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Résumé

L’herpésvirus bovin de typel (BoHV-1) provoque principalement une infection des
voies respiratoires supérieures la rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) et
avortements chez les bovins adultes la vulvovaginite infectieuse (IPV).

Une synthese bibliographique pour éclairer les différents aspects; les
caractéristiques du virus BoHV-1; la répartition géographique ; les manifestations
cliniques ; les modalités de transmission ; la physiopathologie de l'infection ; les
meéthodes de diagnostic et les mesures de prophylaxie.

Une partie pratique pour recueillir des données qui permettront d’apprécier plus
finement la situation épidémiologique de I'IBR dans les cheptels ciblés en Algérie.
Cette partie pratique est divisée en trois étapes successives :

La premiére étape : elle a comme objectif de chercher la circulation de virus de
'IBRle BHV-1 dans les cheptels bovins algériens, elle consiste a une enquéte
sérologique préliminaire Elisa gB sur 155 bovins, suivie d’'une étude de comparaison
des bovins positifs (N=11) avec Elisa gE, pour éliminer les positifs vaccinés.

La deuxieme étape : I'objectif est de déterminer I'importance de la séroprévalence de
du virus Le BoHV-1 dans les régions de Tizi ouzou, Boumerdes, Buira, Bordj
Bouareredj ; associée a des facteurs de risques ; région, sexe, age, type de
production, type d’élevage, état d’hygiéne, introduction des nouveaux animaux
(N=1129) Elisa gB.

La troisieme étape ; son objectif est ; étudier les caractéristiques biologiques du virus
Le BoHV-1; culture cellulaire séroneutralisation virale gB, gE, gD, réactivation du
virus chez les bovins séropositifs a la dexaméthasone pendant 5 jours, ajustement
des sérums algérien avec des vrais positifs de référence et des vrais négatifs de
référence, et enfin isolement et identification BoHV-1 virus Algérien grace a la PCR.

Des enquétes auprés des élevages bovins rencontrant des avortements, les
données sont recueillies lors des préléevements ; Les facteurs évalués sont: le
systeme élevage (intensif et semi-intensif), le systeme de production (lait, viande,
mixte), les nouveaux bovins introduits a la ferme (non, oui), I'age des bovins (6—36,
37-72 et > 72 mois), sexe, état d’hygiéne de I'étable et la région géographique (Tizi-
Ouzou, Boumerdes, Buira, Bordj Bouarered)).

Pour estimer la séroprévalence le nombre d'animaux échantillonnés (n = 1068
prélevements valables des animaux plus de 6 mois), la prévalence dans cette étude
a été calculé en tenant compte d'une prévalence attendue de 50%, et d'un niveau de
confiance de 95% et d'une précision de 5%. Tous les animaux inclus n'étaient pas



vaccinés contre BoHV-1. La plupart des animaux échantillonnés appartenaient a des
croisements de type Montbéliard, Holstein, charolais, Il n'y avait aucun signe clinique
chez les animaux enregistrés lors de I'échantillonnage ; ainsi les prélevements sont
effectués de Mai 2010 au septembre 2012 (n=136), ensuite une autre étude est
réalisée mai 2014 septembre 2015 (n=1063). La réactivation de virus et récupération
des prélevements ; sang, écouvillons nasaux et vaginaux sont réaliser de 13 octobre
2016 au 13 novembre 2016 (n=5) et enfin pour la PCR un prélevement des
ganglions nerveux trijumeau chez deux vaches (n=2) en juin 2020.

L’analyse des échantillons avec ELISA indirecte gB (n=136) Laboratoire Européen
de Référence de I'IlBR de I’Anses Sophia-Anti police de Nice en France (kits ELISA
BoHV-1 IBRgB IDEXX Laboratories Inc., Westbrook; Maine 04092 USA). Pour
différencier les bovins séropositifs du virus sauvage et des bovins vaccinés on a
effectué une ELISA de Compétition gE (n=13) (kit IDEXX). Suite a la confirmation
des résultats de 'ELISA gE une séroneutralisation est réalisé. La réactivation du
virus avec des injections de dexaméthasone, elle induit des changements dans le
ganglion trigéminé, la dose permettant la réactivation virale est de 0,1 mg/kg/jour
pendant 5 jours.

Nous avons réalisé la réactivation sur cing vaches séropositives avec des injections
de 0,1 mg/kg/jour pendant 5 jours associés a une antibiothérapie préventive
Oxytétracycline et ampicilline.

On a prélevé ensuite du mucus nasal et vaginal avec 2 écouvillons/ vache/ jour, de
J5 & J10 avec un total de 12 écouvillons pour chaque vache, ensuite on a prélevé du
sang deux tubes de 10ml/vache/ jour & J1, J2, J3, J4, J5. La recherche du virus se
fait ensuite par isolement sur culture cellulaire et PCR. On a récupéré ; 1 litre (2
poches de sang de 500ml) pour chaque prélevement ; a JO, J10, J20 et J30 ainsi 5
litre pour chaque vache sont prélevées, 1L a (JO, J10, J20) et 2L a J30.

Malheureusement ces échantillons ne sont pas analysés, au Laboratoire Européen
de Référence de I'IBR de I'’Anses Sophia-Anti police de Nice en France, suite a
lannulation de la convention de coopération et transfére de la thématique au
laboratoire de Niort en France. Le prélevement des ganglions trijumeaux chez un
bovin se fait sur la caboche obtenue en fin de chaine d’abattage, c'est-a-dire la téte a
laquelle on a retiré les mandibules, les muscles de la joue et la langue. La caboche
comprend alors le crane et I'appareil hyoide, les ganglions sont conservés Pour une
analyse PCR.

Une étude statistique pour I'analyse des facteurs de risques associés aux maladies,
le logiciel SAS version 9.2 (Cary, N.C.) a été utilisé pour effectuer les analyses des
facteurs de risques. Les calculs ont été effectués avec un intervalle de confiance de
95%. En conclusion, cette étude confirme la forte séroprévalence du BoHV-1. Le fait
gue les animaux ne soient pas vaccinés et que toutes les tranches d'age aient une
séroprévalence élevée indique que le BoHV-1 circule naturellement dans cette
population et la région, et I'IBR pratiquement a touché toutes les tranches d’ages des
bovins, elle touche tous les types de productions et les deux systéemes d’élevage
intensif et semi intensifs. Le sexe ne s’avére pas un facteur de risque important il



n’est pas significatif, les deux sexes sont sensibles a I'lBR. Les résultats montrent
que le virus Algérien est trés immunogéne avec une NC 1/8 a 1/48 une propriété
biologique trés recherché en virologie. Ce travail nous a permis de maitriser la
technique de récolter et de conserver des ganglions trijumeaux de deux vaches
séropositives, auxquelles nous avons effectué une réactivation du virus, une
premiéere en Algérie. En fin ces résultats montrent qu’il est nécessaire de suggérer un
programme de contrdle intensif pour réduire les taux d'infection par le BHV-1. Sur la
base des résultats actuels, nous recommandons |'utilisation d'un vaccin marqueur et
la différenciation sérologique des vaches naturellement infectées des animaux
vaccinés pour |'éradication de I'IBR / IPV. Des mesures de biosécurité planifiées sont
nécessaires pour controler le risque épidémiologique d'infection dd a la présence de
porteurs latents de BHV-1.

Ces résultats sont trés satisfaisants surtout pout la séroneutralisation virale, mémes
a des délutions 1/48 on arrive a des agglutinations une premiere au Laboratoire de
Référence Européen et en Algérie, ce qui tres recherché en virologie surtout pour la
vaccination. ldentifier le virus algérien génétiquement est possible puisque on a les
ganglions trijumeaux congelés, et faire sortir le profile génétiques des protéines de
ce virus, alors l'identification de la protéine responsable de pouvoir immunogéne sera
étudiée pour des éventuels sérums de références (ajustement de sérums) ce qui
nous permettra de créer des kits Elisa et séroneutralisation virale tres performants
avec des sérums naturellement de qualité. En fin un vaccin avec nos collégues et
nos partenaires francais sera aussi envisageable, surtout que le pouvoir

immunogéne de virus européen est trés réduit voir absent au fil de temps.



Abstra

Bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) primarily causes upper respiratory tract infection
infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and abortions in adult cattle infectious
vulvovaginitis (IPV). A bibliographical summary to shed light on the different aspects;
the characteristics of the BoHV-1 virus; geographical distribution; clinical
manifestations; the methods of transmission; the pathophysiology of the infection;
diagnostic methods and prophylactic measures.

A practical part to collect data which will allow a more detailed assessment of the
epidemiological situation of IBR in the targeted herds in Algeria.

This practical part is divided into three successive stages:

The first stage: its objective is to look for the circulation of IBR virus BHV-1 in
Algerian cattle herds, it consists of a preliminary Elisa gB serological survey on 155
cattle, followed by a comparison study of cattle positive (N=11) with Elisa gE, to
eliminate vaccinated positives.

The second stage: the objective is to determine the importance of the seroprevalence
of the BoHV-1 virus in the regions of Tizi ouzou, Boumerdes, Buira, Bord]
Bouareredj; associated with risk factors; region, sex, age, type of production, type of
breeding, state of hygiene, introduction of new animals (N=1129) Elisa gB. The third
step; its objective is; study the biological characteristics of the BoHV-1 virus; cell
culture viral seroneutralization gB, gE, gD, reactivation of the virus in dexamethasone
seropositive cattle for 5 days, adjustment of Algerian sera with reference true
positives and true reference negatives, and finally isolation and identification of
BoHV-1 virus Algerian thanks to PCR.

Surveys of cattle farms experiencing abortions, data are collected during sampling;
The factors evaluated are: the breeding system (intensive and semi-intensive), the
production system (milk, meat, mixed), new cattle introduced to the farm (no, yes),
the age of the cattle (6—36 , 37-72 and > 72 months), sex, state of hygiene of the
stable and geographical region (Tizi-Ouzou, Boumerdes, Buira, Bordj Bouareredj).
To estimate seroprevalence the number of animals sampled (n = 1068 valid samples
from animals over 6 months), the prevalence in this study was calculated taking into
account an expected prevalence of 50%, and a level of 95% confidence and 5%
accuracy. All animals included were not vaccinated against BoHV-1. Most of the
animals sampled belonged to Montbéliard, Holstein, Charolais type crosses. There
were no clinical signs in the animals recorded during sampling; thus the samples are
taken from May 2010 to September 2012 (n=136), then another study is carried out
May 2014 September 2015 (n=1063). Reactivation of viruses and recovery of
samples; blood, nasal and vaginal swabs were taken from October 13, 2016 to
November 13, 2016 (n=5) and finally for PCR a sample of the trigeminal nerve
ganglia from two cows (n=2) in June 2020.

Analysis of samples with indirect gB ELISA (n=136) IBR European Reference
Laboratory of Anses Sophia-Anti police in Nice, France (BoHV-1 IBRgB ELISA kits
IDEXX Laboratories Inc., Westbrook; Maine 04092 USA). To differentiate
seropositive cattle from the wild virus and vaccinated cattle, a g Competition ELISA
(n=13) was carried out (IDEXX kit). Following confirmation of the results of the gE
ELISA, serum neutralization is carried out. Reactivation of the virus with



dexamethasone injections induces changes in the trigeminal ganglion; the dose
allowing viral reactivation is 0.1 mg/kg/day for 5 days.

We carried out reactivation on five seropositive cows with injections of 0.1 mg/kg/day
for 5 days associated with preventive antibiotic therapy Oxytetracycline and
ampicillin.

