence

une association significative qu’avec le BVDV.

L’¢étude cas-témoin appliquée aux vaches ayant avorté et exposées aux agents viraux abortifs
ne montre d’associations significatives qu’avec les vaches séropositives au BHV1 et au BVDV
séparément ou simultanément. Aucun lien significatif n’a été retrouvé chez les vaches exposées

au BHV4 et aux autres coinfections existantes.

Cette étude a montré aussi que 51.17% des cas d’avortement enregistrés sont dus a 1’'un des
trois agents infectieux viraux étudiés, ce qui signifie que ’éradication de ces trois infections
virales réduira le taux d’avortement de 51.17%. Ainsi, les résultats de notre étude impliquent
ces virus et les considérent comme les principaux agents abortifs dans la région Ouest et Nord-

Ouest de Sétif.

Il est connu que ces 3 virus constituent de véritables obstacles pour le développement de la

production laitiere et viandeuse dans tous les élevages bovins dans le monde.

Au terme de ce travail, il est important de recommander des mesures de lutte appropriées contre
ces infections qui consistent a éliminer les maladies et les facteurs de risque favorisant leur
dissémination et renforcer les mesures de biosécurité dans les élevages. Ainsi, nous proposons

les mesures suivantes :

- Un dépistage tres large doit étre réalisé sur I'ensemble du territoire national pour évaluer la
prévalence réelle de ces infections virales en Algérie et ’abattage des animaux séropositifs pour

éradiquer ces infections des troupeaux.

- Le maintien d’un troupeau fermé (la limitation du paturage commun, empécher le mélange
des bovins de troupeaux différents et les élevages mixtes avec les petits ruminants) par des

locaux séparés pour réduire le contact avec les animaux contaminés.

- La restriction du commerce de bovins et la mise en quarantaine des animaux nouvellement

achetés pour quelques semaines avant leur introduction au sein du troupeau.
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- D’utilisation de l'insémination artificielle pour limiter la transmission vénérienne de ces
infections. Toutefois, une attention particuliere sera donnée a l'insémination artificielle, car une
contamination peut se produire via un sperme contaminé par ces 3 virus. Les taureaux
reproducteurs doivent passer des tests de détection du virus et passer une période de quarantaine
avant d’intégrer les centres d’insémination artificielle pour éviter la contamination du troupeau.
En outre, les tests a intervalles réguliers des taureaux sont conseillés, pour controler la
séroconversion et la détection du virus dans la semence, dans les centres d’insémination

artificielle.

- le respect des mesures d’hygiéne strictes du matériel d’injection et d’ insémination afin d’éviter
les risques liés a la contamination par les produits biologiques (vaccins, médicaments, sperme,

embryon, colostrum) ou a la contamination indirecte (équipements, vétements...).

De ce fait, un programme de vulgarisation des €éleveurs aux différents facteurs de risque et aux

mesures de préventions est nécessaire.

En ce qui concerne les avortements : tout avortement doit constituer un élément de suspicion
des infections étudiées. La déclaration est obligatoire par les vétérinaires praticiens et étatiques.
La femelle suspectée doit étre isolée et faire 1'objet d'un examen sérologique notamment vis-a-
vis du BVDV et BHVI1 au niveau des laboratoires de I’Institut Nationale de Médecine

Vétérinaire comme pour la brucellose.

La détection précoce des agents infectieux abortifs est indispensable pour permettre
I’élimination des animaux infectés, mettre en place trés vite les mesures prophylactiques
efficaces afin d’éviter une flambée d’avortements susceptible d’engendrer de lourdes pertes

économiques dans 1’¢élevage.

D’ou la nécessité de sensibiliser les ¢leveurs et les vétérinaires praticiens afin de déclarer les

avortements.

Cette étude épidémiologique devrait étre généralisée dans tout le territoire national afin de
pouvoir renseigner sur I’importance de ces infections et d’implanter un systéme de surveillance

et de contrdle efficace.
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Ces résultats méritent d’€tre consolidés en menant des recherches approfondies sur la
caractérisation moléculaire de ces virus a partir d’avortons et de placentas bovins pour
confirmer leurs implications dans 1’avortement bovin, ainsi que sur 1’isolement des souches
virales sévissant en Algérie pour le développement de vaccins efficaces, notamment les vaccins
marqués ou délétés qui vont permettre de distinguer les animaux vaccinés des animaux infectés
lors de 1’¢laboration d’un programme d’éradication contre ces infections ultérieurement dans

notre pays.

