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Résumé :
La rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) est une maladie infectieuse extrémement

contagieuse causée par I’"herpesvirus de type 1, ce virus provoque des effets néfaste chez les

troupeaux de bovins a travers le monde, et donc des pertes économiques

Notre étude réside dans le but de la recherche de BHV-1 dans les cheptels bovins Algérien,
pour cela, une enquéte dans les wilayas de Tizi ouzou, Bouira, Boumerdes, Bordj bouarreridj
tout on étudiant plusieurs facteurs de risque (Type de production et d’élevage, I'age et le

sexe des animaux)

1067 préléevements étaient réalisés parmi lesquelles 251 étaient positifs par 'utilisation de
la technique d’ELISA, ainsi que la technique de la culture cellulaire a démontré que le virus

qui déroule au sein des troupeaux est tres actif et virulent.

Mots clés : La rhinotrachéite infectieuse bovine — Hepersvirus — Pertes économiques — ELISA

— Culture cellulaire.



Abstract :

Infectious bovine rhinotracheitis (IBR) is a highly contagious infectious disease caused by
type 1 herpesvirus, causing harmful effects in cattle herds around the world, leading to

economic losses.

Our study resulted in the research of BHV-1 in Algerian cattle herds, a survey in the wilayas
of Tizi ouzou, Bouira, Boumerdes, Bordj bouarreridj while studying several risk factors (Type

of production and Breeding, age and sex of the animals).

1067 examples were taken, of which 251 were positive using the ELISA technique, and the
cell culture technique demonstrated that the virus which unfolds within the herds is very

active and virulent.
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La liste des abréviations

IBR : Rhinotrachéite infectieuse bovine

IPV : Vulvo vaginite pustuleuse infectieuse

BHV-4 : Herpes virus de type 4

BLHV : Herpes virus lymphotrope bovine

CapHV-2 : Herpes virus caprin 2

OVHV-2 : Herpes virus ovin 2

ALCHV-3 : Herpes virus des alcéphalines

BHV-1 : Herpes virus bovine de type 1

BHV-2 : Herpes virus bovine de type 2

BHV-5 : Herpes virus bovine de type 5

SHV-1 : Virus de la maladie d’aujesky

CerHV-1 : Herpes virus du cerf

RanHV-1 : Herpes virus de renne

BPI : Balanopostite pustuleuse infectieuse

PNN: Poly nucléaire Neutrophiles

NK: Natural killers

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

PCR: Polymerase Chain Reaction
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Introduction :

Le monde de l'élevage est compliqué et plusieurs critériums doivent étre pris en
considération pour bien réussir. Tous les éleveurs désirent avoir un bon élevage, rentable et
exempt de maladies. Mais malheureusement de nombreux virus peuvent provoquée des
préjudices au sein d’un élevage qu’il ne faut jamais les prendre a la légére. En effet la Rhino
trachéite Infectieuse Bovine (IBR) dont I'étiologie est le virus BHV-1 est le plus commune
cause virales d’avortement chez les bovins. Outre le tropisme de la BHV-1 pour I'appareil
génital responsable de la vulvo-vaginite pustuleuse infectieuse, balanoposthite (IPV) il a un

tropisme pour |'appareil respiratoire et cause la rhino trachéite infectieuse bovine (IBR).

Cette maladie n’est donc pas sans importance dans les élevages et doit étre considérée. Il
est de ce fait important de connaitre d’avantage ce virus, ce qu’il cause et comment il est

possible d’avoir le contréle face a cet intrus qui peut causer plusieurs maux.

L'objectif de notre travail est la recherche de la séroprévalence de la vulvo-vaginite
infectieuse (IPV) ou la rhino trachéite infectieuse bovine (IBR) responsable d’avortement
chez des bovins dans les wilayas de Tizi ouzou, Bouira, Boumerdes, Bordj Bou est de les
comparer avec celles isolés jusqu’a présent sur les différents continents. Ces données
permettront d’apprécier plus finement la situation épidémiologique de I'IBR dans les

cheptels ciblés

Dans les pages suivantes, il sera question premierement de la description de cette maladie,
soit les caractéristiques du virus, les symptomes, les modes de transmission et le systeme de
défense établie par les animaux face a cette infection. Ensuite, les conséquences qu’elle

occasionne et principalement les outils diagnostiques et la prévention par la vaccination.
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I. Classification :

I.1. Famille des herpesviridae :
Les herpes virus constituent une famille extrémement riche de virus a ADN de grande

taille. Leurs hotes sont les hommes, d’autres mammiféres et vertébrés et, dans un cas décrit,
un invertébré). La famille Herpesviridae été divisée en trois sous familles, les Alpha-, Beta- et
Gammaherpesvirinaes. Cette division reposait initialement sur les seules propriétés

biologiques des especes. Elle est maintenant confirmée par des analyses phylogéniques (1).

La sous famille des betaherpesvirinae est constitué des genres Cytomégalovirus,
Muromegalovirus, Roseolovirus. Elle a tres peu d'importance en médecine vétérinaire, ils ont
une étroite spécificité d’hote (2). Aucune espéce de ruminants n’est affectée par les

représentants de cette sous-famille (3).

Tableau 1 : Sous-famille des betaherpesvirinae (4).

Genre Virus de ’lhomme Virus des animaux
Cytomégalovirus Human cytomegalovirus Porcine cytomegalovirus
Cercopithecine herpesvirus 5et 8
Muromegalovirus Murid herpesvirus 1

Guinea pig cytomegalovirus

Roseolovirus Human herpesvirus 6
Human herpesvirus 7

La sous famille des gammaherpesvirinaes contient le genre lymphocryptovirus dont
les cibles sont des poissons d’eau douce et d’eau salé et le genre Rhadinovirus ayant pour
cibles des signes dont les ouistitis (5). Et chez les ruminants est représenté par I’herpesvirus

bovin type 4 (BHV-4) et les virus impliqués dans les différentes formes de coryza gangréneux

(6).
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Tableau 2 : Sous-famille des gammaherpesvirinaes (7).

Nom de virus

Espeéce sensibles

Maladie

Herpes virus de type 4
(BHV-4) : le virus de type
Movar

Bovins, accessoirement
d’autres ruminants

Vulvo-vaginite, métrite post
partum, avortement, infections
subclinique

Herpes virus lymphotrope
bovin (BLHV)

Bovins

Isolé de cellules lymphomes

Herpes virus caprin 2
(CapHV-2)

Chevre

Infection subclinique

Herpes virus ovin de type 2
(OvHV-2)

Ovins, bovins, cervidés

Coryza gangreneux, forme
européenne

Herpes virus des alcéphalines
(AlcHV-1)

Gnou bleu (Connochaetes
taurinus), bovins

Coryza gangreneux, forme
africaines

Herpes virus des alcéphalines
(AlcHV-2) herpesvirus bovin de
type 1

Bubale (Alcephalus
buselaphus), bovins

Infection subclinique chez le
bubale, coryza gangreneux
atypique, infection non natale
chez bovins

Herpes virus des alcéphalines
(AlcHV-3)

Antilope topi

Infection subclinique chez
I’antilope lopi, coryza
gangreneux atypique, infection
non natale chez bovins

Herpes virus des hippotraginés

Antilope chevaline
(Hippotragus equinus)

Infection subclinique

Herpes virus de cerf de virginie

Cerf de virginie (Odoccoileus
virginianus)

Dans la sous-famille des alphaherpesvirinae on peut distinguer deux genres: le genre

simplexvirus (herpesvirus bovin de type 2) et le genre varicellovirus (herpesvirus bovin de

type 1, herpesvirus bovin de type 5, herpesvirus porcin de type 1, virus responsable de la

maladie de Marek chez les volailles, virus responsable de la laryngo-trachéite infectieuse

chez les volailles (2).
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Tableau 3 : Sous-famille des alphaherpesvirinae (6).

Nom de virus Espéces sensibles Maladie
Herpesvirus bovin type 1 Bovin, ovin, (caprin) Rhino trachéite infectieuse
(BHV-1) bovine
Herpesvirus bovin type 2 Bovin, autre ruminant Maladie d’Alertons, chéilite
(BHV-2) africain infectieuse bovine
Herpesvirus bovin type 5 Bovins Encéphalite bovine
(BHV-5)
Virus de la maladie d’Aujesky Porc, accessoirement Encéphalite mortelle
(SHV-1) ruminants, carnivores
Herpesvirus de cerf Cerf élaphe (cervus elaphus) Maladie oculaire
(CerHv-1)
Herpesvirus de renne Renne (Rangifer tarandus), Infection génital subclinique
(RanHV-1) (bovin)
Herpesvirus caprin Caprins (Ovin, bovins) Vulvo-vaginite néonatale
(CapHV-1) mortelle
Herpesvirus de buffle Buffle d’Asie (Bubalus Infection subclinique
bubalis)
Herpesvirus ovin type 1 Ovin Adénomatose pulmonaire ovine

(OVHV-1)

(agent causal primitif est un
rétrovirus)

Tous les alphaherpesvirus touchant les ruminants sont capable d’infection, d’excrétion,

d’incubation, d’'une réponse sérologique, de latence et de réactivation avec un ré excrétion

dans leur espece cible. Mais quand ces virus infectent une autre espéce des ruminants, tout

est possible. Tout dépend du virus et de I'espece touchée (7).