Nasal and vaginal mucus was then taken with 2 swabs/cow/day, from D5 to D10 with
a total of 12 swabs for each cow, then blood was taken in two tubes of 10ml/cow/day
on D1, D2, J3, J4, J5. The search for the virus is then carried out by isolation on cell
culture and PCR. We recovered; 1 liter (2 blood bags of 500ml) for each sample; on
DO, D10, D20 and D30, 5 liters for each cow are taken, 1L on (DO, D10, D20) and 2L
on D30. Unfortunately these samples are not analyzed at the IBR European
Reference Laboratory of Anses Sophia-Anti police in Nice in France, following the
cancellation of the cooperation agreement and transfer of the theme to the Niort
laboratory in France. The sampling of the trigeminal lymph nodes in a bovine is done
on the noggin obtained at the end of the slaughter line, that is to say the head from
which the mandibles, cheek muscles and tongue have been removed. The noggin
then includes the skull and the hyoid apparatus, the lymph nodes are preserved for
PCR analysis.

A statistical study for the analysis of risk factors associated with diseases, SAS
software version 9.2 (Cary, N.C.) was used to perform the risk factor analyses.
Calculations were carried out with a 95% confidence interval. In conclusion, this
study confirms the high seroprevalence of BoHV-1. The fact that the animals were
not vaccinated and that all age groups had a high seroprevalence indicates that
BoHV-1 is naturally circulating in this population and the region, and IBR practically
affected all age groups of animals. cattle, it affects all types of production and both
intensive and semi-intensive breeding systems. Sex does not prove to be an
important risk factor; it is not significant; both sexes are sensitive to IBER. The results
show that the Algerian virus is very immunogenic with a NC 1/8 to 1/48, a biological
property highly sought after in virology. This work allowed us to master the technique
of harvesting and preserving trigeminal lymph nodes from two seropositive cows, to
which we carried out reactivation of the virus, a first in Algeria. Ultimately, these
results show that it is necessary to suggest an intensive control program to reduce
BHV-1 infection rates. Based on the current results, we recommend the use of a
marker vaccine and serological differentiation of naturally infected cows from
vaccinated animals for the eradication of IBR/IPV. Planned biosecurity measures are
necessary to control the epidemiological risk of infection due to the presence of latent
BHV-1 carriers.

These results are very satisfactory especially for viral seroneutralization, even at
delutions 1/48 we arrive at agglutinations a first at the European Reference
Laboratory and in Algeria, which is very sought after in virology especially for
vaccination. Identifying the Algerian virus genetically is possible since we have the
trigeminal ganglia frozen, and bringing out the genetic profile of the proteins of this
virus, then the identification of the protein responsible for immunogenicity will be
studied for possible reference sera (adjustment of sera) which will allow us to create
high-performance Elisa and viral serum neutralization kits with naturally high-quality
serums. Ultimately, a vaccine with our French colleagues and partners will also be



possible, especially since the immunogenic power of the European virus is very
reduced or even absent over time.
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Introduction :

Les pathologies de la reproduction des bovins sont nombreuses et variées,
allant des métrites, infertilités jusqu’aux avortements. Ces pathologies ont un impact
économique important. Un virus qui est largement distribué dans la population des
bovins est susceptible de toucher une entreprise lorsqu’elle s’y en attend le moins.
En effet, I'herpésvirus bovin de typel (BoHV-1) provoque principalement une
infection des voies respiratoires supérieures la rhinotrachéite infectieuse bovine
(IBR), caractérisée par une dyspnée, une hyperpyrexie, une nasite et une
conjonctivite [1]. Le BoHV-1 peut également agir comme facteur prédisposant a la
vaginite et aux avortements chez les bovins adultes la vulvovaginite infectieuse
(IPV), ainsi qu'a l'encéphalite et a la dystaxie chez les veaux [2]. L'organisation
mondiale de la santé animale a classé le BoHV-1 dans la catégorie B des maladies
infectieuses en raison de sa prévalence mondiale et de son impact significatif sur les
industries de I'élevage du bétail [3]. Suite a une infection aigué par BoHV-1, une
latence permanente est établie, générant des bovins porteurs latents. La réactivation
de BoHV-1 chez ces porteurs latents provoque I'élimination de BoHV-1 et sa
propagation rapide dans tout le troupeau, ce qui peut inclure une infection d'animaux
naifs [4, 5]. Pour rompre ce cycle de transmission, il est nécessaire d'éliminer les
porteurs latents infectés par BoHV-1 des troupeaux de bovins a l'aide d'outils de
diagnostic offrant une grande spécificité et une grande sensibilité. La vaccination est
la méthode de contréle du BoHV-1 la plus utilisée, elle est efficace pour réduire les
symptémes cliniques et limiter I'excrétion du virus, mais ne fournit pas une protection
compléete contre la transmission de BoHV-1 dans les troupeaux de bovins [6]. Cela
est d0 en grande partie a la capacité du virus a échapper au systeme immunitaire de
I'nbte et a établir une infection latente [6, 7]

Les recherches ponctuelles en Algérie réalisées jusqu'a présent sur cette
pathologie ont montré la circulation de cet agent dans les élevages sans toutefois
parvenir a estimer convenablement la prévalence de cette infection ni a caractériser
les souches impliquées[8], trés peu d’études ont été réalisées et se sont
essentiellement limitées aux enquétes sérologiques de certaines régions a cela,
s’ajoute I'absence d’'un systéme de surveillance spécifique a cette maladie, ce qui
rend I'évaluation objective de son importance est trés difficile.

Notre travail commence par une synthese bibliographique pour éclairer les différents

aspects ; les caractéristiques du virus BoHV-1; la répartition géographique ; les
1



manifestations cliniques ; les modalités de transmission ; la physiopathologie de
l'infection ; les méthodes de diagnostic et les mesures de prophylaxie. Une partie
pratique pour recueillir des données qui permettront d’apprécier plus finement la
situation épidémiologique de I'IBR dans les cheptels ciblés en Algérie ; elle prend
deux volets a savoir :

Epidémiologie descriptive : par le biais des enquétes sur le terrain auprés des
éleveurs, relatives aux avortements, elles sont associées a une étude des facteurs
de risque liés a la maladie (age, sexe, introduction des nouveaux animaux, hygiene

des étables, région).

Biotechnologies : une étude de la séroprévalence par la technique ELISA pour
déterminer le statut sérologique des animaux et des élevages vis-a-vis de cette
maladie. Le recours a la culture cellulaire est une nécessité afin de déterminer les
caractéristiques biologiques du virus et de le différencier des souches existantes.
Une réactivation du virus chez les séropositifs avec traitement a la dexaméthasone,
puis isolement du virus algérien, suivi de titrage et ajustement des sérums positifs.
Suivi des séropositif a I'abattoir pour récupérer les ganglions trijumeaux afin d’isoler
le virus.

Ces objectifs nous permettent certainement de contribuer a I'établissement d’'un plan

de lutte adapté a la situation épidémiologique de cette maladie en Algérie.



Historique :

Le BoHV-1 a été identifié pour la premiere fois en Allemagne au 19éme siécle,
C’est en 1889 que Luc et, 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 [3].

Appelée Nez rouge (Rhinite), rhinite nécrotique MILLER a définit la rhinite infectieuse
chronique bovine en 1955 (Laboratoire PFIZER (1955) les vaccins antiviraux, virus
IBR/IPV ou BHV1).

En 1956, Nadin isole le virus qui en est 'agent et met en évidence son unicité avec celui
de I'IPV.

En 1961, Amstrong classe ce virus responsable de I'IlBR-IPV comme appartenant a la

famille des Herpesviridae [9].

La Chine a enregistré sa premiére infection a BoHV-1 chez des vaches laitiéres en 1980
et continue d'étre menacée dans de nombreuses fermes, avec des taux de séropositivité

chez les bovins atteignant 35 a 55% [1].



CHAPITRE |
EPIDEMIOLOGIE

2. Epidémiologie de I'IBR

2.1. Situation actuelle
BoHV-1 est un produit diffusé dans le monde entier, un pathogéne présentant
des différences significatives dans l'incidence et la prévalence régionales, avec
en ce qui concerne les positions géographiques et les conduites d'élevage, ses
espéces considérées comme régions [10].

2.1.1. En Algérie

En Algérie il n’existe aucune étude crédible sur I'IBR, Les recherches
ponctuelles réalisées jusqu'a présent sur cette pathologie ont montré la circulation de
cet agent dans les élevages [8] ; sans toutefois parvenir a estimer convenablement
la prévalence de cette infection ni a caractériser les souches impliquées. A I'échelle
nationale, trés peu d’études ont été réalisées et se sont essentiellement limitées aux
enquétes sérologiques de certaines régions a cela, s’ajoute I'absence d’'un systéme
de surveillance spécifique a cette maladie, ce qui rend I'évaluation objective de son

importance est tres difficile.

2.1.2. Au Maroc :

la rhinotrachéite infectieuse bovine — vulvo-vaginite pustuleuse infectieuse (IBR/IPV)
est une maladie réputée légalement contagieuse en vertu du Dahir portant loi n°1-
75-292 du 19 septembre 1977. Cette maladie peut avoir des répercussions
économiques non négligeables au niveau des élevages infectés notamment par la

baisse des performances zootechniques. [11]. La prévalence elle est de 68.2% [12].

2.1.3. En Tunisie : des études ponctuelles et limitées, El kef 9 % et Sfax 2.7% [13].


https://www.onssa.gov.ma/wp-content/uploads/2021/11/DAH.1-75-292.FR.pdf
https://www.onssa.gov.ma/wp-content/uploads/2021/11/DAH.1-75-292.FR.pdf

2.1.4.En France
En France en 1997 on dénombrait 10 a 30% des cheptels comme étant infectés par

le virus BHV1 [10]. La qualification des troupeaux mise en place par TACERSA a
partir de 1996, dans le but d’éradiquer I'IBR, a permis de réduire ce nombre.

Au 31 mai 2009, la prévalence nationale moyenne d’ateliers infectés était de 10,3% (sur 80 GDS
ayant répondu, pour lesquels 93,4% des ateliers avaient été testés). Toutefois, cette prévalence

varie fortement en fonction des départements, entre 0,06 % et 85,2% (Figure 1).

En tenant compte de I'orientation zootechnique des ateliers, les taux de prévalence au niveau
national étaient au 31 mai 2009 : [14]
- De 4,2% en atelier laitier (de 0,03 %a 70% selon le département ;

-De 13,6 % en atelier allaitant (de 0,11 % a 85,8 % selon le département).

<1% 10%< <30% 60 %< <80% >90 %
O O N =

D 1% < <10% D 30%< <60% .80%5 <90%

Figure 1: Répartition des exploitations qualifiées « indemnes
d’IBR » au 31 mai 2009 (données Acersa).



2.1.5.En Europe [15]

La situation des différents pays de I'Europe vis-a-vis de I'IBR est trés variable. En
effet certains états ont adopté des plans de lutte plus tét que d’autres, basés sur
des actions obligatoires ou volontaires.

Au 1°" septembre 2007 on recensait 7 états officiellement indemnes d’IBR :

I'Autriche, le Danemark, la Suéde, la Finlande, la Norvége, la région de Bolzano
en Italie et hors UE la Suisse. D’autres pays présentent une prévalence en IBR
faible a moyenne : '’Allemagne, la France et le reste de I'ltalie. Enfin certains états

ont une prévalence élevée en IBR : la Belgique et les Pays-Bas [16].