Enfin, il est intéressant de compléter ce travail par d’autres investigations visant d’autres

maladies abortives chez le bovin.
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Annexe 1

Questionnaire épidémiologique destiné aux éleveurs bovins

Les informations concernant I’exploitation
* Commune :
* Type de production ?

[ ] Viandeuse

] Laitiére

L] Mixte

] Allaitant
* Mode d’élevage ?

| Extensif
| Semi-extensif

| Intensif
* Taille du troupeau ?

] <10
1 >10

* Présence de petits ruminants ?
L] Oui

(] Non
* Etat d’hygiéne général de I’exploitation ?

"] Bon
] Moyen

] Mauvais
* Mode de reproduction ?

| Naturelle

[ Artificielle
*L’isolement des animaux nouvellement acquis ?

] Oui

L] Non
*paturage en commun avec d’autres troupeaux ?

| Oui
| Non
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Informations sur I’animal prélevé

*Source de la vache ?
| | Née dans la ferme

[ ] Achetée
*Gestante ?

| Oui

[/ Non
Si gestante ?

[] Primipare

[] Multipare
*Le mois de gestation......cccvvviiiieiiiniiiiiiiiiiiiiiiiniiiieiiieiiiiiiisieinscnns
*Avortement ?

] A déja avorté

|| Jamais avorté
*Stade de gestation au moment de ’avortement ?

|| Entre 1-3mois
|| Entre 3-6mois
|| Entre 6-9mois

Annexe 2.

BIO-X TROUSSE ELISA AVORTEMENT
Trousse pour le diagnostic sérologique chez le bovin des virus BoHV-1 (IBR/IPV), BVDV,
BHV-4 par la méthode ELISA

Test indirect pour sérums sanguins

I. Introduction.

Déterminer la cause d'un avortement chez le bovin est une tache en général assez difficile. La
plupart du temps, cet avortement est la conséquence d'un événement qui est survenu des
semaines, voire des mois plus tot. Trés souvent, le feetus est maintenu dans l'utérus des heures
et parfois méme des jours aprés sa mort. Lorsqu'il est enfin évacué, il a subi des Iésions
d'autolyse telles qu'il est difficile de le soumettre a une quelconque analyse. Il faut encore
ajouter que de nombreuses causes d'avortement chez le bovin restent encore inconnues a I'heure
actuelle. Par ailleurs, certains agents sont trop rarement recherchés parce qu'ils sont difficiles

ou dangereux a manipuler (Coxiella burnetii, Chlamydia psittaci ..). Les agents pathogenes
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directement ou indirectement responsables d'avortements sont par ailleurs nombreux et variés,

ce qui complique bien évidemment le diagnostic. Pour ne citer que les principaux agents
responsables d'avortements et sans chercher a étre exhaustifs, on peut retrouver des virus
(BoHV-1, BVDV, BHV-4), des bactéries (Brucella abortus, Corynebacterium pyogenes,
colibacille, streptocoque, Coxiella burnetii, Leptospira hardjo, Ureaplasma diversum,
Campylobacter foetus, Borrelia coriaceae, Yersinia pseudotuberculosis, Chlamydia psittaci,
Salmonella, Listeria monocytogenes et Haemophilus somnus), des parasites (Distoma hepatica,
Trichomonas, Sarcocystis, Neospora), des champignons (Aspergillus fumigatus, Mortierella

wolfii, ainsi que les genres Mucor, Absidia, Rhizopus) et des levures du genre Candida.

Latrousse ELISA Avortement de Bio-X ne reprend a I'heure actuelle, que les 3 valences virales,
c'est-a-dire le virus de la diarrhée bovine (BVDV), le virus BHV-4 et le virus de la
rhinotrachéite infectieuse (BoHV-1). Cette trousse vise a mettre en évidence 1'existence de
séroconversions vis-a-vis des 3 virus cités, chez le bétail adulte, c'est-a-dire chez la béte qui a
avorté mais surtout chez les autres animaux du troupeau, idéalement 10 % du cheptel ou de
'étable. En effet, au moment ou l'avortement survient, le titre sérique de la meére a trés
fréquemment, déja atteint son maximum et il n'est des lors plus possible de mettre en évidence
de séroconversion. Il est donc préférable de tester les autres animaux du troupeau de maniére a
vérifier que l'infection suspectée est toujours bien active au sein du troupeau. Si plusieurs
animaux font une séroconversion franche vis-a-vis d'un des trois agents pathogénes de la

trousse, on pourra attribuer la cause de 'avortement a cet agent.