Le tableau 4 récapitule les capacités d’infection des différents virus en fonction de I'espece

touchée (7).

Tableau 4 : capacité d’infection des bovins par des alphaherpesvirus autre que BHV-1 (7).

Virus

Infection Excrétion Réponse Latence Réactivation

primaire virale sérologique Ré excrétion
BHV-5 + + + + +
CapHV-1 + + + + -
CvHV-1 - - - R .
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Il. Historique :

1I.1. HERPESVIRUS BOVIN TYPE 1 (BHV-1):
C’est en 1889 que Lucet, en France, décrivait pour la premiere fois la forme génital ou

vulvo-vaginite pustuleuse infectieuse (IPV).
- En 1928, Kendrick <redécouvrit> I'lPV aux Etats-Unis

- La forme respiratoire fut mise en évidence aux Etats-Unis dés 1954 par Schroder et Coll., au sein

d’élevages intensifs du Colorado.

- En 1955, Miller définit I'IBR. En 1956, Nadin isole le virus qui en est I'agent et met en évidence son

unicité avec celui de I'lPV.

- En 1961, Amstrong classe ce virus responsable de I'IBR—IPV comme appartenant a la famille des
Herpesviridae (8).

L’herpesvirus Bovin de type 1 (BHV-1) est a l'origine de 3 maladies : La Rhino
trachéite Infectieuse Bovine (RIB), la Vulvo-vaginite Pustulaire Infectieuse (VPI) chez la

femelle et la Balanopostite Pustulaire Infectieuse (BPI) chez le male (9).

Il existe deux sous-types de BHV-1. Théoriquement les deux types ont un tropisme
génital et respiratoire mais, in vivo, le BHV1-1 est principalement impliqué dans la forme
respiratoire (8), Le BHV1-2 est responsable de la forme clinique génitale (vulvo-vaginite
infectieuse pusteuleuse (IPV), balanopostite infectieuse pustuleuse (IPB), et est lui-méme
devisé en sous type BHV1-2a et BHV1-2b, ce dernier ne présente pas la capacité de
provoquer des avortements (2).

Dans un sous-type ils existent plusieurs souches. Elle varie par leur tropisme, leur
virulence ou leurs répartitions géographiques, elles sont utilisées soit pour faire des sérums
de références pour les tests diagnostiques ou pour faire des vaccins. Certaines parentés de

souche ont démontré dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Les sous-types du BHV-1 (8).

BHV-1 Tropisme dominant Parenté de souche Prédominance
Sous-typel Respiratoire Souche de référence Présent depuis 1972
de COOPER
Sous-type2 Génital Souche de référence Rencontré depuis les
de K22 années 60
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Les hotes naturels sont les bovins. BHV-1 a une spécificité étroite. Les especes
susceptibles, chez lesquelles le BHV-1 (qui est soit isolé, soit des anticorps spécifique) est
capable d’établir une infection latente, sont les bovins, les chévres, les moutons, la sous-

espéce bovidae (renne, cerf) (9).

Les épidémies se présentent souvent chez les animaux entre 6 et 18 mois d’age, mais
les bovins de tout dge sont susceptibles. Les veaux sont souvent protégés par les anticorps
maternels jusqu’a I'dge de 3-4 mois et donc il est rare d’observer une infection avant ce

moment (9)
I.2. 'HERPESVIRUS BOVIN DE TYPE 5 (BHV-5) :

Lors de plusieurs épisode d’encéphalite qui en lieu en Australie en décembre 1960.
Lors de la recherche de I'agent causal par séroneutralisation et par immunofluorescence, le

virus était BHV-1.

Il est donc dénommé BHV-1,3 pour le distinguer des souches respiratoires et génitales,

classé respectivement BHV-1,1 et BHV-1,2.

Avec le développement des techniques de biologie moléculaires dans les années
1980 et 1990, il est apparu que ses souches encéphalitogénes étaient distinctement

différentes des souches respiratoires et génitales du BHV-1.

En 1992, une nouvelle classification proposée et ses souches encéphalitogénes ont

constitué une nouvelle espéce virale, le BHV-5 (7).

L'herpés virus bovin de type 5 (BHV-5) est un autre pathogéne de la famille des
herpesviridae qui entraine une maladie respiratoire et neurologique chez les bovins et les
ovins. Le virus est trés similaire a BHV-1, peut également étre a l'‘origine de signes
neurologiques, mais BHV-5 a un neurotropisme plus élevé. Les veaux jusqu’a I'age de 10

mois sont le plus souvent affectés. La maladie nerveuse est souvent aigue (10).
lll. Structure du virion :

Il s’agit d’un virus a ADN bicentenaire enveloppé, de 150a 200 nm de diameétre, dont

I’enveloppe porte des spicules de 100 nm.

Sa nucléocapside (capside) icosaédrique est de symétrie cubique, composé de 162
capsomeres répartie comme de suit: 12 capsomeéres pentavalent aux sommets, et 150

capsomeres hexavalent. Cette derniere est entourée d’un tégument, composé de protéine.
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Figure 1 : Structure de virus BHV1 (30).

Le tégument est entouré par une double membrane phospholipidique porteuse de
glycoprotéines dont les plus connues sont: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL et gM

intervenant dans les interactions virus-virus et virus-cellule hote (8).

IV. Génome :

IV.1. Organisation génomique:
Le matériel génomique des herpes virus est constitué d’un double brin d’ADN linéaire qui

se circulaire immédiatement aprés sa séparation de la capside et la pénétration dans le
noyau de la cellule infectée. Sa taille peut varier d’environ 120 a 230 kpb, selon I'espéce

virale (11-12)...

La composition en base (G+C) varie de 31 a 75 %, cette proportion étant particulierement
élevée chez les alphaherpesvirus, le poids moléculaire de cet ADN varie entre 120 et 230 kpb

(11-12).

Les génomes bu BHV-1 et de tous les alphaherpesvirus qui lui sont apparentés appartiennent
au groupe D. lls sont composés d’une unité longue (UL) et d’une unité courte (Us) flanquée
de deux séquences répétées inverses IR (séquences répété interne) et TR (séquence répétée

terminale) (11).
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T e

Figure 2 : Représentation schématique du génome du BHV-1 5 (30).

(U1 : unité longue ; Us : unité courte ; IR et TR : séquences répétées terminales et internes)

IV.2. Séquencgage :

Un projet de collaboration internationale a permis le séquengage complet du génome
du Bhv-1, principalement a partir de la souche Cooper. Celui-ci est composé de 67 geénes
uniques répartis entre l'unité courte, et 2 génes dupliqués dans les régions IR et TR (13). Le
génome BHV-1 code un grand nombre de protéines impliquées dans la synthése de I’ADN, le
métabolisme des acides nucléiques... Les genes codant ces protéines peuvent étre classés en

guatre catégories (14) :

- Les génes codants des protéines responsables de la multiplication du virus

- Les genes codant des protéines permettant la diffusion du virus dans | organismes hote a
partir de son lieu d’inoculations.

- Les génes codant des protéines altérant les défenses immunitaires de I'h6te.

- Les genes codant des protéines responsables de la pathogénicité du virus sur les cellules

hotes.

V. Cycle de multiplication virale :

Les herpesvirus sont capables de suivre un cycle de multiplication en fonction des
conditions de l'infection : appelé le cycle lytique qui correspond a I'expression, séquentielle
et ordonnée de I'ensemble des genes viraux. Le cycle de multiplication aboutit a la formation
d’une nouvelle génération de particules infectieuses et a la lyse cellulaire (15). Le cycle de
réplication du BHV-1 et des virus qui lui sont apparentés est donc calqué sur ce modele qui

comprend 5 étapes (16) :
V.1. Adsorption :

Les glycoprotéines d’enveloppe permettent I'attachement du virus aux récepteurs

cellulaires.
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V.2. Pénétration dans la cellule hote :

L'enveloppe virale fusionne avec la membrane plasmique de la cellule hoéte, libérant

ainsi la nucléocapside et le tégument dans le cytoplasme.
V.3. Transcription et réplication de ’ADN :
V.3.1. La décapsidation :

S’effectue au niveau d’un pore nucléaire (il s’agit de I’éclipse), elle libere I'ADN viral
dans le noyau, ou débute la transcription des genes viraux qui requiert la participation

de I'ARN polymérase Il cellulaire, sous le contrdle de facteurs viraux.
V.3.2. La synthese des protéines :

La synthése des protéines virales s’effectue en cascade. On distingue trois types de

protéines en fonction de leur ordre d’apparition dans la cellule infectée :

v' Les protéines précoces immédiates («immediate-early», IE): protéines de
régulation, non structurales, qui vont induire la synthése des protéines E et L tout en
exercant un rétrocontrole négatif sur leur propre syntheése.

v’ Les protéines précoces («Early», E) : Elles sont impliquées dans la réplication du
génome viral (thymidine kinase, ADN polymérase) et dans la transactivation des
genes tardifs.

v' les protéines tardives («Late»l): ce sont des protéines structurales douées

d’activité biologiques (glycoprotéines) ou régulatrices.