B -officiellement indemnes

B Programme volontaire

B Programme obligatoire__4- =
j 8

=,
A
- A

—3

B pPas de programme : ‘g*‘."'
e ’
N

Figure 2 : Statuts des différents pays européens de 'IBR [17]

La Suisse est déclarée indemne de rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) depuis
1994 [18]. Le 22 juin 2009, un cas d’IBR a été diagnostiqué dans une exploitation
bovine de production mixte dans le district de Porrentruy/JU (ferme « A »). L'infection
due a l'herpésvirus bovin 1 (BoHV-1) a été découverte lors d’'un examen d’IBR
effectué en laboratoire, suite a un avortement dans le troupeau de vaches meres.
L’exploitation affectée par le virus consistait en un troupeau de vaches laitiéres et de
veaux, un troupeau de vaches méres et d’animaux d’engrais et un groupe de
génisses et comportait en tout 248 bovins. Sur les 248 animaux détenus a la ferme,
221 ont par la suite été confirmés positifs, lors de I'échantillonnage complet du
cheptel. Dans le cadre de I'enquéte épidémiologique, un deuxieme foyer d’'IBR a été
découvert le 2 juillet 2009, dans le district de Porrentruy (ferme « B »). Il s’agissait
d’'une exploitation de vaches laitieres, de laquelle un veau avait été vendu a la ferme
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« A » en mars 2009. Ce deuxiéme troupeau touché par la maladie comportait 68
bovins, parmi lesquelles 11 vaches et 8 veaux identifiés positifs a I'IBR. Le 8 juillet
2009, un troisieme cas de rhinotrachéite infectieuse bovine a été identifié dans une
exploitation d’engraissement neuchateloise, dans le district du Val-de-Ruz (ferme «C
»). Dans ce troisiéme et dernier cas, il s’agissait d’un veau positif solitaire, provenant
de l'exploitation « B ». Chez les 80 bovins détenus dans cette ferme, aucune

contagion entre les animaux n’a été observée [19].

La Suisse, comme certains autres pays européens, a réussi a €éradiquer cette
épizootie durant les années 1980 et posséde donc le statut « indemne d’IBR »
[18,20]

Afin que ce statut puisse étre maintenu en Suisse, les enquétes épidémiologiques en
cas de réapparition de la maladie, ainsi que I'’échantillonnage par sondage annuel
pour I'IBR se révélent étre nécessaires. Il existe des vaccins capables de réduire la
gravité des symptomes de I'IBR, mais sans empécher I'établissement d’'une infection
latente. En posant des problemes pour le contréle sérologique, la vaccination contre
'IBR n’est pas autorisée en Suisse, tandis que certains pays membres de la

Communauté Européenne permettent 'usage de vaccins marqueurs [18].

2.2. Epidémiologie analytique

2.2.1.Sources de BHV1
Tous les bovins rencontrant le virus BHV1 deviennent une source de

transmission du virus. En effet, méme sous immunité colostrale ou vaccination anti-
BHV1 le virus peut s’établir a I'état latent dans les ganglions nerveux des bovins. En
cas de réactivation (liée a un stress) le virus est excrété et 'animal devient une
source de contamination pour ses congeneres. La vaccination limite cette excrétion

virale mais son efficacité n’est pas totale [15].

La contamination par BHV1 d'un veau sous immunité colostrale pose
probleme [18,19], le virus entre en latence, peut étre réactivé et ré excrété, mais
'animal ne produit pas d’anticorps spécifiques. Il s’agit de bovins porteurs latents
séronégatifs(SNLC), indétectables par les méthodes classiques de sérologie [20].
Ces animaux représentent un risque majeur de transmission de BHV1. Cependant il
est difficile d’évaluer leur importance puisqu’on ne peut les détecter sérologiquement.
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D’autre part, nous avons vu précédemment que BHV1 peut infecter des
ruminants autres que les bovins, établir une latence et étre ensuite excrété. Ces
espéces représentent donc des sources de transmission de BHV1. |l s’agit
principalement des caprins et des ovins ce pendent ces derniers ne jouent pas un
réle dans la contamination des bovins [21]. Les cerfs et les chevreuils présentent
également un risque faible de transmission de BHV1, cependant chez ces derniers
'excrétion virale n’a lieu qu’au moment de la primo-infection puisqu’il N’y a pas
d’établissement d’une latence [21, 23]. D’autres espéces sont sensibles au BHV1

expérimentalement lapin intraconjonctivale [24].

Le buffle est un potentiel réservoir de BoHV-1. Mais l'infection du buffle par
le BoHV1 reste a étudier, surtout pour connaitre son niveau d’excrétion ou si une
réexcrétion est possible et ainsi savoir si le buffle constitue une source majeure de

transmission de BoHV-1.

L’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 [15].

La transmission du virus d’'un bovin infecté a un bovin non infecté peut se faire
soit de maniere directe, soit par lintermédiaire d’'un vecteur. Ainsi tout élément
circulant d’'une ferme a une autre apres avoir été contaminé peut disséminer
linfection : vétérinaire, inséminateur, matériel d’élevage (tracteurs, cages de
contention, auges,) [25].

Enfin les paillettes d’'insémination artificielle ou les embryons utilisés pour le
transfert peuvent étre contaminés par le BHV1 et constituer une source de

transmission du virus [20].

La dose infectante chez les bovins est d’environ 3,2 DICC50 (Dose
Infectante en Culture Cellulaire & 50%) [26]. Lors d’'insémination artificielle, la dose
infectante est de 200 DICC50 [27].

Suivant le lieu de la primo-infection, les particules virales néoformées

peuvent étre excréetées dans [28] :

Les secrétions nasales et oculaires : le virus y est excrété de facon massive lors

de la primo-infection : jusqu’a 10 DICC50/g [29]. La transmission virale peut donc



se faire par contacts nez-a-nez ou sous forme d’aérosols lors d’éternuements, de
toux, voire de respiration.

Le mucus vaginal ou prénuptial : I'excrétion y est également trés forte lors de
primo-infection : jusqu’a 10''DICC50/g [30]. Ainsi un accouplement peut étre
responsable de la transmission virale.

La semence de taureau : le virus y est présent jusqu’a 10*DICC50/g [31].En plus
de jouer lors de l'accouplement, la présence de virus dans le sperme a un role
important.

Or la dose infectante est de 3,2 DICCso environ [31], ce qui est trés bas par rapport a

I'excrétion. La dose infectante par Insémination Artificielle est de 200DICCso [20].

2.2.2. Transmission directe :

La transmission directe de BHV1 peut se faire de deux fagons :

Elle peut se faire par voie respiratoire, par contact direct de nez a nez. Les animaux
malades excrétent le virus dans leurs sécrétions nasales. La toux, les éternuements,
voire la respiration, sont alors des sources de contaminations pour les autres
animaux, sous forme d’aérosols. Les conditions environnementales (humidité de l'air,

température) influent sur ce mode de transmission [32, 33].

L'infection peut également étre transmise par inoculation de I'épithélium de la
conjonctive. Direct nez a nez le contact est le mode de transmission privilégié du
BoHV-1. Cependant, les transmissions aériennes par voie aérosol ont été demontrés

sur de courtes distances [35]

Le passage du virus d’'un bovin a l'autre peut également se faire par voie
génitale. Aprés infection du tractus génital d’'un animal, le virus se multiplie puis est
excrété dans le mucus vaginal ou prénuptiale, dans le sperme ou les ovocytes. De
cette facon un taureau infecté au niveau génital pourra transmettre le virus au

moment de I'accouplement [36].

Il existe enfin une transmission directe de la mére au feetus lorsque celle-ci
est infectée par BHV1 pendant la gestation, lors de la phase de virémie transitoire

suivant une primo-infection [20].
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Figure 2 : les sources et les modalités de contamination de HBV1
[34].

2.2.3. Transmission indirecte

La transmission de BHV1 peut se faire de fagon indirecte, par I'intermédiaire
de vecteurs : toutes les personnes circulant dans les fermes peuvent véhiculer le
virus sur leurs vétements, les mains... . Le matériel souillé passant d’'un animal a

l'autre, voire d’une exploitation a I'autre est également vecteur de BHV1.

Enfin I'insémination artificielle et le transfert embryonnaire sont des vecteurs
de transmission du virus, lorsque sperme et embryons sont prélevés chez des

animaux infectés. [20]

2.2.4. Facteurs de risque de transmission

2.2.4.1. Intervention de vecteurs du virus :

Le facteur de risque le plus important dans la transmission de I'IBR est
l'intervention d’extérieurs ; (vétérinaires, inséminateurs, techniciens...) qui ne portent
pas de vétements de protection et passent d’'une ferme a l'autre, véhiculent ainsi le

virus. Ce facteur représenterait la cause de la moitié des nouveaux foyers d’IBR [37].
10



Les bovins échappés et mélangés a d’autres troupeaux constituent également un
facteur de risque important, de méme que la participation & des concours agricoles,
des foires. L’achat d’animaux et leur introduction dans le troupeau sans précautions
particuliéres conduit aussi a des transmissions virales, tout comme le transport en
camion d’animaux de différentes provenances [38, 39]. Enfin la présence sur
I'exploitation de rongeurs, chiens, chats ou autres pourrait également étre un facteur
de risque de la transmission de I'IBR, ainsi que les véhicules circulants entre des

fermes [37].

Des études ont mis en évidence la capacité de BHV1 a étre transmis entre
animaux par l'air, que ce soit a I'étable ou dans les prés [33]. Des animaux porteurs
du virus de I'IBR au paturage constituent donc un risque pour les animaux des
patures voisines par le contact au travers des barrieres. Dans une étable la
transmission de BHV1 par l'air peut étre rapide (environ trois jours), jusqu’a une

distance d’environ 4 métres [32].

2.2.4.2. Insémination artificielle

L’'insémination artificielle constitue un facteur de risque de transmission de
'IBR. En effet, un taureau infecté par le BHV1, par voie intranasale ou génitale,
excrete des particules virales dans sa semence. On peut mettre en évidence la

présence de virions dans le prépuce de ces taureaux infectés [36].

Le virus persiste a I'état latent dans les ganglions sacrés, permettant ainsi
sa réexcrétion apres réactivation. L’excrétion virale au niveau du prépuce débute 2 a
7 jours apres l'infection de I'animal et a lieu de fagon spontanée et intermittente. Les
particules virales sont présentes dans le liquide séminal plutdt que dans les

spermatozoides.

Le pouvoir infectieux de BHV1 est conservé malgré le passage de la
semence dans l'azote liquide. Les paillettes fabriquées sont donc contaminées et
infectieuses pour les vaches qui les recgoivent. Les paillettes sont contaminées en
partie ou en totalité selon le titre infectieux de la semence de départ. De plus le
pouvoir infectieux par voie génitale varie selon les souches virales [27]. L’infection
d’'une vache par BH V1 aprés insémination artificielle dépend donc du titre viral de la
paillette et de la souche présente [36]. La transmission a d’autres animaux est
ensuite possible par simple contact. De plus l'utilisation de paillettes contaminées par
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BHV1 affecte la fertilité des animaux, raccourcit le cycle cestral et provoque des

endométrites.

Depuis la découverte de cette transmission par le sperme, des technigues de
décontamination ont été mises en place. Le sperme peut étre traite par un ajout d’'un
immun sérum contenant des anticorps anti-BoHV-1 ou par un traitement a la

trypsine, enzyme qui inactive le virus [42].