I1. Principe du test.

Des microplaques a 96 puits ont été sensibilisées par les 3 agents pathogénes recherchés. La
répartition des agents pathogenes sur la microplaque est la suivante : Lignes A et E : BoHV-1,
Lignes BetF: BVDV,

Lignes C et G : BHV-4,

Lignes D et H : t¢émoin négatif.

Les lignes D et H contiennent un lysat de cellules rénales bovines, lignée qui a servi de substrat
pour la multiplication des virus. On dispose de la sorte d'un témoin négatif véritable qui permet
de différencier les anticorps spécifiques des anticorps dirigés contre des déterminants
antigéniques des cellules rénales qui ont servi a la multiplication virale. L'utilisation d'un tel

témoin permet de limiter dans des proportions importantes les résultats faussement positifs.
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Les sérums sanguins sont dilués dans le tampon de dilution. Apres incubation et lavage de la

préparation, on ajoute le conjugué, un anticorps monoclonal spécifique des IgG1l bovines
couplé a la peroxydase. A 1'issue d'une seconde incubation d'une heure a 21°C +/- 3°C et d'un
second lavage, on ajoute la solution de révélation (TMB monocomposant). Ce chromogene
présente le double avantage d'étre plus sensible que les autres chromogeénes de la peroxydase et
de ne pas étre cancérigeéne. En cas de présence d'immunoglobulines spécifiques dans les sérums
testés, le conjugué reste fixé sur la cupule correspondante et I'enzyme catalyse la transformation
du chromogene incolore en un produit bleu. L'intensité de la coloration est proportionnelle a la
teneur en anticorps spécifiques présents dans 1'échantillon. Le signal enregistré sur la cupule
négative sensibilisée par les cellules rénales de bovin est retranché du signal des cupules
positives sensibilisées par les 3 antigénes viraux. Il est possible d'attribuer a ces échantillons un

niveau de positivité compris entre 0 et +++++.

I1II - Composition de la trousse.

- Microplaques : 2 microplaques de 96 puits. La répartition des antigénes est représentée sur le
schéma suivant.

Ligne A: BoHV-1

Ligne B: BVDV

Ligne C : BHV-4

Ligne D : témoin négatif

Ligne E : BoHV-1

Ligne F : BVDV

Ligne G : BHV+4

Ligne H : témoin négatif

Solution de lavage : 1 flacon de solution de lavage concentrée 20 fois. La solution cristallise
spontanément a froid. En cas d'utilisation partielle, amener le flacon a 21°C +/- 3°C jusqu'a
disparition compléte des cristaux, mélanger la solution et prélever le volume nécessaire. Diluer
20 fois le tampon dans de I'eau distillée ou déminéralisée. Stocker la solution diluée entre +2°C
et +8°C.

Tampon de dilution : 1 flacon de tampon de dilution concentré 5 fois. Le contenu du flacon
est a diluer dans de 1'eau distillée ou déminéralisée. Cette solution est utilisée pour la dilution
des sérums sanguins et du conjugué. En cas d'apparition d'un dépdt dans le fond du récipient,

filtrer la solution sur un filtre en papier de type Whatman.
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Conjugué : 1 flacon de conjugué anti-immunoglobulines de bovin couplé a la peroxydase

(anticorps monoclonal anti-IgGl bovines couplé a la peroxydase de raifort).
Sérum positif : 1 flacon contenant le sérum positif. Reconstituer ce sérum avec 0,5 ml d'eau
distillée ou déminéralisée. Apres reconstitution, le sérum se conserve a -20°C. Répartir ce
réactif en plusieurs fractions avant de le congeler afin d'éviter les cycles de congélation-
décongélation. Si ces précautions sont respectées, le réactif peut étre conservé plusieurs mois.
Solution de TMB Monocomposant : 1 flacon de chromogéne TMB (tétraméthylbenzidine).
Ce réactif se conserve entre +2°C et +8°C. A I'abri de la lumiére. Il est prét a I’emploi.