La transcription et la traduction des genes IE et E ont lieu avant la réplication de ’ADN
alors que la synthése des protéines L ne s'effectue que lorsque la réplication a déja

commencé.
V.3.3. Réplication de I’ADN et encapsidation :

L’ADN viral est réplique par un mécanisme de cercle roulant (« rolling circle »).
Chaque unité génomique formée est alors clivée par une activité endonucléasique

puis encapsidée.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

V.3.4. Maturation :

Une fois synthétisées, les protéines de la nucléocapside s'assemblent a l'intérieur
du noyau. Le bourgeonnement a travers le feuillet interne de la membrane nucléaire leur
permet d'acquérir une enveloppe transitoire. Cette enveloppe fusionne ensuite avec le

feuillet externe, libérant ainsi la nucléocapside dans le cytoplasme.

V.3.5. Libération du virus :

L'enveloppe définitive est acquise aux dépens des vésicules issues de I'appareil de
Golgi. Le virus ainsi enveloppe subit ensuite I'exocytose apres fusion de ces vésicules avec la

membrane plasmique.

Le cycle de multiplication virale des alphaherpesvirus se déroule généralement en
moins de 20 heures. Ainsi, in vitro, 'expression d’antigenes viraux a la surface des cellules
infectées par le BHV-1 a lieu dés la troisieme heure post infection et 'on peut mettre en
évidence la présence de particules virales néoformées dans les milieux intra et

extracellulaire dés la septieme et la huitiéeme heure post infection respectivement.
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Figure 3 : Cycle de réplication des alphaherpesvirus (7).
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VI. Glycoprotéines virale :

Les glycoprotéines sont responsables de différentes actions. Tout d’abord, elles ont

un role important dans le cycle de multiplication virale :

Initiation de I'attachement sur le récepteur cellulaire et pénétration du virus dans la
cellule cible,

Fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cytoplasmique,

Enveloppement de la capside virale

Sortie du virus de la cellule,

Passage de cellule a cellule, sans passage par le milieu extracellulaire.

Les glycoprotéines jouent également un réle important dans la pouvoir pathogene du virus.

On dénombre 10 glycoprotéines d’enveloppe, les glycoprotéines gK, gC, gB, gH, gM,

gL sont codées par des genes localisées sur le segment UL, alors que les quatre autres, gG,

gD, gl, gE, sont codées par des génes localises sur le segment US. Certains d’entre eux

semblent étre indispensable a la réalisation du cycle de multiplication virales ce sont la

glycoprotéine essentielle qui sont : gB gD gH gK et gL et les autres sont non essentielles.

Il y apparait que les trois glycoprotéines d’enveloppes majeures de BHV-1 sont gB, gC

et gD. C'est donc sur elles que repose la majorité du pouvoir antigénique de BHV-1, les

autres gE gH gl gK gG sont qualifié de mineur (7).

11
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Tableau 6 : Classification et fonction des glycoprotéines BHV-1 (7).

Nom

Gene

Essentielle
/Non
Essentielle

Majeure

/

Mineure

Réles/Interactions

Gb

uw27

Essentielle

Majeure

Entrée dans la cellule hote,
dissémination des virions
de cellule a cellule.
Récepteurs héparine-like.

gC

U4

Non

Majeure

Attachement a la cellule héte
sans jouer sur la virulence,
détermination cellules cibles
et donc des espéces cibles.
Récepteurs héparine-like,
complément (C3b).

gD

Us6

Essentielle

Majeure

Attachement et entrée dans
la cellule. Passage de cellule a
cellule.

Associée a gH.

gE

Us8

Non

Mineure

Propagation du virus de
cellule a cellule.
Forme un complexe avec gl.

gG

Us4

Non

Mineure

Maintient la jonction
intercellulaire, de facon
indépendante de gE.

gH

UL22

Essentielle

Mineure

Pénétration dans la cellule
hote et propagation de
cellule en cellule. Forme un
complexe avec gL permettant
la fabrication de gH, son
transport intracellulaire et
I’'ancrage de gL dans la
membrane cellulaire.

Us7

Non

Mineure

Forme un complexe avec gk
permettant la fusion
cellulaire.

gK

Ul53

Essentielle

Mineure

Transport intracellulaire vers
la surface de la cellule des
composants viraux controlant
le processus de fusion
cellulaire.

gL

ucl

Essentielle

Mineure

Forme un complexe avec gH.

gM

uLlo

Non

Mineure

Influence la fluidité
membranaire et favorise donc
I’entrée et la sortie du virus
des cellules hotes.

12
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VII. Pathogénie :

Les bovins se contaminent de proche en proche par voie respiratoire ou génitale.
L'agent infectieux se développe alors dans I'organisme provoquant les signes cliniques. La
réaction immunitaire, qui apparait entre 10 et 35 jours apres l'infection, fait cesser les
symptomes et I'excrétion virale, mais conduit a une phase de latence du virus. Les animaux
infectés deviennent alors porteurs asymptomatiques du virus. A I'occasion d’un stress ou
d’un traitement médical, tout animal infecté est susceptible de réactiver et de réecxréter le

virus et de contaminer ainsi les autres animaux du troupeau (15).

VII.1. Primo-infection :
VII.1.1 Pénétration dans I’organisme :

Dans les conditions naturelles, les herpes virus des ruminants se transmettent
principalement par contact direct entre individus ou par l'intermédiaire d'aérosols sur des
courtes distance, Suite a une primo-infection, une étape de multiplication virale a lieu dans
les cellules épithéliales de la muqueuse ayant servi de porte d'entrée, A ce stade, le
virus est excrété a des titres élevés, ce qui permet la dissémination d'une grande quantité
de particules virales dans I'environnement (17), par contre l'infection génital requiert un
contact direct, soit de facon directe au cours de la saillie naturelle, soit par les paillette
d’insémination artificielle. Il existe d’autres sources d’infection peu courante, comme
I’'alimentation, I'eau, ou du matériel contaminé comme les manchons trayeurs de la machine

a traire (18).

VII.1.2. Dissémination dans I’organisme :

L'inoculation a lieu dans les voies respiratoires supérieure. Une premiére phase de
multiplication virale se réalise sur les cellules épithéliales des muqueuses pituitaires puis la

dissémination emprunte trois différentes voies (8).
VII.1.2.1. Virémie :

L'infection primaire est a I'origine d’une virémie transitoire pouvant étre a I'origine
d’essaimage secondaires au niveau d’organes cibles tels que l'intestin, le foetus, les ovaires,
I’encéphale. Ainsi, un veau nouveau-né contaminé par le BHV-1 et non couvert par
I'immunité colostrale peut succomber d’une infection généralisée caractérisée par un état

fébrile, des épisodes de diarrhée, et une prostration (8).

13
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VIl.1.2.2. Voie neuronale :

Apres une phase de multiplication locale au niveau des cellules épithéliales de Ila
mugquese nasale, le BHV-1 progresse par neuroprovbasie rétrograde et colonise le gonglion
régional : on retrouve ainsi le BHV-1 a I'état latent dans les gonglions trijumeaux lors
d’infection respiratoire et au niveau des gonglions sacraux lors d’atteinte génitales (19-
20).Une dissémination vers le systeme nerveux central et la moelle épiniére semble possible

mais n’entrainerait pas de lésion tissulaire (19).
VII.1.2.3. Transmission de cellule a cellule :

Le BHV-1 et les autres herpes virus des ruminants sont capable de se propager d’une
cellule a I'autre, sans passer par le milieu extracellulaire. Cela leur permeterait d’etre a I'abri
du systeme immunitaire de I'hote, ce qui pourrait jouer un role primordial lors de la
réactivation d’un virus a I'état latent chez un individu immunisé (17). La majorité des
glycoprotéine joue un role dans cette dissémination de cellule a cellule et en particulier gE et

gG (21).
VII.1.3. Manifestation clinique :
VII.1.3.1. U'infection par le BHV-1:

A. La forme IBR : Rhino trachéite infectieuse bovine : (7-22)

L'IBR cause plusieurs symptomes et la gravité dépend de la présence ou non d’une
infection secondaire. Néanmoins, la plupart des animaux infectés n’auront pas de signes
visibles de la maladie aprés avoir été infectés. De plus, ils ne se débarrassent jamais

complétement du virus et deviennent des "porteurs sains" (22).

Tableau clinique :

- Apres une inoculation intra nasale, une forte fiévre est présentée pour 4 a 5 jours, avec
des pics a 41°C. Cette fievre peut étre accompagnée d’apathie et d’anorexie.

- Chez les vaches laitieres adultes, il y a une légére chute de production laitiere (en
moyenne 1 litre par jour pendant 9 semaines). Apres 2 ou 3 jours d’incubation, des signes
respiratoires et oculaires sont observés. lls consistent en une inflammation de Ia
mugqueuse nasale ainsi que des ulceres, un écoulement nasal tout d’abord 47séreux puis
mucopurulent et dans les cas séveres, une détresse respiratoire inspiratoire (due aux

débris nécrotiques dans la lumiére trachéale) accompagnée d’une toux.

14
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On retrouve également du ptyalisme, une inflammation des muqueuses du pharynx et de
la trachée. L'inflammation peut s’étendre a I'appareil respiratoire profond sous forme de
bronchopneumonie, en particulier lors de surinfections par Mannheimia Haemolytica. En
I'absence de surinfection bactérienne, I'animal peut guérir en 15 jours. Le taux de

mortalité est variable selon la virulence de la souche (7).