2.2.4.3. Mise en estive
La mise en estive constitue un facteur de risque de transmission de I'IBR.

En effet, elle regroupe un ensemble d’éléments favorables [20] :

- Des facteurs favorisant I'excrétion virale : transport, vélages et/ou
avortements, stress dd au changement d’habitudes des animaux
(alimentation, lieu, climat), parasitisme...

- Des facteurs favorisant la contamination virale : rassemblement
d’animaux sur une surface réduite, mélange de différents troupeaux,
variation des cheptels pendant la méme saison d’estive, contacts entre
animaux lors du transport en camion, promiscuité sur [lestive
(regroupement des animaux pour la traite, 'abreuvement, la surveillance
la nuit, les contacts avec les autres estives...)

- Des facteurs favorisant 'amplification de la circulation virale : mélange de
troupeaux de  statutsdifférents, animaux de  classes
d'ages  différentes [27]. Eventuellement présence d’animaux porteurs
latents séronégatifs.

2.2.4.4. Sevrage des veaux

L’isolement social au moment du sevrage, de veaux initialement en groupe,
augmente le niveau de facteurs neuroendocriniens associés au stress, tel que le
cortisol. Cet effet se traduit chez les veaux par une hyperthermie associée a une
diminution des signes cliniques. Le cortisol agit sur I'organisme en créant une

immunodépression favorable au développement viral [40].

12



CHAPITRE Il
VIROLOGIE

1. Classification :
1.1. Taxonomie:

1.1.1. Famille des herpesviridaes [25, 43]:

Le virus responsable de la Rhinotrachéite Infectieuse Bovine (IBR) est 'Herpesvirus
Bovin de type 1 (BoHV-1). Il appartient a la famille des herpesviridaes, qui se
décomposent en trois sous-familles : alpha, beta et gamma herpesvirinaes. Les
herpesviridaes sont des virus enveloppés a ADN, avec une capside icosaédrique. Le
core, la capside, le tégument et 'enveloppe forment le virion.

Les herpesvirus ont tous la capacité de se maintenir a I'état latent chez leur hote
naturel. Les trois sous-familles ont été créées suivant des critéres biologiques tels
que le site de latence dans l'organisme, la vitesse de multiplication ou le spectre
d’hétes. L'arrivée de la biologie moléculaire a parfois bouleversé cette classification,
comme le BoHV-5 qui était autrefois un sous-type du BoHV-1.

Les B-herpesvirinaes constituent une sous-famille avec une étroite spécificité
d’héte, aucune espéce des ruminants n’est affectée par les représentants de cette
sous-famille.

La famille des y-herpesvirinaes regroupe des virus infectants des ruminants mais,
ils sont assez éloignés d’'un point de vue antigénique des a-herpesvirinaes pour
pouvoir les distinguer facilement.

1.1.1.1 Sous-famille des betahepesvirinaes est constituées des genres
Cytomegalovirus, Muromegalovirus et Roseolovirus. Elle a trés peu d'importance en
médecine vétérinaire, ils ont une étroite spécificité d’hbtes [44]. Aucune espece de

ruminants n’est affectée par les représentants de cette sous-famille [45].
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Tableau 1: sous-famille des betahepesvirinaes :[46]

Genre

Virus de ’homme

Virus des animaux

Cytomegalovirus

Human cytomegalovirus

Porcine cytomegalovirus
Cercopithecine

herpesvirus 5 et 8

Muromegalovirus

Murid herpesvirus 1
Guinea pig

cytomegalovirus

Roseolovirus

Human herpesvirus 6

Human herpesvirus 7

1.1.1.

La sous-famille des gammaherpesvirinaes

Contient le genre lymphocryptovirus dont les cibles sont des poissons d’eau douce et

d’eau salée et le genre Rhadinovirus ayant pour cibles des singes dont les ouistitis

[47]. Et chez les ruminants est représenté par I'herpesvirus bovin type 4 (BoHV-4) et

les virus impliqués dans les différentes formes de coryza gangreneux [48].

Tableau 2 : sous-famille des gammaherpesvirinaes [48]

Nom du virus

Espéces sensibles

Maladie

Herpesvirus bovin de type
4

Bovin, accessoirement

autres ruminants

Vulvovaginite, métrite
post partum, avortement,

infections subcliniques

Herpesvirus ovin type 2
(OVHV-2)

Ovin, bovins, cervidés

Coryza gangreneux,

forme européenne

Herpesvirus des Gnou bleu | Coryza gangreneux,
alcelaphine (AlcHV-1) (connochaetes forme africaine

taurinus), bovins
Herpesvirus des Bubale (alcelaphus | Coryza gangreneux
alcelaphine (AlcHV-2) buselaphus), bovins atypique, infection non

fatale chez bovin
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1.1.1.2. Lasous-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) [44].

lls sont caractérisés par un cycle de réplication court in vitro (moins de 24h), un
spectre d’héte large, ainsi qu’une dispersion rapide en culture de cellules et une lyse
efficace des cellules infectées.

Certains virus des alphaherpesvirinae, I'Herpesvirus bovin de type 5 (BoHV-5),
I'Herpesvirus caprin de type 1 (CpHV-1), I'Herpesvirus du Cerf de type 1 (CvHV-1),
'Herpesvirus du Renne de type 1 (CvHV-2), 'Herpesvirus de I'Elan (EIKHV-1) et

I'Herpesvirus du Buffle de type 1 (BuHV-1) sont étroitement relies génétiguement au

BoHV-1. [55, 56].

Tableau 3 : sous famille des alphaherpesvirinae [48]

Nom du virus

Espéces sensibles

Maladie

Herpesvirus bovin type 1
(BHV-1)

Bovin, ovin, (caprin)

Rhinotrachéite infectieuse

bovine

Herpesvirus bovin type 2
(BHV-2)

Bovin, autre ruminant

africain

Maladie d’Alertons, théilite

infectieuse bovine

Herpesvirus bovin type 5
(BHV-5)

Bovin

Encéphalite bovine

Virus de la maladie
d’Aujesky (SHV-1)

Porc, accessoirement

ruminants, carnivores

Encéphalite mortelle

Herpesvirus du cerf
(CerHV-1)

Cerf élaphe

(cervuselaphus)

Maladie oculaire

Herpesvirus du renne
(RanHV-1)

Renne (rangifertarandus)

(bovin)

Infection génitale subclinique

Herpesvirus caprin
(CapHV-1)

Caprins (ovin, bovins)

Vulvo-vaginite néonatale

mortelle

Herpesvirus du buffle

Buffle d’Asie
(bubalusbubalis)

Infection subclinique

Herpesvirus ovin de type
1(OvHV-1)

Ovin

Adenomatose pulmonaire
ovine (agent causal primitif est

un rétrovirus)
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Tous ces virus présentent un cycle de latence, réactivation et réexcrétion. Le site de
latence, quel que soit I'herpesvirus, est toujours un ganglion nerveux. Soit le ganglion
trigéminé dans le cas d’une infection par voie respiratoire, soit les ganglions sacrés
dans le cas d’'une infection par voie génitale.

1.1.1.2.1. Herpésvirus bovin typel (BHV-1) :

Le BHV-1 est a l'origine du complexe rhinotrachéite infectieuse bovine / vulvo-
vaginite pustuleuse infectieuse bovine (IBR/IPV). Il possede un tropisme pour les
cellules épithéliales les cellules mononuclées sanguines et neurones [49], selon
[44,48] il existe deux sous-types de BoHV-1 :

1.1.1.2.1.1. LeBoHV-1.1

Est principalement implique dans la forme clinique respiratoire (IBR) [43].

1.1.1.21.2. LeBHV-1.2

Est responsable principalement de la forme clinique génitale (Vulvo-vaginite
infectieuse pustuleuse (IPV), balanoposthite infectieuse pustuleuse (IPB), et est lui-
méme divisé en sous-types BoHV1.2a et BoHV1.2b, ce dernier ne présente pas la
capacité de provoquer des avortements [44].

1.1.1.2.1.3. Un troisieme sous-type de BoHV-1(BoHV-1.3)

Etait auparavant décrit. Ce virus appartient désormais & une nouvelle espéce virale,
I'herpésvirus bovin de type 5 (BoHV-5), responsable d’encéphalite chez les bovins
[48]. D’autres especes peuvent étre affectées par le BoHV-1 qui est prouvé soit par
isolement, soit par la présence des anticorps spécifiques. Certaines espéces sont

présentées dans le tableau suivant

Tableau 4: infection des ruminants par BHV-1: [44]

Espéces Infection Excrétion Réponse Latence Réactivation
primaire virale sérologique -
réexcrétion
Chévre + ++ ++ + ++
Cerf +/- + +/- - -
Renne +/- + - - _
Mouton + ++ ++ + ++

Mais la présence d’anticorps anti-BoHV-1 dans une espéce peut étre due a I'infection
par un autre herpésvirus. Donc seul I'isolement viral du virus et la caractérisation du
virus comme BoHV-1 est la preuve de I'entiére réceptivité d’'une espéce de ruminant
[48].
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1.1.1.3. Souches et mutants :

Dans un sous-type, existent de nombreuses souches. Elles varient par leur
tropisme, leur virulence ou leur répartition géographique. Elles sont utilisées pour
faire des sérums de référence pour les tests diagnostiques ou pour faire des vaccins.
Dans le sous-type BoHV-1.1, on peut nommer les souches : lowa, Cooper, Jura,
Malaysia... . Certaines souches comportent des mutations, comme la souche Salwa
qui est naturellement délitée pour la protéine gE [50].

2. Structure du virion
Le virus posséede une taille allant de 150 a 200 nm [44]. Les herpes virus sont des
virus enveloppés selon [48] il posséde :
= Génome est composé d’'un ADN bicaténaire de 120 a 160 kilo paires de
bases.
= La capside (nucléocapside) est un icosaédre, composé de 162 capsomere,
dont 12 sont pentaméries, et 150 sont hexameriques.
= Le tégument est une structure protéique amorphe située entre la capside et
I'enveloppe.
= L’enveloppe est issue de membrane cellulaire, constituée d’'une bicouche
phospholipidique, hérissée de spicule glycoprotéique.
= Glycoprotéines on dénombre dix glycoprotéines d’enveloppe connues : gB,
gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL et gM. lIs sont ancrés dans I'enveloppe virale
et jouent des réles essentiels dans I'attachement et la pénétration du virus

dans la cellule [48].

BoHW-5

BuHwW-1

BoHW-1
CwHYW-1

il CvHW-2
CpHW-1
15.2

T [ ] T ] ] ] |
1.4 12 10 a8 & a 2 o

Figure 3 : Arbre phylogénétique des a-herpesvirus des ruminants gB. [54]
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Structure

120-200 nm

Glycoprotéines

Enveloppe
(Fragilite)

Génome viral: ADN

(120-240KkD)
(70-200 protéines)

. . Capside icosaedrique
Tégument ou matrice P a

Figure 4 : Structure du virion BHV-1: [51]

3. Génome
Le matériel génétique des herpes virus est constitué d’'un double brin d’ADN linéaire,
gui se circularise immédiatement aprés sa séparation de la capside et la pénétration

dans le noyau de la cellule infectée [52, 53].

La composition en bases (G+C) varie de 31a75%, cette proportion étant
particulierement élevée chez les alphaherpesvirus, Le poids moléculaire de cet ADN
varie entre 120 et 230 kpb [52, 53].