Solution d'arrét : 1 flacon de solution d'arrét contenant de 1'acide phosphorique (H3PO4) 1 M.

BIO kK 072/2
Microplagues 2
Solution de lavage 1 X 100 ml (20 X)
Tampon de dilution 1X50ml (5X)
Conjugue 1X05ml (50 X)
Sérum positif 1X0,5ml (1X) lyophilisé
Solution TMB mono-composant 1X25ml (1X)
Solution d’arrét 1X15ml {13

IV- Matériel supplémentaire et équipements requis

Eau distillée, cylindres gradués, Berlins, tubes en plastic, portoir pour tubes, pointes, réservoir
a réactifs pour pipettes multicanaux, couvercle, adhésif pour microplaques, pipettes
automatiques graduées (mono et multicanaux), lecteur de microplaque, laveur et agitateur de

microplaques (optionnel).

V - Précautions d'utilisation.

- Ce test ne peut €tre utilis€é que pour un diagnostic "in vitro" et il est a usage strictement
vétérinaire.

- Les réactifs doivent étre conservés entre +2°C et +8°C. Le sérum de contrdle doit apres
reconstitution étre conservé a -20°C. Les réactifs ne peuvent &tre garantis si leur date de
péremption est dépassée et/ou s'ils n'ont pas été¢ conservés dans les conditions décrites dans
cette notice.

- La solution de lavage et le tampon de dilution concentrés peuvent étre stockés a température
ambiante. Apres dilution, ces solutions ont une stabilité de 6 semaines entre +2°C et +8°C.

- Les barrettes non utilisées doivent étre stockées immédiatement dans [’enveloppe
d’aluminium en veillant a conserver le dessicant bien sec et en fermant hermétiquement
I’enveloppe. Si ces précautions sont scrupuleusement respectées, il est possible de préserver

I’activité des barrettes jusqu’a la date de péremption de la trousse.
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- Ne pas utiliser de réactifs provenant d'autres trousses.

- Il est important de veiller a la qualité de 'eau utilisée pour préparer les diverses solutions de
la trousse. Ainsi, il ne faut pas utiliser d'eau susceptible de contenir des agents oxydants
(hypochlorite de soude) ou des sels de métaux lourds car ils pourraient réagir avec le
chromogene.

- Ecarter les solutions contaminées par des bactéries ou des champignons.

- La solution d'arrét contient de I'acide phosphorique 1 M. Manipuler ce produit avec prudence.
- Le matériel utilis€é qui a ét€¢ en contact avec les échantillons doit étre considéré comme
potentiellement infectieux et étre éliminé en respectant la 1égislation en vigueur du pays.

- Pour garantir la fiabilité des résultats, il importe de respecter parfaitement le protocole. On
veillera particulierement a respecter les temps et les températures d’incubation ainsi que la

précision des volumes et des dilutions.

VI. Mode opératoire.

1- Amener I'ensemble des réactifs a 21°C +/- 3°C avant utilisation.

2- Retirer la microplaque de son emballage.

3- Distribuer 1 ml de tampon de dilution, préparé suivant les modalités décrites au chapitre
"composition de la trousse", dans des tubes a hémolyse de 5 ou de 10 ml. Ajouter dans chacun
de ces tubes 10 pl des échantillons sériques et agiter bri¢vement sur un agitateur mécanique.
Procéder de la méme maniere pour le sérum positif.

4- Distribuer les échantillons dilués au 1/100 a raison de 100 pl par puits en respectant la
disposition suivante : sérum de référence positif dans les 4 puits A, B, C, D de la colonne 1,
¢chantillon 1 dans les 4 puits E, F, G, H de la colonne 1, échantillon 2 dans les 4 puits A, B, C,
D de la colonne 2 etc... Incuber la plaque a 21°C +/- 3°C durant une heure. Utiliser un
couvercle.