B. La forme IPV : vulvo-vaginite pustuleuse infectieuse, balanoposthite (7-23-24)

L'incubation dure 1 a 3 jours. Il s’agit d’'une inflammation de la muqueuse génitale
externe (vulve et vagin chez la femelle, prépuce et gland chez le male) associée a de
I’érythéeme, de I'hyperhémie, des plaques blanches de membranes fibrineuses et des
vésicules qui évoluent en ulceres, avec coalescence des lésions.

Elle est associée a de I’hyperthermie (41,5°C) entre 3 et 7 jours aprés l'infection (23), un
abattement et une baisse d’appétit. Les symptomes perdurent pendant une a deux
semaines (24).

Chez la vache, on parle d’exantheme coital. La vulve est tuméfiée et la queue bat de
facon excessive. Chez le taureau, les lésions sur le pénis le rendent trés douloureuy, il

refuse la saillie et présente une pollakiurie (7).

Infection Réactivation
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Figure 4 : Les étapes de l'infection par I'IBR sur un bovin (22)
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VII.1.3.2. La méningo-encéphalite a BHV-5:

L'encéphalite a BHV-5 touche préférentiellement les veaux agés de 2 a 10 mois
dépourvus d’anticorps dirigé contre le virus. Si les veaux sont infectés aprés avoir été
vaccinés contre BHV-1 ils deviennent infectés de maniere silencieuse et le virus devient
latent. BHV-5 entraine une tachycardie, une tachypnée, une fievre, une dyspnée, un
écoulement nasal mucoide, un étouffement et des bruits pulmonaires anormaux. Il y a
souvent une hypersalivation et des douleurs abdominales. Il y également une |léthargie, une

anorexie, une douleur, un géne, et les animaux gisent souvent au sol.

L'infection neurologique aigue se présente comme un opisthotonos, une
hyperesthésie, un comportement anormal, une ataxie, une inclinaison de la téte, une
conjonctivite, un aveuglement, un coma et des convulsions. Des probléemes de
proprioception peuvent apparaitre soudainement. La maladie chez les nouveau-nés entraine

une virémie et une mort rapide.

La maladie subclinique chez les veaux est a I'origine d’'une dépression, d’une ataxie et
d’une suppression de la motilité du rumen. La dyspnée est plus grave car la maladie est plus
chronique, et il y a souvent une mortalité élevée. Les animaux rétablis deviennent des

porteurs latents de la maladie (25).

VII.2. Latence :

D’un point de vue biologique, la latence est définie comme une infection virale
persistante durant laquelle le génome viral est présent en I'absence de virus infectieux, a
I’exception de certaines périodes de réactivation virale, au cours desquelles le virus
infectieux est produit (26,27). Pendant la période de latence, le génome viral est présent
sous la forme de molécules circulaires et seule une faible proportion des genes est exprimée

(28-29).

Dans les conditions naturelles, la latence virale fait systématiquement suite a une
primo-infection. Les animaux porteurs latents ne montrent aucun signe clinique de maladie,

seuls des tests sérologiques mettant en évidence des anticorps anti-BHV-1 (30).
VII.3. Réactivation et ré-excrétion virale :

Durant la vie de I'animal infecté, le virus latent peut étre réactivé suite a divers

stimuli (30). Aprées réactivation il y a synthese de nouveaux virions dans le site de latence (7).
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Il existe différents stimuli déclenchant la réactivation du virus, comme la mise bas, le
transport ; la surinfection par le virus para influenza 3 (PI13) (31), la bronchite vermineuse
(32). Expérimentalement, des injections de Dexamethasone a raison de 0.1mg/kg de poids
vif/jr par voie intraveineuse pendant 3 a 5 jours provoquant une réactivation mais
I'immunodépression qui pourrait découler de I'injection répété de glucocorticoides n’est pas

en cause (33). La Dexamethasone aurait une action directe sur le neurone hébergeant (34).

Apres réactivation dans les neurones du ganglion trigéminé, BHV-1 débute un cycle
de réplication lytique qui peut conduire a la mort du neurone. Les nouvelles particules
virales migrent par voie axonale jusqu’a leur porte d’entrée initiale : la muqueuse
respiratoire. Le virus est capable de passer des axones aux cellules gliales accolées au
neurone mais ensuite, il ne peut pas passer de la cellule gliale a une cellule non nerveuse

sans sortir des cellules nerveuses (35).

Deux facteurs influencent la ré-excrétion virale : I’état immunitaire avant la réactivation et le

phénotype du virus.

La réponse immunitaire primaire a une primo-infection ou a une vaccination est
capable de maitriser la ré-excrétion virale dans les deux mois suivants. La réponse
immunitaire secondaire peut également maitriser la ré-excrétion en fonction du titre en
anticorps neutralisants (36). Le phénotype du virus influence également la ré-excrétion.

Des expériences ont montré qu’un mutant double délitée gC/gE peut établir une
latence mais aucune ré-excrétion n’a pu étre démontrée malgré un traitement de
réactivation ou que la proportion de ré-excrétion est plus forte chez des veaux infectés par la
souche sauvage du BHV-1 que chez des veaux infectés par une souche délitée en gE (37).

Donc la réactivation ne s"accompagne pas de la ré-excrétion.

VIII. Réponse immunitaire de I’héte :

L'infection par le virus BHV-1 induit la mise en place de 3 sortes de réponses

immunitaires, comme représentée sur la Figure 05 (38) :

- Une premiere réponse non spécifique, cellulaire, avec l'action des polynucléaires

neutrophiles et la production précoce de cytokines

17



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

- Une réponse spécifique cellulaire au cours de laquelle interviennent les lymphocytes T

- Une réponse spécifique humorale faisant intervenir les lymphocytes B.

Maladie clinique

100 i © Anticorps
A .\
75 N,
® \
=
(k)
o 50 \\
: \
=L

25 T immunité cellulalre

.- —————lokines Lardives
1] A 10 15 Cylukines précoces

lours aprés 'infection

Figure 5 : Réponse immunitaire a I'infection par le BHV-1. (38)

VIIl.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 I'épithélium respiratoire (39). Certains éléments de cette réponse sont
constitutifs, comme le complément et d’autres sont induits par I'infection virale, comme les
interférons. Il s’agit de la premiere ligne de défense de I'organisme face a I’agression par un
virus. Cette réponse inflammatoire peut parfois étre excessive, et donc étre délétére pour

I'individu.
VIII.1.1. Interféron et cytokines :

Quand une infection virale est établie, la premiére réponse a l'infection est une
réaction inflammatoire et cellulaire, avec I'apparition de cytokines précoces quelques
heures aprées l'infection. La production d’interférons a et B est induite par la production
d’antigenes viraux par les premiéres cellules infectées. Moins de 5 heures apreés 'infection,
on retrouve les interférons a et B dans les sécrétions nasales et le sang. Leur niveau

atteint un pic dans les 36 a 72 heures suivant l'infection et reste élevé jusqu’a I'arrét de la
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multiplication virale (40). La production de ces interférons est induite par la multiplication

du virus mais aussi par les macrophages recrutés sur le site de I'infection.

Les interférons a et B sont indispensables a l'initiation de la réponse inflammatoire
spécifique. La vitesse et 'amplitude de sécrétion de ces interférons jouent un role capital

dans la capacité de I'hGte a se défendre contre I'infection virale (41).
VIII.1.2. Polynucléaires neutrophiles :

Les cytokines pro inflammatoires, interleukine 1 et interféron a, libérées par les
macrophages alvéolaires et les cellules épithéliales pulmonaires induisent une
hyperthermie et une infiltration massive des poumons par des polynucléaires neutrophiles
dans les 24 a 48 heures post-infections. Elles entrainent également I'expression de
molécules d’adhésion intracellulaires par les cellules endothéliales, permettant I'adhésion
des neutrophiles (42). Les PNN combattent l'infection par cytotoxicité dépendant des

anticorps(ADCC)(43).
VIII.1.3. Macrophages :

Des cytokines précoces, II-1 et II-6, induisent la production d’un facteur, le GM-CSF,
par les cellules du parenchyme pulmonaire et les lymphocytes. Ce facteur stimule les
colonies de macrophages et de granulocytes, d’origine pulmonaire. Cela participe a la
différenciation des macrophages dées 24 heures post-infection. lls sont alors capables
de lyser les cellules infectées par le BoHV-1 (43). De plus, les lymphocytes T produisent
une semaine apres l'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.
VIII.1.4. Cellules Natural Killer (NK) :

Les cytokines tardives comme l'interleukine-2 et I'interféron-y, activent les cellules
Natural Killer. Elles tuent spécifiguement les cellules infectées en ciblant les glycoprotéines

gB et gD (44)
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VIIl.2. Réponse immunitaire spécifique :
VIII.2.1. Réponse immunitaire spécifique de type cellulaire :

La mise en place de la réponse immunitaire 3 médiation cellulaire correspond a une
prolifération lymphocytaire, une cytotoxicité directe et une production de cytokine. Elle
atteint son pic d’activité entre 7 et 10 jours. Des études montrent que les glycoprotéines
d’enveloppe majeures gB, gC et gD en sont a la fois, les stimulants et les cibles principales

(45-46).