Selon l'organisation des séquences nucléotides constituants I’ADN, Le génome

des herpésvirus est classé en six groupes désignés par les lettres A a F [52, 53].

A : une séquence longue unigue avec a chaque extrémité une séquence terminale

de méme orientation.

18



" ™

B : les séquences terminales ont des motifs répétés de part et d’autre de la
séquence unigue avec une méme orientation. Le nombre de ces séquences

répétées peut varier d’'une extrémité a l'autre.

1% 1%

C : le nombre de motifs répétés dans les séquences terminales est faible, la

séquence unique contient une séquence répétée en tandem.

1 [ e I I |

D : une seule séguence unigue courte a une extrémité avec une orientation inverse
gue la séquence unique, et une séquence répétée dans la séquence unique avec
une méme orientation que la séquence unique. Il y a alors deux séquences uniques,

une longue UL et une courte US.

EJ'L l—p]US ]

E : deux séquences terminales de méme orientation que la séguence unique, deux

séquences de taille différente au sein de la séquence unique de sens inverse.
> -

F : une seule séquence unique.

Les génomes du BHV-1 et de tous les alphaherpesvirus quilui sont apparentés
appartiennent au groupe D. ils sont composés d’une unité longue (UL) et d’une unité
courte(Us) flanquée de deux séquences répétées inverses IR (séquence répétée

interne) et TR (séquence répétée terminale) [52].
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(Ul': unité longue ; Us: unité courte ; IR et TR : séquences répétées terminales et

internes)
Figure 05 : Organisation du génome des alphaherpesvirus. [57]

Un projet de collaboration internationale a permis le séquencage complet du
génome du BoHV-1, principalement a partir de la souche Cooper. Celui-ci est
composeé de 67 genes uniques répartis entre I'unité longue et l'unité courte, et de 2

genes dupliqués dans les régions IR et TR [58].

Le génome de BHV-1 code un grand nombre de protéines impliguées dans la
synthése de 'ADN, le métabolisme des acides nucléiques... Les génes codant ces

protéines peuvent étre classés en quatre catégories [59] :

Les genes codant des protéines responsables de la multiplication du virus.

= Les génes codant des protéines permettant la diffusion du virus dans I'organisme
hote a partir de son lieu d’inoculation.

= Les génes codant des protéines altérant les défenses immunitaires de I'héte.

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

cellules hotes.
4. Cycle de multiplication virale :
Les herpésvirus sont capables de suivre un cycle de multiplication en fonction des
conditions de l'infection : appelé le cycle lytique qui assure la multiplication virale.
Le programme lytique correspond a I'expression séquentielle et ordonnée de
'ensemble des génes viraux. Le cycle de multiplication aboutit a la formation d’une
nouvelle génération de particules infectieuses et a la lyse cellulaire qui est
objectivable via [leffet cytopathogéne du virus (altération dans [I'apparence
microscopique des cellules en culture faisant suite a I'infection virale) [60].
Les virus vont pénétrer dans les cellules hotes grace a plusieurs molécules, ou

récepteurs, qui sont situées sur un nombre limité de cellules hétes. L’absence ou la
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présence de ces récepteurs influence sur la réceptivité de I'espéce, le tropisme
tissulaire et les symptédmes de la maladie engendrée [61, 62].
Une fois que le virus du BoHV-1 pénetre dans les cellules cibles, le cycle viral de

réplication commence, il comprend cing étapes : [63]

4.1. Adsorption ou attachement :
Attachement du virus a la cellule cible par les glycoprotéines d’enveloppes (gB et
gC) [66, 67, 68, 69, 70]. Cette fixation faible est suivie par une fixation solide par

l'interaction entre gD et des récepteurs cellulaires spécifiques [63].

4.2. Pénétration dans la cellule hote :

Cette étape implique la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane plasmique
[71,72].

Par l'intermédiaire de quatre glycoprotéines : B, D, H et L (leur rble est 'expansion
de la fusion) [73], libérant ainsi la nucléocapside et le tégument dans le cytoplasme
[74].

4.3. Transcription et réplication de I’ADN :

4.3.1. Ladécapsidation :

S’effectue au niveau d'un pore nucléaire (il s’agit de [I'éclipse) [64, 65].
L’acheminement des particules virales jusqu’aux pores du noyau, par des
microtubules, en étant fixée a la dynéine par le biais de la protéine virale UL 34 La
protéine VP8 est la plus abondante protéine tégumentaire de BoHV-1 [75, 76]. Il se
localise dans le noyau immédiatement apres infection grace a une localisation
nucléaire signal [77]. Cependant, le réle exact de VP8 dans l'infection virale n'est pas
encore clair. La protéine du tégument codée par UL41l est connue sous le nom

d'arrét de I'néte virion (vhs) protéine de BoHV-1.

Dés qu’il y est libération de ’ADN viral dans le noyau, cet ADN viral se circularise
lors immédiatement ou débute la transcription des genes viraux qui requiert la
participation de 'ARN polymérase Il cellulaire, sous le contréle de facteurs viraux.
[64]
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4.3.2. Lasynthese des protéines : [64, 65]

Certaines protéines du tégument interagissent avec des composants
transcriptionnels de I'note de fagon a stimuler la transcription des génes a. La
synthése s’effectue en cascade, on distingue trois types de protéines en fonction de
leur ordre d’apparition dans la cellule infectée :

- Protéine précoce immédiate (IE ou a) : protéine de régulation, non structurale,
induit la synthese des protéines E et L en exercant un rétrocontréle négatif sur leur
propre synthése.

- Protéines précoces (E ou B) : elles sont impliquées dans le métabolisme
nucléotidique et les évenements liés a la réplication de '’ADN viral et induisent la
transcription des génes L. Ces protéines atteignent leur pic d’expression au bout de
4 a 8 heures suivant l'infection.

- Protéines tardives (L ou y) : protéines structurales (capside, tégument, enveloppe),
glycoprotéines ou protéines régulatrices, ces derniéres sont synthétisées alors que la
réplication de 'ADN a déja débuté alors que la traduction des IE et E commence
avant la réplication de 'ADN.

Au total, plus de 70 protéines ont été synthétisées.

4.3.3. Réplication de I’ADN et encapsidation : [64, 65]

L’ADN viral se réplique par un mécanisme de cercle roulant « rolling-circle ». Ceci
genére des concatémeres, structures complexes composées d’unités genomiques se
suivant en téte a queue. Ces intermédiaires de réplications sont clivés en unités
génomiques par une activité endonucléasique puis intégrées a [lintérieur des
capsides.

4.4. Maturation : [64, 65]

Apres maturation des protéines de la nucléocapside dans le cytoplasme de la cellule
infectée celles-ci reviennent vers le noyau ou se produit 'assemblage du noyau viral.
Cette nucléocapside sort du noyau par bourgeonnement a travers le feuillet interne
de la membrane nucléaire ce qui leur permet d’acquérir une enveloppe transitoire,
cette derniere fusionne avec le feuillet externe libérant ainsi la nucléocapside dans le

cytoplasme.
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4.5. Libération du virus :

L’enveloppe virale définitive peut provenir de la membrane interne du noyau de la
cellule infectée ou bien des vésicules golgiennes [78].

La sortie du virus s’effectue soit par bourgeonnement, le virus ainsi enveloppé subit
une exocytose apres fusion des membranes ou par lyse cellulaire suite a I'induction
de [lapoptose. (L'apoptose est considérée comme une fonction cellulaire
physiologique et s’inscrit dans le cycle cellulaire) [65].

Le cycle de multiplication virale des alphaherpésvirus se déroule généralement en
moins de vingt heures. Ainsi, in vitro, I'expression d’antigénes viraux a la surface des
cellules infectées par le BHV-1 a lieu dés la troisieme heure post infection et I'on peut
mettre en évidence la présence de particules virales néoformés dans les milieux intra
et extracellulaire dés la septieme et huitieme heure post infection respectivement
[79].

; d
Boméodovins  Praage du géoome
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Synthese des génes tardifs (y)
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Figure 06 : Cycle de réplication des alphaherpesvirus [80]
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5. Glycoprotéines virales

Le BoHV-1 est un virus enveloppé est possede donc des glycoprotéines qui jouent
un role primordial dans les interactions avec les cellules hotes, et des cibles
importantes pour la réponse immunitaire [48]. On dénombre 10 glycoprotéines
d’enveloppe connues six d’entre elles sont localisées sur le segment UL (gK, gC, gB,
gH, gM, gL) et quatre sur le segment US (gG, gD, gl, gE), certaines glycoprotéines
semblent étre indispensable a la réalisation du cycle de multiplication virale c’est les
glycoprotéines essentielles qui sont : gB gD gH gK et gL et les autres glycoprotéines
sont non essentielle leurs délitions dans un géne codant n’affecte que d’'une fagon
mineur leur multiplication virale [45].

Les glycoprotéines gB gC gD sont trés immunogenes et sont qualifiées de majeur et
les autres glycoprotéines gE gH gl gK gL gG sont qualifiées de mineur. Cette

distinction est importante pour réaliser des vaccins dirigés contre le BHV-1 [81].

Tableau (5) : classification et fonction des glycoprotéines de BHV-1

[82,83]
Nom | Gene Propriété Fonction Interaction
gB UL Hautement Essentielle Récepteur héparine-like
Immunogéne Attachement, entrée dans la
cellule, passage de cellule a
cellule, fusion
gC UL Hautement Non essentielle Attachement, | Récepteur héparine-like
Immunogéne | virulence (hémagglutinine) complément (C3b)
gb us Hautement Essentielle
Immunogéne Entrée dans la cellule, passage | Associée a gH
de cellule a cellule.
gE us Faiblement Non essentielle Passage de | gl
Immunogéne cellule a cellule
aG us Faiblement Non essentielle Maintien les
Immunogéne jonctions intercellulaires
gH UL Essentielle Forme un complexe avec gL
Faiblement Entrée dans la cellule, passage | qui permet I'ancrage de gL
Immunogéne de cellule a cellule, sortie dans la membrane cellulaire
gl UK Faiblement Non essentielle Passage de | Associée a gE, permet la
Immunogéne cellule a cellule fusion cellulaire
gK UL Essentielle
Faiblement Transport intracellulaire vers la
Immunogéne surface de la cellule des
composants viraux
contrélant la fusion des cellules
gL UL Faiblement Essentielle Complexe avec gH
Immunogéne Entrée dans la cellule
gM UL Non essentielle Influence la
Faiblement fluidité membranaire favorise
Immunogéne I'entrée et la sortie du virus de la
cellule héte
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CHAPITREIII
PATHOGENIE

10. Geénéralités

Le virus BoHV-1 posséde une spécificité cellulaire. 1l infecte les cellules épithéliales
du tractus respiratoire supérieur et de la muqueuse génitale, ainsi que les
lymphocytes TCD4+, les monocytes, les macrophages, les amygdales, les
conjonctives et les neurones [64].

Comme tout virus, BoHV-1 est dépendant de la machinerie cellulaire pour se
répliquer. Il provoque l'arrét de la synthése des protéines cellulaires de I'héte par
l'intermédiaire de la protéine Virion Host Stutthof (VHS) [84]. Cette protéine codée
par le géne tardif UL41, provoque la destruction des ARN messagers de la cellule
dés les premiéres heures suivant l'infection. L’arrét de la synthése des protéines
cellulaires de I'héte provoque une nécrose [63].