5- Rincer la plaque a I'aide de la solution de lavage préparée selon les modalités définies au
chapitre "composition de la trousse". Pour ce faire, ¢liminer le contenu de la microplaque en la
retournant vigoureusement au-dessus d'un évier. Egoutter la microplaque a I'envers sur une
feuille de papier absorbant propre de manicre a bien éliminer tout le liquide. A 1'aide d'une
pissette ou par immersion dans un récipient de dimension adéquate, remplir les cupules utilisées
avec la solution de lavage puis vider a nouveau la plaque par retournement au-dessus d'un évier.
Répéter deux fois toute 1'opération en évitant tout particulierement la formation de bulles dans
les cupules. A l'issue de ces 3 lavages, passer au point suivant. L'utilisation d'un laveur de

plaques (automatique ou manuel) est é¢galement conseillée. Il est cependant nécessaire de régler
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la profondeur d'immersion des aiguilles de maniére a ne pas altérer la couche de réactifs

adsorbés sur le fond des puits.

6- Diluer au 1/50 le conjugué dans le tampon de dilution (par exemple pour une plaque, diluer
250 pl de la solution mere de conjugué dans 12,25 ml de solution de dilution). Distribuer la
solution diluée de conjugué a raison de 100 pl par puits. Incuber 1 heure a 21°C +/- 3°C. Utiliser
un couvercle.

7- Laver la plaque comme décrit au point 5.

8- Distribuer le révélateur sur la microplaque a raison de 100 pl par puits. La solution de
révélateur doit étre parfaitement incolore lors de la distribution sur la plaque. Si une coloration
bleue devait étre visible, cela indiquerait une contamination de la solution ou de la pipette.

9- Incuber 10 minutes a 21°C +/- 3°C. a I’obscurité et sans couvrir. Ce temps n'est donné qu'a
titre indicatif car dans certaines circonstances, il pourra étre utile de l'allonger ou de le
raccourcir.

10- Distribuer la solution d'arrét a raison de 50 pl par puits.

11- Enregistrer les densités optiques a l'aide d'un spectrophotomeétre pour plaques en utilisant
un filtre de 450 nm. Les résultats doivent étre enregistrés le plus rapidement possible apres
l'application de la solution d'arrét. En effet, en cas de signal élevé, le chromogéne peut

cristalliser et conduire a des mesures erronées.

VII. Interprétation des résultats

Pour chaque échantillon, calculer la densité optique nette en déduisant de chaque résultat obtenu
pour les puits des lignes A, B et C, la densité optique du témoin correspondant (ligne D) et pour
les puits des lignes E, F et G, la densité optique du témoin correspondant (ligne H). Noter les
résultats obtenus (Delta D.O.). Pour effectuer ce calcul, tenir compte de 1'existence éventuelle
de valeurs négatives. Procéder a la méme opération pour le sérum positif de référence. Le test
ne peut étre validé que si le sérum positif fournit des différences de densité optique en dix
minutes supérieures aux valeurs suivantes :

BoHV-1: 1,000

BVDV : 0,600

BHV-4 : 0,800

Diviser chaque valeur obtenue par la valeur correspondante obtenue avec le sérum positif et

multiplier ce résultat par 100 pour I’exprimer sous la forme d’un pourcentage.
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Delta DO éch * 100
Val =

Delta DO pos

En utilisant le tableau ci-dessous, pour déterminer le niveau de positivité des sérums.

0 + ++ +++ ++++ +++++
BoHV-1 | Val<= | 20% | <Val<= | 45% | <Val<=| 60% | <Val<=] 85% | <Val<=] 110% [ <Val
BVDV [ Val<=|37% | <Val<= | 74% | <Val<= | 111% [ «<Val<=| 148% [ <Val<=| 185% | <Val
BHV-4 | Val<= | 27% | <Val<= | 54% | <Val<=| 81 % | <Vale=|[ 108% | <Val<=|[ 135% | <Val

Seule la mise en évidence d’une séroconversion franche réalisée a partir de deux échantillons
sériques couplés prélevés a 2-3 semaines d’intervalle peut fournir un diagnostic fiable. Le
premier prélévement devra étre effectué durant la phase aigu€ de 1’affection. On considére qu’il
y a séroconversion franche lorsqu’il y a un accroissement du signal de 2 croix (par exemple :

++ > ++++ ou + > +++).

Un échantillon doit étre considéré comme positif s’il fournit un résultat supérieur ou égal a une

croix (+).