L'interféron a provoque un passage massif des lymphocytes TCD8+ du torrent circulatoire
vers le poumon, ol ils sécretent des cytokines tardives. Celles-ci déclenchent Ia
destruction des cellules infectées par BHV-1 par les macrophages et les lymphocytes
TCD8+ eux-mémes. Les lymphocytes TCD8+ ciblent gC et gD (38). gC est également le
stimulant des lymphocytes TcD4+ (47).

Suite a la reconnaissance de I'antigeéne, les lymphocytes TCD4+ produisent des cytokines
tardives, comme l'interleukine 2 (IL2) et I'interféron y (INF-y). Ces cytokines jouent un réle
capital dans la régulation de la réponse immunitaire. L’'IL2 stimule la prolifération
lymphocytaire et I'activation des cellules cytotoxiques. L'IFN-y active les polynucléaires

neutrophiles et les cellules NK(7).

Lors de primo-infection, il apparait que la réponse cellulaire, spécifique et non
spécifique, joue un roéle plus important que les anticorps dans la lutte contre I'infection.
Lors d’'une seconde infection ou de la réactivation d’'une phase de latence les
polynucléaire neutrophiles détruisent les cellules infectées par cytotoxicité
dépendante des anticorps (Antibody Dependant Cell Cytotoxicity) ou par I'intermédiaire

du complément (7).

VIII.2.2. Réponse immunitaire spécifique de type humorale :

La réponse humorale intervient surtout pour prévenir une nouvelle infection par
BHV-1, plus que pour la guérir. Lors d’une primo-infection les anticorps ont un réle moins
important que l'immunité a médiation cellulaire, méme si I'ensemble des réponses
immunitaires semble indispensable pour contenir l'infection du BoHV-1. Les anticorps

participent a I’élimination des particules virales extracellulaires (7).
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La réponse humorale fait intervenir les anticorps produits par les lymphocytes B. Cette
synthése ne commence qu’entre 7 et 12 jours aprés l'infection. Les anticorps n’empéchent

pas le passage du virus de cellule a cellule (7).
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. Diagnostic de I'IBR :

I.1. Diagnostic clinique et différentiel :

Les principaux symptomes de l'infection par le BoHV-1 sont : forte hyperthermie
(41°C), toux, jetage nasal séreux puis mucopurulent, congestion des muqueuses nasales et
oculaires pour la forme respiratoire, inflammation vésiculeuse et pustuleuse des muqueuses
génitales externes pour la forme génitale, associes a de I'anorexie et une baisse de la
production de lait.

Ces symptomes ne sont pas treés caractéristiques et sont généralement retrouvés
dans les principales autres maladies respiratoires des bovins a I'engraissement et des bovins
adultes.

Néanmoins, il semble que la température rectale moyenne chez les animaux atteints d’IBR
soit supérieure a celle rencontrée lors d’autres maladies respiratoires. Malgré cela, les
éléments cliniques ne suffisent pas a faire un diagnostic définitif mais plutot

un diagnostic de suspicion, qu’il convient d’étayer en utilisant des examens
complémentaires.

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. Dans le cadre du contréle
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. (7)
I.2. Diagnostic direct :

1.2.1. Réalisation des prélevements :

1.2.1.1. Sur un animal vivant :

Lors de suspicion clinique d’IBR, la réalisation de prélevements doit se faire en
priorité sur un
animal vivant, au moment du pic d’excrétion du virus, donc lors de la phase d’hyperthermie.
Il peut s’agir d’écouvillonnages nasaux profonds, le prélevement est alors transporté dans un
milieu de culture pour cellules contenant des antibiotiques. On peut également réaliser un
lavage broncho-alvéolaire et acheminer le préléevement sous régime du froid, en moins de 24

heures. Dans tous les cas le prélevement est place dans un contenant stérile.
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1.2.1.2. Sur un animal mort :

Il est possible de prélever des échantillons sur un animal mort depuis moins de 3
heures. Les échantillons seront alors des fragments d’organes de quelques cms, comprenant
une partie de tissu lésé et une partie de tissu sain, tels que poumons et trachée, ainsi que
amygdales ou de la rate. Les prélevements sont envoyés sous régime du froid en moins de
24 heures, ou congelés si le délai d’acheminement dépasse 24 heures, dans des flacons
stériles.

1.2.2. Technique :

1.2.2.1. Recherche des antigénes viraux :

La technique utilisée pour la recherche des antigenes viraux est
I'immunofluorescence. On utilise des anticorps marqués par un fluochrome, de
I'isothiocyanate de fluorescéine généralement (48).

On la pratique sur des coupes congelées de muqueuses ou d’organes présentant des lésions,
ou sur des frottis de cellules nasales obtenues par écouvillonnage. Les virions ne sont pas
nécessairement vivants, ce qui permet des régles d’acheminement moins strictes que pour
la recherche des virions.

Dans la technique par immunofluorescence directe, on met en contact les
préparations cellulaires avec des anticorps anti-BoHV-1 associes a un fluorochrome. On lave
les préparations pour éliminer les anticorps non fixés, puis on examine le prélevement au
microscope.

Dans la technique par immunofluorescence indirecte, on utilise des anticorps anti-
BoHV-1 non marqués. On effectue un lavage. Puis on ajoute des anticorps anti-
immunoglobulines et on lave a nouveau. Ceci permet d’améliorer la sensibilité du test.
Malgré cela, sa sensibilité reste moyenne, le seuil de détection est supérieur a 10s particules
virales. Mais c’est une technique facile a réaliser, avec un résultat rapide (24h).

En cas de résultats négatifs, une recherche virale sur culture cellulaire est a effectuer (7).
1.2.2.2. Isolement viral sur cultures cellulaires :

C’est une technique courante car l'isolement du BHV-1 sur cultures cellulaires est

facile. Pour le réalisé, il est cependant nécessaire que les particules virales aient conservé
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leur pouvoir infectieux. Les prélévements utilisés doivent donc étre frais et avoir été

conservés sous couvert de froid (+4°C) jusqu’au laboratoire.

La premiere étape consiste a mettre en évidence la présence du virus grace aux effets
cytopathogene caractéristiques qu’il produit sur cultures de cellules au bout de quelques
jours. Les particules de BHV-1 ainsi isolées sont ensuite identifiées par séroneutralisation,

immunofluorescence ou immunoistochimie (30).
1.2.2.3. PCR:

Elle permet la mise en évidence de séquences d’ADN de BHV-1 dans les prélevements
par amplification génique. Les résultats sont obtenus plus rapidement qu’avec l'isolement

viral (24h) (30).

|.3. Diagnostic indirect :

1.3.1. Réalisation des préléevements :

Le diagnostic indirect s’attache a la mise en évidence des anticorps anti-BHV-1

présent dans le lait ou dans le sang des bovins.

Le prélevement de choix correspond a 5ml de sang sur tube sec stérile, a du lait de mélange

(lait de tank) ou du lait individuel.

Dans le cas de suspicion d’IBR clinique, on réalisera deux prélévement a 15 jours -3 semaine
d’intervalle, le premier ayant lieu des I"apparition des symptdmes. On cherche alors de

mettre en évidence une cinétique ascendante du taux sérique d’anticorps (8).
1.3.2. Techniques :
1.3.2.1 Le test de séroneutralisation :

La séroneutralisation a été présentée dans I'isolement viral apres culture cellulaire.
Cette fois-ci, on met en contact le sérum a tester avec une quantité connue de virus pendant
1 a 24h. Sile sérum contient des anticorps neutralisants anti-BoHV-1, ceux-ci vont lui faire
perdre son pouvoir infectieux. Puis le mélange est inoculé sur une culture cellulaire sensible
au BoHV-1. Aprés 2 a 5 jours, on recherche des effets cytopathogene. S’ils sont présents, le

sérum ne contenait pas d’anticorps neutralisants anti-BoHV-1. Sinon, le sérum en contenait.
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Cette technique est encore la technique de référence malgré son cout et sa lourdeur des

manipulations a effectuer (7).

1.3.2.2. Les tests ELISA:

La technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est la seule technique
diagnostique indirecte quantitative. La séroneutralisation permet en effet d’évaluer mais pas

de quantifier I'intensité de la réponse anticorps.
= ELISA Indirecte :

Le sérum a tester est mis en contact d’antigénes spécifiques de BoHV-1 fixés sur un
support (Figure 6). On effectue un premier rincage, puis on révele la présence d’anticorps
anti-BoHV-1 dans le sérum par I'ajout d’anticorps anti-immunoglobulines bovines
conjuguées a une enzyme. On effectue un second ringcage. Puis on ajoute le substrat
chromogene correspondant a cette enzyme et la lecture se fait au spectrophotomeétre. La

densité optique est proportionnelle a la quantité en anticorps dans le sérum.

= ELISA Compétition :

De la méme fagon, on met en contact des antigenes spécifiques de BoHV-1 fixés sur
un support et le sérum a tester (Figure 6). Mais on ajoute en méme temps une quantité
connue d’anticorps anti-BoHV-1 conjuguées a une enzyme. On effectue un ringage. Puis on
ajoute I'’enzyme chromogene correspondant a cette enzyme.

On effectue la lecture au spectrophotometre et la densité optique est inversement

proportionnelle a la quantité d’anticorps dans le sérum.