Ensuite, la multiplication intensive du virus dans les cellules épithéliales respiratoires
ou geénitales conduit a une lyse des cellules par induction de I'apoptose [50], qui se
traduit cliniquement par l'apparition d’ulcéres. Le virus BoHV-1 induit également

I'appoptose des autres cellules infectées, hormis les neurones [63].

10.1. Primo-infection
10.1.1.1. Pénétration dans I’organisme
10.1.1.1.1. Contamination

Dans les conditions naturelles, les herpés virus des ruminants se transmettent
principalement par contact direct entre individus ou par l'intermédiaire d’aérosols sur
des courtes distances, par contre l'infection génitale requiert un contact direct, soit de
facon directe au cours de la saillie, soit par les paillettes d’'insémination artificielle ou
le transfert d’embryons.il existe d’autres sources d’infection mais peu courantes,
comme l'alimentation, I'eau, ou du matériel contaminé comme les manchons trayeurs
de la machine a traire [64].

Les voies d’entrée naturelles du BoHV-1 sont les tractus respiratoires supérieur et
geénital [63].
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Figure 07 : Description d’une primo-infection par le BoHV-1 [85].

10.1.1.2. Réplication et excrétion virale

Suite a l'interaction entre le virus et la cellule héte, il y’a une rapide pénétration
et la réplication virale a lieu dans les cellules épithéliales de la mugueuse ayant servi
de porte d’entrée, Le site de réplication primaire dépend donc du site d’inoculation
virale soit : [65]

a-Inoculation oculo-nasale : BoHV-1 : multiplication dans les épithéliums de la
muqueuse nasale, du pharynx et des amygdales [86].

Il s’ensuit une perturbation des mécanismes broncho-dilatateurs, ce qui
prédispose a une invasion bactérienne secondaire. Les lésions de nécrose
consécutives a la multiplication virale et a la forte réaction inflammatoire engendrée
conduisent & une maladie pulmonaire obstructive avec une augmentation de la
résistance au passage de l'air, une rétention de gaz carbonique et une perte du
volume pulmonaire utile [87].

b- Inoculation génitale : BoHV-1 [88;89]: multiplication dans les mugqueuses
vaginales et prénuptiale.

Suite a cette réplication intense, des nouveaux virions sont assemblés et

excrétés a des titres élevés dans le mucus nasal jusqua 10%° DICC50 (Dose

26



Infectante en Culture Cellulaire) par gramme de mucus. L’excrétion débute entre 7 et
8 heures post-infection.

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

quatrieme et le sixieme jour apres l'infection [63].
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Figure 08 : Réplication et excrétion de I’herpés virus [90].
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10.1.1.3. Dissémination dans I’organisme

La dissémination de l'infection par les herpés virus emprunte trois voies
différentes : le sang; le systéme nerveux et la transmission de cellule a cellule

(transmission locale) [91].

10.1.1.3.1.  Virémie

L’infection primaire provoque une virémie transitoire avant I'apparition des
anticorps spécifiques, le virus est associé aux cellules mononuclées sanguines qui
peut entrainer chez l'adulte des localisations secondaires du virus au niveau
d’organes cibles provoquant ainsi une grande variété de symptémes [64].

C’est le cas du BVH-1 ou le virus peut étre responsable d’avortements,
d’entérites, et d’infections généralisés mortelles chez les nouveau-nés non protégés
par 'immunité colostrale [92].

Aprés une inoculation intra nasale par une souche hyper virulente de BoHV-1,
on peut isoler le virus du BoHV-1 dans le sérum de veaux infectés pendant plusieurs
jours [58]. Il semblerait que le passage du virus dans le sang est permis par les
lymphocytes et les monocytes. De plus il a été montré in vitro que les leucocytes
peuvent étre un support au virus du BoHV-1, ainsi qu'un lieu de réplication limitée
[94, 95]. Ainsi les lymphocytes permettent de transporter les virions, adsorbés a leur
surface, alors que les monocytes permettent une réplication limitée du virus avant de

le relacher [96].

10.1.1.3.2. Voie neurale : neuroprobasie
Lors de la phase de multiplication, le virus du BoHV-1 atteint la terminaison
des nerfs périphériques innervant le site initial d’infection et remontent par voie
axonale rétrograde jusqu’aux ganglions nerveux régional, siege de latence [97]. Les
premiers neurones a étre infectés sont les cellules du ganglion trijumeau, et les
cellules olfactives de la muqueuse nasale lors d’une inoculation intra nasale, les

cellules du ganglion sacral lors de contamination vénérienne [88,98].
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10.1.1.3.3. Transmission de cellule en cellule :

Les virions du BoHV-1 sont capables de se propager d’une cellule infectée a
une autre non infectée, sans passer par le milieu extracellulaire, donc a l'abri des
anticorps spécifiques [64]. La maijorité des glycoprotéines d’enveloppe joue un role
dans cette dissémination de cellule a cellule et en particulier g et gG [99]. Et cette
voie est importante lors de la réactivation du virus a I'état latent chez un individu

immunisé [88, 98].

Les cellules peuvent communiquer de différentes facons, allant de la sécrétion de
facteurs solubles dans l'environnement aux contacts directs et aux projections
cellulaires reliant les cellules individuelles. La diversité de ces connexions
intercellulaires rend leur classification difficile, et la nomenclature des différentes
protubérances impliqguées dans la communication ou la migration cellulaire peut étre
parfois déroutante, bien que ces protrusions difféerent par leurs caractéristiques
morphologiques, structurelles et fonctionnelles [100, 101, 102]. Des techniques
d'imagerie avancées ont récemment permis de visualiser un nouveau type de
connexions intercellulaires : des structures fragiles et allongées pouvant relier de
maniére transitoire des cellules distantes, parfois pendant une trés courte
période. De telles saillies membranaires, appelées nanotubes a effet tunnel (TNT),
ont été décrites pour la premiere fois dans le cas de cellules de phéochromocytome
PC12 en culture [103]. lls étaient initialement caractérisés comme minces (50 a 200
nm de diamétre), de longs canaux membraneux composés de filaments d’actine et
ne contenant pas de tubuline. Plus tard, on a observé la formation de connexions
membranaires similaires dans d’autres cellules en culture, telles que des cellules
rénales embryonnaires humaines (HEK-293) [104], des cellules rénales de rein de
rat normal (NRK) [103, 105]. Des cellules HeLa [106]. Des neurones et des
astrocytes [107, 108], et de nombreux autres [102, 109]. De nombreuses
observations ont démontré que les nanotubes peuvent relier des cellules
immunitaires, des macrophages, des monocytes, des cellules tueuses naturelles
(NK) ou des cellules B humaines transformées avec le virus d'Epstein-Barr (EBV)
[110]. Ces « tubes » relient le cytoplasme des cellules et permettent I'échange de
signaux, de matériaux et d'organelles (lysosomes et mitochondries) entre des
cellules non adjacentes. Des études récentes ont montré que les morphologies et les

compositions de TNT formés par diverses cellules peuvent différer. Par exemple,
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deux types distincts de nanotubes a effet tunnel reliant les macrophages humains ont
été décrits : des nanotubes minces ne contenant que de l'actine et des ponts plus
épais (diametre supérieur a 0,7 um) contenant a la fois de lactine et des
microtubules [111]. Les TNT ne sont pas clairement identifiés et leur longueur peut
varier de 10 & plus de 100 pm. Observations de TNT in vitro etin vivo sont
techniquement difficiles car ces structures sont sensibles a la lumiere, aux
contraintes meécaniques et a la fixation chimique. Chacune de celles-ci peut
provoquer des vibrations visibles de la connexion tubulaire et une rupture. La
recherche de TNT dans les tissus vivants est donc une tache ardue. La plupart des
études sur les TNT ont été effectuées in vitro a I'aide de cellules en culture, alors que
les observations de TNT in vivo ont rarement été publiées : par exemple, les
embryons d’oursins [112], les cellules myéloides de la cornée de souris [113, 114] et
la région située entre les deux crétes neurales chez I'embryon de poulet [115].
Cependant, de nombreuses preuves indiquent que la communication et le transport
sont médiés par le TNT sont essentiels au fonctionnement cellulaire normal dans des
conditions physiologiques [116]. Le mécanisme moléculaire de la formation de
nanotubes membranaires n'est pas completement compris, mais il a été démontré
que des conditions stressantes, telles que l'inflammation ou toute Iésion cellulaire,

stimulaient les cellules pour qu'elles produisent des TNT [117].

Un nombre croissant de rapports ont démontré le réle important des TNT dans la
pathogenése des maladies neurodégénératives et du cancer [118] et le domaine de
la recherche sur les TNT se développe rapidement. L'interaction de la cellule avec
agent pathogéne est un facteur important pouvant contribuer a la formation de
TNT. Des nanotubes de tunnel de différentes dimensions se sont révélés étre
impliqués dans la transmission de bactéries [111] de prions [119, 120].et de virus. Le
premier rapport sur la transmission virale dans les TNT a été décrit pour la
propagation du virus de limmunodéficience humaine (VIH) de lymphocytes T

infectés a un autre non infecté a I'aide des connexions nanotubulaires [121, 122].
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La Rhinotrachéite Infectieuse Bovine - IBR
Les étapes de I'infection
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Figure (09) les étapes de I'infection de I'IBR [128].
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CHAPITRE IV
CLINIQUES

Herpésvirus bovin 1 (BHV-1), qui infecte les bovins domestiques est associé a
plusieurs conditions cliniques y compris la rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR),
vulvovaginite pustuleuse infectieuse, balanoposthitis, conjonctivite, et maladie
généralisée chez les veaux nouveau-nés. BHV-1 a été classés en sous-types 1.1,
1.2a et 1.2b en utilisant I'analyse par des enzymes de restriction. 1.1 Sous-type est
associé a une maladie respiratoire. Les sous-types 1.2a et 1.2b sont impliqués dans
la vulvovaginite pustuleuse infectieuse syndrome/balanoposthitis et il peut causer
aussi une maladie respiratoire.

Le BoHV-1 responsable de la forme la rhinotrachéite infectieuse bovine a de
multiples signes cliniques, suite a la virémie [88,98] et le BoHV-1.2 responsable de
la forme IPV, vwvulvo-vaginite pustuleuse infectieuse bovine avec une forme
respiratoire discréte [124].

La sévérité des symptomes varie en fonction de la virulence des souches et
du statut immunitaire de I'animal [125]. Les formes les plus fréquentes sont les

formes subcliniques et I'IBR.

1. Forme clinique de [I'IPV vulvo-vaginite pustuleuse infectieuse et
balanoposthite [126, 127] :
1.1. Femelle : Vulvo-vestibulo-vaginite ulcéro-pustuleuse infectieuse bovine
- Incubation de 4 a 5 jours
-Les signes généraux sont discrets, linfection restant localisée dans les
dernieres portions du tractus génital.
-Les symptébmes associés sont une pollakiurie liée a l'inflammation vulvaire, la
gueue étant par ailleurs constamment levée.
En liaison avec la douleur et les efforts de pousser, il peut se produire un

prolapsus vaginal voire utérin.
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Figure n°(10) vulvovaginite [129].

1.2. Male : balanoposthite

Tableau clinique :

Une hyperthermie (41,5°C) ainsi qu’une inflammation du pénis et du fourreau.

Les complications bactériennes peuvent conduire a des inflammations (une
funiculite ; une orchite).

Figure n° (11) Balanite chez un taureau [129].
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2. Forme IBR : rhinotrachéite infectieuse bovine : [125, 126, 127]

Les dommages causés par une infection virale sont une inflammation, des
changements vasculaires, un cedéme, une exsudation de fibrine et de cellules
inflammatoires

Tableau clinique :

Le veau est sensible a partir de I'age de 3-4 mois, avant il était protégé par les
anticorps colostrums de la maladie mais pas de l'infection.