L'ELISA de compétition utilisant la glycoprotéine gk a été développé parallelement a
I'élaboration de vaccins marqués gE. En effet, associés dans un programme d'éradication
de I'IBR, ils permettent la distinction animaux vaccinés (séronégatifs envers gE)/animaux

infectés (séropositifs envers gE) (8).
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1.3.2.3.Les autres tests :

Il s’agit de I'immunofluorescence et de la réaction de fixation de complément

pratiquement abandonnée.

I.4.Comparaison des performances des tests sérologiques :

1.4.1. Sensibilité :

La sensibilité d’un test traduit sa faculté a détecter de faibles quantités d’antigenes

ou d’anticorps au sein d’un échantillon, c'est-a-dire a minimiser les faux négatifs.

La séroneutralisation avec une pré-incubation de 24 heures est la plus sensible que

celle réalisée avec une pré-incubation de 1 heure (49).

La sensibilité relative de la séroneutralisation par rapport aux méthodes ELISA est discutée
et variable selon les tests distribués. D’aucun considerent la séroneutralisation comme plus

sensible (49). D’autres, inversement, attribuent plus de sensibilité aux technique ELISA.

Enfin la technique ELISA compétition semble étre la méthode la plus sensible dans la

détection de faible taux d’IgG (7).

1.4.2. Spécificité :

La spécificité correspond a la faculté d'un test a ne mettre en évidence
spécifiguement que les anticorps ou les motifs antigéniques recherché, c'est-a-dire a

minimiser les faux positifs.

Les techniques usuelles sont relativement spécifiques méme si I'on peut obtenir des faux

positifs par séroneutralisation ou par technique ELISA (7).

Il. Vaccination :

La vaccination contre I'IBR devrait avoir 3 objectifs. Tout d’abord, elle doit prévenir
I’'animal porteur du BHV-1 de I'expression clinique de la maladie. Ensuite, elle doit maitriser
la phase de ré excrétion virale chez les animaux porteurs latents. Enfin, la vaccination des

animaux indemne doit empécher leur contamination (50).
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11.1.1. Les vaccins conventionnels :
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Les vaccins contre le BHV-1 peuvent étre divisé en deux catégories : les vaccins

atténués (vivants ou modifiés) et les vaccins inactivé (tableau 7).

- Les vaccins atténués, ou vaccins vivants, sont constitués de souches de BHV-1 qui, par

passage successifs sur des cultures cellulaire ou par traitement a I'oxyde nitreux, sont

rendues non virulentes et thermosensible. Elles n’induisent pas d’expression clinique de

I'IBR. IIs déclenchent une réponse immune cellulaire et humorale précoce et persistante.

- Les vaccins IBR inactivés, ou tués sont constitués de BHV-1 a une concentration de 10exp7

a 10exp8 DICT50 (dose induisant des effets cytopathogénes sur 50% des cultures

cellulaires inoculées).

Les souches de BHV-1 utilisées pour I'élaboration des vaccins sont cultivées sur systeme

cellulaire homologues, inactivées par I'éthylamine et adjuvés par I’hydroxyde d’aluminium et

la saponine (8).

Tableau 7 : Avantages et inconvénients des vaccins inactivés et atténués utilisés contre I'IBR

(8).

Avantages

Inconvénients

- Grande sécurité d’emploi
- Pas d’installation de souche

- Nécessité  d’utiliser un
adjuvant de I'immunité

Vaccins vaccinale a I’état latent - Pas de réponse immune
Inactivés - Linjection n’est pas un | de type cellulaire.

stimulus de réactivation |- Possibilité d'une réaction

chez un animal porteur locale au site d'injection

- Induction de l'immunité - Installation de la souche

Vaccins cellulaire vaccinale a I’état latent.
vivants - Possibilité d’administration |- Possibilité de
atténués par voie intranasale recombinaisons avec les

souches sauvages
- Effets indésirables possibles.
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11.1.2. Les vaccins marqués :

Les vaccins marqués sont constitués de souches virales mutantes dont le
génome porte une délétion dans un géne codant pour une glycoprotéine d'enveloppe.
Les animaux vaccinés ne développent pas d'anticorps contre cette glycoprotéine, ce

qui permet de les distinguer des animaux infectés par une souche sauvage (30).
La glycoprotéine dont il faut déliter le géne doit posséder plusieurs propriétés ( 51) :

- Elle ne doit pas étre essentielle pour la multiplication virale.
- Elle ne doit pas étre un immunogene majeur

- Les anticorps produits contre elle doivent persister plusieurs années.

Actuellement, seul un mutant n'exprimant pas la glycoprotéine gE est utilisé
pour la fabrication de vaccins inactivés et Cette glycoprotéine remplit en effet les
deux premieres conditions et les anticorps anti-gE persistent au moins deux ou trois

ans aprées une primo-infection (30).

D'autres souchesmutantes sont a I'étude pour |'élaboration de vaccins vivants marqués,
la délétion devant, dans ce cas, servir a la fois a atténuer la virulence et a permettre un
marquage efficace. Ainsi, le mutant délité gC conserve une virulence encore trop

importante alors que les mutants délités gl ou gl/gE sont trop peu immunogénes (51).
11.1.3. Les vaccins de troisieme génération
11.1.3.1. Les vaccins sous unitaires

Les vaccins sous unitaires sont composés de glycoprotéine majeures, donc a fort

pouvoir immunogene (gB, gC, gD) associées a un adjuvant.

Ces vaccins assurent la méme protection qu’un vaccin inactivé mais permettent aussi de

distingue les animaux dont la séroposivité est issue de la vaccination et non de l'infection.

L'utilisation de tels vaccins sur des bovins indemnes d’IBR n’empéche pas linfection

ultérieure et le portage latent mais prévient I’apparition de symptémes (7).

En revanche, le vaccin sous unitaire n’inhibe pas totalement la réexcrétion lors des phases

de réactivation (52).
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11.1.3.2. Les vaccins recombinants :

L’adénovirus bovin de type 3 et I'adénovirus humain de type 5 non réplicatifs

pourraient servir de vecteurs de gene codant pour les glycoprotéines d’enveloppe du BHV-1.

Administré par voie intranasale, ces vaccins induiraient en effet une bonne immunité locale

(30).
11.1.3.3.Le transfert de géne in vivo :

Le principe des vaccins génétiques est le méme que celui des vaccins sous-unitaires.
Mais au lieu d’apporter directement les glycoprotéines, on apporte 'ADN codant ses
glycoprotéines.

Ainsi ce sont les cellules de bovin vaccine qui vont, par I'intermédiaire du CMH,
présenter ces glycoprotéines sur une durée beaucoup plus importante. On utilise toujours
des glycoprotéines d’enveloppe majeure, telles que gD ou gC (2).

La réponse immune a ces vaccins est similaire a celle des vaccins inactivés mais
grace aux vaccins génétiques, on peut différencier les animaux vaccinés des animaux

infectés et aucune recombinaison avec une souche sauvage n’est possible.

I1.2. Le protocole de vaccination :
11.2.1. Objectifs :

La vaccination contre I'IBR doit étre envisagée en fonction de la cible, animal
séropositif ou séronégatif, et selon le degré de protection désiré, clinique ou virologique (53)

(tableau 9).

Tableau 8 : Objectifs de la vaccination selon le statut sérologique de I'animal (53).

Niveau de protection demandé
Statut au moment de la Protection clinique Protection virologique
vaccination
Séronégatif (indemne) Pas de signes cliniques lors Pas d’excrétion de virus
d’infection infectieux
Pas d’installation a I’état
latent
Séropositif (infecté latent) Pas de signes cliniques lors Pas de ré excrétion de virus
d’infection infectieux
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11.2.1. Protocole classique :

Il est appliqué lorsqu’il faut uniquement maitriser les signes cliniques de I'IBR c'est-a-

dire sur des animaux destinés a un abattage rapide (engraissement).

La primo- vaccination peut étre pratiquée a I’'age de 3-4 mois, lorsque I'immunité colostrale
est réduite. Elle consiste en deux injections a 2 a 4 semaines d’intervalle. Le premier rappel

est effectué 4 a 6 mois plus tard puis les rappels ultérieure sont annuels (30).
11.2.2. Protocole de vaccination répété :

Il est appliqué dans les exploitations dérirant mettre en ceuvre un programme
d’assainissement et dans lesquels la séroprévalence est élevé. Dans ce cas, la vaccination est

destinée :

- Soit aux seuls bovins séropositifs afin de réduire le risque de ré excrétion lors d’épisodes
de réactivation virale.
- Soit a tous les bovins a partir de la plus jeune classe d’dge contenant des animaux

séropositifs.

La primo-vaccination s’effectue comme dans le protocole classique. Par contre, les rappels
sont strictement réaliser tous les 6 mois afin (hyper immuniser) les animaux vaccinés (53)

(Tableau 10).

Tableau 9 : Protocole de vaccinations répétées appliqué dans le cadre d’un plan de lutte
contre I'IBR (53).

Premiére phase

Veaux agés de moins de 3 mois

Pas de vaccination

Veaux agés de 3 mois

Primo-vaccination : 2 injections de vaccin inactivé a
3-4 semaines d’intervalle ; rappel tous les 6 mois.

Animaux adultes

Rappels de vaccination tous les 6 mois.