L’incubation dure de 2 a 7 jours, le virus est présent dans le mucus nasal dés

24 heures aprés infection. Les bovins infectés présentent ensuite de I'hyperthermie
(parfois jusqu'a 42°C), deviennent anorexiques et toussent.

Chez les vaches laitieres, la production chute brutalement. Fréquemment, on
observe du jetage +nasal, séreux les premiers jours puis muco-purulent par la suite.
Le mufle est séverement congestionné.

Présence de foyers nécrotiques sur la muqueuse nasale. D’autres symptdémes sont
parfois rencontrés : hyperexcitabilités, conjonctivite, dyspnée, détresse respiratoire
(due a lobstruction des voies aériennes supérieures par des débris fibrino-
purulents), hypersalivation. En I'absence de surinfection bactérienne, la mortalité est
faible et les animaux récupérent en quelques jours.

A l'autopsie, la muqueuse des voies respiratoires supérieures comporte des lésions
nécrotico-hémorragiques : dépdts fibrino-purulents, fausses membranes nécrotico-
diphtéroides recouvrant une muqueuse ulcérée ou fortement congestivo-
hémorragiques.

Des lésions de broncho-pneumonie peuvent étre associées a ce tableau Iésionnel,

notamment en cas de surinfection par Mannheimia Haemolytica [130].




Figuren©(12) Atteinte IBR museau de bivin (nez rouge) [135]

Figure n°(13) Atteinte IBR museau et espace inter digital [136]

3. Avortement: [131, 132]
L’avortement se produit dans tous les stades de gestation mais on note une
prédominance lors du dernier tiers de la gestation (entre 4 et 7 mois de gestation),

quel que soit I'age de la vache.

Figure n°(14) avortement [133]
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4. Mammite:

Une inoculation intra-mammaire provoque une mammite [134].

- .

Figure n°(15) Théilite ulcérative herpétique[137]

5. Symptémes digestifs :

Tableau clinique :

L’animal présente une stomatite associée a une laryngo-trachéite, La gastro-entérite
se traduit par une diarrhée profuse incoercible, chargée de mucus et de fausses
membranes [65].

Une infection double IBR/BVD intensifie les signes cliniques de chaque une d’elles.

Figure n°(16) Iésion ulcéreuse de la langue en carte géographique [138]
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6. Mortalité néonatale : [139]

La contamination du veau s’effectue pendant le dernier tiers de la gestation
(transmission verticale) ou bien dans les premiers jours de vie. Les signes cliniques
débutent 3 ou 4 jours aprés la naissance et la mort survient 3 a 4 jours apres

I'apparition des signes cliniques.

7. Infection subclinique :

L’animal peut étre infecté et excréter du virus sans aucun signe clinique. C’est
notamment le cas lors de la réexcrétion virale suite a une levée de latence ainsi que
lors de réinfection.

Ces animaux représentent un danger épidémiologique puisqu’ils peuvent
contaminer le reste du troupeau en étant asymptomatiques donc non détectables

cliniguement. Cette forme reste la plus fréquente [65].

8. Lalatence:

Le phénoméne de latence correspond a la persistance du virus dans I'organisme en
'absence de détection possible de celui-ci. Le virus peut persister ainsi de
nombreuses années, donc apres une infection primaire ou une vaccination par un
virus vivant atténue ou délité, le virus du BHV-1 rentre en latence dans les noyaux
des neurones de certains ganglions [140]. Si l'infection primaire est respiratoire, le
lieu de latence est le ganglion trigéminé [141]. Si l'infection primaire est génitale, le
lieu de latence est le ganglion sacral [142, 143].

Dans les conditions naturelles la latence virale fait systématiquement a une primo
infection, donc un animal infecté sera a vie porteur.

Aprés contamination et réplication locale, BHV-1 pénétre les terminaisons nerveuses
des nerfs sensitifs de I'épithélium infecté, migre par voie axonale vers le corps
cellulaire, dans le noyau de ce dernier le génome se circularise sous forme
d’épisome et persiste sans réplication virale, le virus rentre alors en latence [46].
Pendant la latence, I'animal ne présente aucun signe clinique. Seuls des tests

sérologiques peuvent mettre en évidence le passage du virus [44].
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9. Réactivation et réexcrétion :

Le virus BHV1 peut sortir de sa latence jusqu’a plusieurs années aprés l'infection
primaire, suite & divers stimuli. Apres la réactivation il y a synthése de nouveaux
virions dans le site de latence [45].

Il existe différents stimuli déclenchant la réactivation du virus, comme la mise-bas, le
transport la surinfection par le virus parainfluenza [145], la bronchite vermineuse
Dictyocaulus viviparus [146].

Des injections de dexaméthasone a raison 0.1mg/kg de poids vif /j par voie
intraveineuse pendant 3 a 5 jours provoquant une réactivation mais
immunodépression qui pourrait découler de l'injection répétée de glucocorticoides
n'est pas en cause. La dexaméthasone aurait une action directe sur le neurone
hébergeant le BHV-1 [147].

Une injection de 3-Methylindole, qui est un produit de la transformation du
tryptophane qui peut engendrer des Iésions pulmonaires aux ruminants qui en
'ingérant [148].

Tous ces évenements induisent une augmentation de la concentration de cortisol
circulant dans le sang.

La réexcrétion virale est faite apres réactivation dans les neurones du ganglion
trigéminé, BHV-1 débute un cycle de réplication lytique qui peut conduire a la mort
du neurone [149]. 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 [150].

Le niveau de l'immunité de I'animal infecté influe sur le degré de ré-excrétions. En
effet des bovins ont été immunisés avec une souche virale thermosensible contre
BHV-1 puis inocule avec une souche sauvage virulente, ont développé une immunité
forte et il a été impossible de mettre en évidence une réexcrétion, méme apres un
traitement avec dexaméthasone. Donc la réactivation virale ne s'accompagne de la

réexcrétion [44].
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CHAPITRE V
REPONSE IMMUNITAIRE

La réponse immunitaire selon [151] induit trois sortes de réponses immunitaires :

1. Une premiére réponse non spécifique, cellulaire avec [Iaction des
polynucléaires neutrophiles et la production précoce de cytokines.

2. Une réponse spécifiqgue cellulaire au cours de laquelle interviennent les
lymphocytes T.

3. Une réponse spécifiqgue humorale faisant intervenir les lymphocytes B.

Maladie clinique
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Figure 19 : Réponse immunitaire a I'infection par le BoHV-1[152].

3. 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 L’épithélium respiratoire [153]. Suite a une infection, les interférons a
et B sont présents dés la cinquieme heure post-infection, qui sont produits par les

fibroblastes et les macrophages, et ils sont retrouvés dans les secrétions nasales et
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dans, leurs concentrations atteints un pic dans 36 a 72 heures et elle reste élevée

jusqu’a l'arrét de la multiplication virale [44, 154, 81].

Les cytokines qui initient la réponse inflammatoire, ils sont libérés par les cellules qui
intervient dans le site de l'infection (macrophage, les polynucléaire neutrophile, les
cellules NK) puis sont relayés par I'immunité spécifique [155]. Les cytokines pro-
inflammatoires, telles que l'interleukine (IL)-1B et le tumor necrosis factor (TNF)-a,
sont responsable du syndrome fébrile observé rapidement aprés linfection, une
réaction inflammatoire ainsi qu’une infiltration parenchymateuse pulmonaire par les
polynucléaires neutrophiles 24 a 48 heures aprés infection par le BoHV-1. Ces
cytokines sont produites par les cellules alvéolaires et les Pneumocytes [49, 81].

Les cytokines chimiotactiques, les chémokines, induisent I'expression de molécules
d’adhésion (ICAM 1) sur les cellules endothéliales, ce qui favorise I'adhésion des

leucocytes. Leur synthese est stimulée par les cytokines pro-inflammatoires.

3.2. Reéponse cellulaire :
Apreés la mise en place précoce de la réponse immunitaire non spécifique, la réponse
immunitaire a médiation cellulaire s’établit, 7 a 10 jours aprés linfection. Les
glycoprotéines virales gB, gC et gD, qui sont les glycoprotéines majeures
d’enveloppe, déclenchent la réponse immunitaire spécifique et en sont les cibles
[44]. La glycoprotéine gC agit notamment en stimulant les lymphocytes TCD4 [152].
gC et gD constituent également des cibles pour les lymphocytes TCD8+ cytotoxiques
[156]. Les autres acteurs de cette réponse sont les macrophages, les cellules NK, les
polynucléaires neutrophiles, les lymphocytes Thl et Th2. lls produisent des
interférons y qui sont dirigés contre les antigénes viraux. Ces éléments de la réponse
immunitaire détectent et détruisent les cellules de I'héte qui sont infectées [44]. Lors
d'une seconde infection ou de la réactivation d'une phase de latence les
polynucléaires neutrophiles détruisent les cellules infectées par cytotoxicité
dépendante des anticorps [81].

3.3. Immunité humorale :
La réponse humorale faisant intervenir les anticorps intervient surtout pour prévenir
une nouvelle infection par BoHV-1, plus que pour la guérir. Lors d’une primo-infection
les anticorps ont un réle moins important que 'immunité a médiation cellulaire [157].
Par contre, en cas de seconde infection, la réponse de type humorale avec

production d’anticorps est plus efficace que la réponse cellulaire [44].
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Ces anticorps produits par les lymphocytes B, cette synthése ne commence qu’entre
7 et 12 jours apres linfection, avec un taux maximal au bout de 20 jours. Il y a
d’abord production d’IgM puis d’IgG. Localement, au niveau des muqueuses, il peut y
avoir sécrétion d’IgA (dans les sécrétions bronchiques et nasales), qui apparaissent
au bout de 2 & 3 jours et disparaissent au bout de 7 a 14 jours [158].
Les anticorps n"’empéchent pas le passage du virus de cellule a cellule. Les anticorps
agissent en neutralisant les particules virales extracellulaires et en limitant la
diffusion extracellulaire de I'infection. Un taux élevé d’anticorps anti-BoHV-1 dans la
muqueuse nasale va permettre, méme en cas de réactivation virale, de neutraliser le
virus et d’'empécher sa transmission a d’autres animaux.
Les anticorps persistent deux a trois ans chez I'animal, et on peut les détecter plus
de 5 ans apres la premiéere infection [49, 81]. En particulier les anticorps anti-gB
[157], comme lors de la réponse spécifique a médiation cellulaire, les glycoprotéines
gB, gC et gD sont la principale cible des anticorps [45].
La cinétique de la réponse humorale par anticorps aprés exposition au virus BoHV-1
par voie intra-nasale est représentée sur la Figure [159].
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Figure20 : Cinetique de production d’anticorps en cas d’infection
ou de reactivation [159]
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1. INTRODUCTION