Deuxiéme phase

Veaux

Pas de vaccination ; surveillance sérologique.

Animaux adultes

Chez les animaux vaccinés dans le jeune age ;
rappel de vaccination tous les 6 mois.

Chez les animaux non vaccinés ; surveillance
sérologique.

Troisieme phase

Veaux et animaux adultes

Pas de séroconversion chez les animaux non
vaccinés : arrét de la vaccination avec controble
sérologique régulier. Statut {0 IBR}
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Avec un tel protocole, I'utilisation systématique de vaccins marqués apporte une aide
considérable dans le programme de lutte contre I'IBR. En effet, au bout de quelques années
de vaccination, I'ensemble des animaux devient séropositifs envers le BHV-1 et le
séronégatif envers la glycoprotéine gE. Ce qui signifie que I'exploitation est indemne d’IBR et
que tous les animaux sont protégés par le vaccin. L'étape finale consiste a arréter la
vaccination afin d’obtenir de nouvelles générations de veaux entiérement séronégatifs

envers le BHV-1 (Tableau 11) (53).
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1) INTRODUCTION :

I. Objectifs :

Le principal objectif de ce travail est de donner une idée sur la présence ou I'absence dans
les cheptels bovins algériens le virus de I'IBR, le BHV-1. Donc une enquéte a été effectuer
dans les régions de Tizi Ouzou, Bouira, Boumerdes, Bordj bouarreridj, du Septembre 2014
jusqu’ a Novembre 2015.

La méthode de diagnostic consiste a prélever du sang sur des bovins, les prélevements
seront envoyés au laboratoire, pour faire séroprévalence ou une mise en évidence et le taux
d’anticorps anti BHV-1 et une culture cellulaire.

Ces échantillons prélevés a partir des quatre wilayas, sont conservés au frais et acheminés

vers le laboratoire vétérinaire de DBK sous chaine de froid.

Il. Matériels et méthode :
1. Matériels :
v’ Pour le prélévement sanguin : aiguille, porte aiguille, gants, tube. Glaciére.
Sur des bovins de race locale ou bovins née en Algérie.
Sérum sanguin.
Kit Elisa.

Culture cellulaire séroneutralisation virale gB, gE, gD

2. Méthode :
A. Recensement de cheptels rencontrant des problémes d’avortement :
- Espéeces cibles : bovine et caprine.
- Elevages :
- différentes exploitations agricoles privées ;
- centres d’élevages étatiques ;
- Régions : Mitidja et Kabylie

- Nombre d’élevages a inclure dans I'étude : n=100 a 200.
B. Réalisation des prélevements sanguins :

Réaliser des prélévements sanguins (en tube sec) sur des animaux agés plus de 2 ans et de

race locale ou nés en Algérie, pour le moment on est a 1067 exploitations.
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C. Analyse des prélevements (LRV DBK et Anses Sophia-A) de 02 avril a ce jour :

» TECHNIQUE D’ELISA : ELISA INDIRECT : Voir annexe
> ELISA COMPETITION gE et gB : Voir annexe

> Neutralisation virale de I'IBR : Voir annexe
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Tableau 10 : Nombre des animaux et d’élevages atteints par wilaya :

. . Fréquence ) Fréquence
Région Nombre BV BV(+) Nombre d’élev élev(+)
Tizi ouzou 250 14% 29 55%
Boumerdes 278 19% 27 74%
Bouira 255 13% 31 61%
Bordj b 283 9.9% 30 46%

D’aprés notre étude, le nombre des élevages et animaux atteints est important dans la

wilaya de Boumerdes (74%,19%) par rapport aux autres wilayas.

Tableau 11 : La fréquence des élevages atteints selon le type de production

Nombre des
Région élevages Elev Lait Elev viande Elev mixte
atteints
Tizi ouzou 16 50% 6,25% 43,75%
Boumerdes 20 37% 20% 45%
Bouira 19 31,58% 31,58% 36,84%
Bordj b 14 64,69% 14,29% 21,43%

On remarque que le nombre des animaux atteints est majoritaire a Boumerdes

représenté essentiellement par I'élevage mixte (45%). La région de Bordj a déclaré un
nombre d’atteinte le plus important représenté par une majorité d’élevage de lait (64,69%).
On note aussi que le nombre d’élevage de viande est minime dans les quatre régions par

rapport aux autres types production.

Tableau 12 : La fréquence des élevages atteints selon le type d’élevage

, . Nombre des . .. .
Région L . Intensif Semi intensif
élevages atteint
Tizi ouzou 16 50% 50%
Boumerdes 20 35% 65%
Bouira 19 47,37% 52,63%
Bordj b 14 35,71% 64,29%

Notre étude sur le type d’élevage indique que le semi intensif est I’élevage le plus atteint,

sauf pour la wilaya de Tizi ouzou.
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Tableau 13 : La fréquence des élevages atteints selon I'état d’hygiéne
Région élel\\ll(;:grzezraet‘tj;;ts Mauvais Hygiéne Hygiéne bon
Tizi ouzou 16 87,5% 12,5%
Boumerdes 20 65% 35%
Bouira 19 57,89% 42,11%
Bordj b 14 78,57% 21,43%

On note que la fréquence des animaux atteints est plus importante dans les élevages ou

I’hygiene est mauvaise pour les quatre wilayas.

Tableau 14 : La fréquence des élevages atteints selon les animaux introduits et non

introduits
Région , Nombre de_s Intro Non intro
élevages atteints
Tizi ouzou 16 75% 25%
Boumerdes 20 75% 25%
Bouira 19 78,95% 21,05%
Bordj b 14 85,71% 14,29%

On remarque que l'introduction des animaux augmente le nombre des animaux atteints.

Tableau 15 : La fréquence des animaux atteints selon I’age des animaux :

Région Age (1-3) Age (4-6) Age (7-14)
Tizi ouzou 25% 38,89% 36,11%
Boumerdes 22,22% 46,30% 31,48%

Bouira 18,19% 48,48% 33,33%

Bordj b 21,43% 35,71% 42,86%

On note que la tranche age la plus touchée par I'IBR est comprise entre (4-6).

Tableau 16 : La fréquence des animaux atteints selon le sexe

Région Nombre des vaches Nombre des male
Tizi ouzou 83,33% 16,67%
Boumerdes 85,19% 14,81%

Bouira 93,94% 6,06%

Bordj b 92,86% 7,14 %

On conclut que le sexe féminin est plus touché par I'IBR.
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3) PRESENTATION DES RESULTATS :
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Figure 06 : Nombre des animaux et d’élevages atteints par wilaya
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Figure 07: la fréquence des élevages atteints selon le type de production
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Figure 08 : la fréquence des élevages atteints selon le type d’élevage
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4) DISCUSSION :

Les avortements sont les principales causes des pertes économiques dans les élevages des
bovins laitiers. A la perte seche des foetus s’ajoutent une de production laitiere et les couts
d’entretien des femelles non productives. Parmi les causes d’avortement, la part
d’intervention des causes infectieuse est une donnée trés importante a connaitre dans

chaque région pour le choix judicieux des mesures de luttes.

> Les régions : toute les régions dont lesquelles on a effectué notre travail sont
touchées par I'IBR surtout les villes cotieres. En France (1997) ils ont démontré que
10 a 30% des cheptels étaient infectés par le virus BHV-1 (53). En Europe, la situation

des différents pays vis-a-vis de I'IBR est trés variable.

Au premier septembre 2007 en recensait 07 états indemne de I'IBR : Autriche, Danemark, la
Suede, la Finlande, la Norvége, la région de Bonlzano en Italie et hors Union Européen la
Suisse et d’autre pays présentent une prévalence faible en moyenne de I'IBR ; Allemagne, la
France, le reste de I'ltalie et en fin certains états ont une prévalence élevée de I'IBR; la
Belgique et les Pays-Bas (54). En Algérie aucune enquéte a I’échelle nationale n’a été menée
avec une méthodologie suffisamment rigoureuse pour pouvoir correctement estimer le taux

de I'infection de I'IBR.

Hormis les génisses importées qui sont controlées pour I'IBR au niveau des lazarets aucun

systéme de contréle n’a été adopté contre I'IBR en Algérie.

» Type de production : d’aprés notre étude, la majorité des élevages atteints étaient
de production laitiere. La rhino trachéite infectieuse bovine (IBR) est présente dans
tous les élevages bien que la prévalence et I'incidence soit variable (55).

» Type d’élevage : aprés notre travail on a constaté que tous les types d’élevages sont
touchés par I'IBR mais le semi intensif représente la proportion la plus atteinte.
Cependant I'exposition des bovins en élevage intensif a I'IBR menant a des troubles
respiratoire (56).

» Hygiéne : en général elle était mauvaise dans les quatre wilayas malgré un suivi
sanitaire correcte; vaccination et dépistage assuré par nos vétérinaires privés et
étatiques. Ainsi que, des problemes de la reproduction sont signalés dans tous les

élevages. Le virus peut causer, entre autre, des pertes économiques importantes
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souvent sous-estimées (57).De plus, il est responsable de diverse problemes au
niveau de la production et de la reproduction ce qui est un point important pour la
vie d’une entreprise.

» Les animaux introduits et non introduits : par suite de 'accomplissement de notre
recherche nos cheptels ont été atteints par I'IBR avec ou sans introduction des
animaux. Toutefois, contrbler les déplacements des animaux, est une bonne
méthode de prévention pour permettre d’éliminer la possibilité d’introduction de

BHV-1 a l'intérieur d’un troupeau susceptible (58).

D’aprés (59) un facteur de risque important pour I'état de santé d’un troupeau est I'achat
d’animaux, parce que ceux-ci peuvent excréter le pathogéne ou étre des porteur latent et

infecter les autre bétes.

» L’age des animaux prélevés était entre 1 ans et 14 ans : selon notre travail on trouve

les séropositifs pratiguement chez toutes les tranches d’ages des animaux.

D’apreés (60) tous les groupes d’age d’un troupeau peuvent étre atteints. Cependant, les cas
de morbidité et les cas fatals sont plus importants en période néonatales et pour les
nourrissons que chez les adultes (61). L'IBR a une distribution mondiale est prés de 50% des

cheptels de bovins adultes ont déja été en contact avec cette maladie (62).

» Sexe des animaux : Les vaches sont plus atteints que les males parce que leur durée
de production peut s’étaler jusqu’a 10 ans alors que les male sont abattus a 2 ans.
Une étude effectuée en Belgique a montré que les taureaux de troupeaux laitiers et
de boucherie étaient plus a risque d’étre séropositifs a BHV-1 que les vaches (63).
Une explication a cette observation est que, les bovins qui s’échappent de leur
troupeau et se mélangent avec les bovins d’un autre troupeau sont un risque
d’introduire le BHV-1 au sein d’un troupeau (Boelaert, Speybroeck et al. 2005).

(63)

» Test de I'ELISA : selon notre travail, la réaction positif est observée a partir 251 de
sérums sur 1067 prélevements pour toutes analyses ELISA indirect, compétition gB et
gE ce qui permet de les distinguer des vaccinés. Ainsi plusieurs méthodes peuvent
étre mise en place pour prévenir les infections des animaux par la Rhino trachéite

Infectieuse Bovine (IBR).
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Différentes techniques sont utilisées pour mettre en évidence une infection au BHV-1. La
confirmation du virus et/ou de I'antigene est possible par des méthodes conventionnelles
telles que la culture de cellules, I'immunofluorescence, I'analyse d’immunoperoxydase et
I’'ELISA (64). Donc, une prise de sang peut étre effectuée pour mettre en évidence les
anticorps et une technique d'immunofluorescence sur des coupes d’organes peut aussi étre
effectuée sur un cadavre (57). La recherche d’anticorps ce fait au niveau d’échantillon de

sérum, mais peut aussi se faire a I'aide d’un échantillon de lait (65).

Les nouveaux vaccins sont marqués (vaccin contenant des virus n’exprimant pas la
glycoprotéine gE) ce qui permet de les distinguer facilement (57). De plus, les animaux ayant
été vaccinés démontrent un taux plus élevé des anticorps que ceux ayant recu aucune

immunité et ce pour un nombre similaire de jours suivant I'infection (66).

» La séroneutralisation virale : d’aprés notre étude la confirmation des réactions
positives 13 séropositifs sur 14 de I'ELISA étaient trés positifs avec des dilutions 1/8 a

1/48.

D’apres (64), la confirmation du virus et/ou de I’antigene est possible par des méthodes

conventionnelles telles que la culture de cellule (séroneutralisation virale).
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5) CONCLUSION :

Notre étude a abouti a la confirmation de la présence de I’herpesvirus bovin type 1 dans
les wilayas de Tizi Ouzou, Bouira, Boumerdes, Bordj bouarreridj, ce qui prouve son
existence dans les élevages bovin algérien, causant la rhino trachéite infectieuse bovine (IBR)
ainsi que la vulvo- vaginite infectieuse (IPV). Les principales conséquences de ces maladies
sont l'infécondité, les avortements, cela peut aussi induire une diminution des performances
de la croissance, une baisse de production du lait chez les vaches laitieres et, ce qui est

responsable des pertes économiques considérables.

Présentement, il n y a pas de grands travaux de recherche mis en ceuvre pour investiguer sur
le virus de I’herpesvirus bovin type 1 en Algérie, de contrdler les problemes de reproduction
chez les bovins, et de limiter les préjudices provoquaient par ce dernier. Or le cheptels
Algérien ne se trouve pas dans des bonnes conditions zootechniques et de propreté. La
sensibilisation est un bon moyen pour commencer a faire prendre conscience aux éleveurs
gu’ils sont en mesures de gérer leur entreprise de maniére a ce que la vie de tous les jours
soit plaisante et tout cela en gardant loin de leurs animaux les maladies qui affectent
grandement la productivité. Néanmoins au cours de cette derniére année, nos éleveurs ont
le désir de les améliorer et avoir les normes de rendement car un élevage qui ne produit pas

n’est pas rentable.

L'objectif est a présent d’étendre les travaux sur I'IBR dans le but d’aboutir a la situation
épidémiologique de cette maladie dans notre pays, introduire des techniques de recherche
directe du virus BHV-1 au niveau de son site de latence, qui apportent des résultats corrects
et des réponses précises sur le virus, et la mise en place des mesures préventives qui sont
devenu les meilleures manieres d’éviter ces problemes et il est de ce fait important d’y
porter une attention particuliere pour étre en mesure de mettre toutes les chances possibles
du c6té du producteur. Il est mieux de prévenir et ainsi éviter les problemes futurs. Comme

le proverbe le dit si bien, mieux vaut prévenir que guérir.
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Annexes



Annexe 1 réactifs Elisa :

Il faut stocker tous les réactifs entre 2 et 8°C

Numéro de produit Le réactif Quantité Quantité

1 Plagues sensibilisées | 5 10
avec des antigénes
du BHV-1

2 Controéle positif 2ml 2ml

3 Contréle négatif 2ml 2ml

4a Conjugué concentré | 1,5ml 1,5ml

4b Tampon de 120ml 120ml
dilution N°1

5 Tampon de 120ml 2x120ml
dilution N°2

A Substrat TMB N°9 60ml 120ml

B Solution d’arrét N°3 | 60ml 120ml

C Solution de lavage 100ml 2x100ml
concentrée (20x)

Matériel nécessaire :

- Centrifugeuse 2 2.000 X g

- Agitateur (Type Vortex)

- Micropipettes et pipette multicanaux (la précision requise pour la mesure des volumes
indiqués au « mode opératoire » doit étre de + ou — 5%.

- Embouts de pipettes a usage unique.

- Agitateur de microplaques.

- Eau distillée et démonisée.

- Systeme de lavage manuel, semi automatique ou automatique.

- Couvercles adhésifs pour les microplaques.

- Lecteur de microplaques équipé d’un filtre a 450nm.

- Incubateur de plaques a 37°C + ou — 3°C

Mise en garde des précaution d’emploi :

- Ne pas pipeter les réactifs a bouche.

- Porter des gants de protection.




- Les contrdles, le substrat TMB et la solution de lavage concentrée (20X) peuvent
provoquer des irritations des yeux.

- Lasolution d’arrét provoque des brulures de la peau et des |ésions oculaires graves.

- Décontaminer 'ensemble du matériel intervenant dans la manipulation avant

élimination. Eliminer I’ensemble du matériel selon la réglementation en vigueur.

Préparation des réactifs :

Solution de lavage :

Diluer la solution de lavage concentré (20x) au 1/20 dans de I'eau distillée / démonisée

avant utilisation.

NB : Remettre la solution de lavage concentré (20x) a 18-26°C et bien homogénéiser pour
assure la dissolution complete d’éventuels cristaux. La solution de lavage est stable pendant

trois jours a 2-8°C.
Conjugué
Diluer le conjugué le concentré au 1/100 dans le tampon de dilution N°1.

Note : le conjugué dilué est stable pendant 8 heures a 18-26°C.



Annexe 2 séroneutralisation virale

Matériel utilisé :

- Bain- marie thermostaté a 56°C + ou — 1 (décomplimentation SVF).

- Bain-marie thermostaté a 59°C + ou — 1 (décomplimentation des sérums a étudier).

- Poste de sécurité microbiologique (PSM) de niveau Il.

- Plaque de microfiltration a fond plat, stériles, avec couvercle et traitée pour la culture
cellulaire.

- Gouttiere stériles a réactif.

- Etuvea37°C+ou —2°Ca 5% Coz+ ou—1%.

- Réfrigérateur (5 % + ou — 3°C).

- Microscope inversé.

- Pipettes et micropipettes.

- Centrifugeuse de microtubes.

Réactifs utilisés :

Milieu de culture (MEM) supplémenté en sels e Earl, glutamine et acides aminés non

essentiels.

- Trypsine-EDTA.

- Sinécessaire, une solution de pénicilline-streptomycine est utilisée a une concentration
maximale de 1%. Elle est conservée a une température <— 16 °C.

- Cellule Madin-Darby bovine kidney (MDBK) sensibles au BHV-1.

- Sérum de veau feotal, inactivé 30 min a 56°C + ou — 1°C, indemne de peste virus, de
BHV-1, et indemne des anticorps dirigé contre ces virus.

- Sérum de controle positif : Ref 46 (sous étalon francgais des sérums OIE EU2).

- Sérum de contrdle négatif : 9355.

- Membrane de filtration type « Spin colonne ».
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