L'herpésvirus bovin 1 (BoHV-1) est un virus de bétail qui peut entrainer des pertes
économiques en raison d'échecs de reproduction, de mortalité des veaux, de
maladies entériques et respiratoires. BoHV-1 est un virus de la famille des
Herpesviridae, de la sous-famille Alphaherpesvirinae, agent responsable de la
rhinotrachéite infectieuse bovine (Muylkens, Thiry et al. 2007), une maladie
infectieuse hautement contagieuse [2, 4]. Une maladie respiratoire avec un signe
clinique typique associé a linfection a BoHV-1, mais le virus peut également étre
associé a une conjonctivite, une vulvovaginite, des avortements, une encéphalite et
une balanoposthite. Le passage des manifestations primaires de l'infection a un
stade de persistance latent est souvent la source de la propagation aprés la
réactivation du virus [5]. Cette maladie est trés morbide mais entraine une faible
mortalité chez les animaux infectés [185]. L'infection des vaches gravides peut
entrainer une infection foetale transplacentaire. Les foetus peuvent étre avortés,
momifiés, mort-nés ou nés avec des anomalies graves. Dans de nombreux cas, des
veaux immunotolérants naissent (infectés de facon persistante). En outre, I'utilisation
de vaccins peut réduire les pertes économiques causées par une maladie clinique,
mais ne semble pas réduire la prévalence des infections par le BoHV-1. Il est difficile
d'estimer avec précision l'impact économique réel di aux animaux infectés qui ne
présentent souvent aucun signe clinique de ces infections. Le BoHV-1 est largement
répandus en Europe, Asie et en Ameérique de sud (Mexique), comme l'ont indiqué
des études antérieures. Toutefois, des différences d’état peuvent exister au sein d’'un
méme pays et entre régions. Les effets des facteurs de risque peuvent également
varier d'une région ou d'une ferme a l'autre en raison des changements
microclimatiques, des différences de gestion, de la densité. Le virus Le BoHV-1

se transmet principalement entre les troupeaux par les mouvements de bétalil,
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I'utilisation de vaccins vivants, le sperme et les embryons, les visiteurs, y compris les
vétérinaires et les techniciens en insémination artificielle. Certaines études
européennes font état de plusieurs facteurs de risque associés a l'infection a BoHV-
1, tels que I'age des animaux, le statut vaccinal, la taille du troupeau, le
systéme de production (lait ou viande), la saison et l'introduction d'animaux a
la ferme (Boelaert et al. 2005 ; Gonzélez -Garcia et al. 2009). Plusieurs rapports
ont associé un facteur de risque a l'infection par le virus Le BoHV-1, tels que la
densité des élevages, l'altitude, I'achat d'animaux (Saa et al. 2012 ; Fernandes et al.,
2016). Par conséquent, il est important de disposer d'informations sur I'épidémiologie
de BoHV-1, des programmes de prévention et de controle adaptés sont nécessaires

pour des régions spécifiques

Notre travail est divisé en trois étapes successives :

La premiere étape : elle a comme objectif de chercher la circulation de virus de
'IBR le BHV-1 dans les cheptels bovins algériens, elle consiste a une enquéte
sérologique préliminaire Elisa gB sur 155 bovins, suivie d’'une étude de comparaison
des bovins positifs (N=11) avec Elisa gE, pour éliminer les positifs vaccinés.

La deuxieme étape : I'objectif est de déterminer I'importance de la séroprévalence
de du virus Le BoHV-1 dans les régions de Tizi ouzou, Boumerdes, Buira, Bordi
Bouareredj ; associée a des facteurs de risques ; région, sexe, age, type de
production, type d’élevage, état d’hygiene, introduction des nouveaux animaux
(N=1129) Elisa gB.

La troisieme étape ; son objectif est; étudier les caractéristiques biologiques du
virus Le BoHV-1 ; culture cellulaire séroneutralisation virale gB, gE, gD, réactivation
du virus chez les bovins séropositifs a la dexaméthasone pendant 5 jours,
ajustement des sérums algérien avec des vrais positifs de référence et des vrais
négatifs de référence, et enfin isolement et identification BoHV-1 virus Algérien
grace ala PCR.
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4. Matériels et Méthode :

4.5. Matériels non Biologique :

Pour le prélevement sanguin : aiguilles, port aiguilles, gants, tubes sec, Glaciere,
poches de sang de 500ml, boites de prélevements stériles, écouvillons, eau

physiologique, dexaméthasone, seringues 10cc, antibiotiques large spectre oxy-

tétracycline + peénicillines, centrifugeuse.

Pour les tests Elisa et culture cellulaire ; séroneutralisation virale gB, gE, gD la liste

du matériel est citée aux annexe 1 et 2.

4.5.1.Matériel Biologique

Les bovins qui présentent des problémes d’avortements.
Le sang et sérums.

Les cellules de culture.

Le virus BHV-1

Le sérum de référence N46

Les tétes de bovins apres I'abattage, pour récupérer les ganglions trijumeaux

5. Méthode :

5.1. Recensement des élevages rencontrant des avortements :
Suite a une enquéte auprés des élevages bovins grace a des vétérinaires

praticiens de la rurale sur les élevages rencontrant des avortements.
Un formulaire est rempli lors des prélévements, ainsi les données sont récupérées
sur :

- Le type de production des élevages : laitiers, viandes ou mixte.

- Le type d’élevage : intensif, semi intensif.

- Introduction des nouveaux animaux.

- Hygiéne.

- Age.

- Sexe.

- Région.
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Pour estimer la séroprévalence :

Le nombre d'animaux échantillonnés (n = 1068 prélevements valables de plus de
6 mois), la prévalence dans cette étude a été calculé en tenant compte d'une
prévalence attendue de 50%, et d'un niveau de confiance de 95% et d'une précision
de 5% (Segura et Honhold, 2000).
Les fermes et les animaux dans les fermes ont été sélectionnés au hasard. La plus
petite ferme échantillonnée comptait au moins 1 animal.
Un a 20 animaux ont été échantillonnés par ferme. Des échantillons de sang ont été
prélevés sur des bovins en age de procréer plus de six mois (les deux sexes).

Tous les animaux inclus n'étaient pas vaccinés contre BoHV-1.

5.2. Etude des facteurs derisque :

Pour identifier les facteurs de risque possibles associés a IBR, des enquétes
sont effectuées dans les exploitations afin de recueillir des informations sur les
facteurs de risque potentiels ; au niveau du troupeau et de l'animal.

Les facteurs évalués sont: le systeme élevage (intensif et semi-intensif), le
systeme de production (lait, viande, mixte), les nouveaux bovins introduits a la
ferme (non, oui), I'age des bovins (6-36, 37-72 et > 72 mois), sexe, état
d’hygiéne de I’étable et la région géographique (Tizi-Ouzou, Boumerdes, Buira,
Bordj Bouarered)).

La plupart des animaux échantillonnés appartenaient a des croisements de type
Montbéliard, Holstein, charolais, Il n'y avait aucun signe clinique chez les animaux

enregistrés lors de I'échantillonnage.

5.3. Période d’étude

Notre étude s’étend de Mai 2010 au mois de juin 2020 ; ainsi les
prélevements sont effectués de Mai 2010 au septembre 2012 (n=136), ensuite une
autre étude est réalisée mai 2014 septembre 2015 (n=1063).

La réactivation de virus et récupération des prélevements ; sang, écouvillons nasaux
et vaginaux sont réaliser de 13 octobre 2016 au 13 novembre 2016 (n=5x5x3) et
enfin pour la PCR un prélevement des ganglions nerveux trijumeau chez deux

vaches (n=2) en juin 2020.
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5.4. Reéalisation des prélevements sanguins

Des échantillons de sang (10 ml) sont prélevés dans la veine coccygienne
de chaque animal, a l'aide d'aiguilles jetables (21 mm 1,5 mm) et de tubes marque
Vacutainer. Les échantillons sont identifiés puis conservés et transportés sous froids
aux Laboratoire Européen de Référence de I'IBR de I’Anses Sophia-Anti police
de Nice en France et Laboratoire de Diagnostic de la Faculté de Médecine
Vétérinaire du logo de ['Université de Saint-Jacques-de-Compostelle en
Espagne.

Les échantillons de sang sont centrifugés a 1500 g a 4 ° C pendant 10 min et le
sérum est transféré dans des tubes jetables (Eppendorf®) et conservés a —20 ° C

jusqu'aux tests ELISA.

5.5. Préparation et identification des échantillons :

Les préléevements sanguins réalisés identifiés avec un numéro qui porte le

numéro de la wilaya puis le numéro de I'élevage et enfin le numéro de I'animal ;
exemple 15 20 05 03 :

Le chiffre 15 est le numéro de la wilaya de Tizi ouzou.
Le chiffre 20 est le numéro d’élevage.
Le chiffre 05 est le numéro de I'animal.

Le chiffre 03 est 'année de naissance de I'animal.

5.6. Domaine d'étude

La zone d'étude est située au nord de I'Afrique en Algérie, exactement au nord-est
d'Alger ou le climat varie d'humide a semi sec. La production bovine est une activité
importante. Le cheptel bovin est passé de 1 560 000 tétes en 2003 a plus de 1 909
000 tétes en 2013 soit une augmentation de plus de 18 %. Le nombre de vaches
laitieres en 2013 représente plus de 1 million de tétes dont pres de 30 % sont des
vaches de races exogenes surtout laitiéres. (Ministére de I'agriculture ; 2013)

Sur le plan géographique le cheptel bovin est concentré essentiellement dans la
région de I'Est qui prédomine avec environ 59 % de I'effectif bovin national suivie du
Centre et de I'Ouest avec respectivement 22 % et 14 %, et le Sud avec seulement
5%. Nous observons selon la dénomination officielle du Ministére de I'agriculture 3
types d’élevage représenté par le type de races exploitées :
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- L’élevage bovin laitier moderne ou BLM constitué de races laitiéres introduites ou
races de haut rendement.

- L’élevage bovin amélioré ou BLA ; constitué de races croisées issues des différents
croisements obtenus depuis I'ére coloniale et aprés I'indépendance.

- L’élevage bovin local ou BLL ; constitué des sujets de races locales ou populations
locales.

Notre étude s’étend sur quatre régions, a savoir Tizi ouzou, Boumerdes, Buira et
Bordj Bouareredj], ce choix est reposé sur les différences caractéristiques du climat ;
Tizi ouzou, Boumerdes sont deux régions cétiéres et humides avec le bassin de
Oued Sebaou, Buira et Bordj Bouareredj sont deux régions semi-arides a secs en

Eté avec des variations climatiques et géographiques spécifiques pour chaque

région.
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6. Analyse des prélévements

6.1. ELISA indirecte gB (n=136) Laboratoire Européen de Référence
de I'IBR de I’Anses Sophia-Anti police de Nice en France:
(Kits ELISA BoHV-1 IBRgB IDEXX Laboratories Inc., Westbrook; Maine 04092 USA)

la technique est détaillée a 'annexe 1

Elle est effectuée selon les instructions du fabricant. Un test ELISA indirect
pour la détection d'anticorps anti BoHV-1 a l'aide d'anticorps monoclonaux. Les
résultats sont lus dans un photométre microplaque, ou la densité optique (DO) est
mesurée a 450 nm. La DO de coupure est calculée comme suit : A = DO (controle
négatif corrigé) 3,50. Tous les échantillons avec une DO supérieure ou égale a 0,35
sont considérés comme positifs. La sensibilité et la spécificité de ces tests sont
respectivement de 100% et 99,5%.

L’échantillon a tester est mis au contact des déterminants antigéniques spécifiques
de BHV1, qui sont adsorbés sur un support solide. La révélation des anticorps fixés
sur les antigénes se fait par ajout d’anticorps anti-immunoglobulines bovines. Ces
derniers sont conjugués a une enzyme. On ajoute enfin le substrat chromogene
correspondant a cette enzyme et la lecture se fait au spectrophotometre. La densité
optique obtenue est proportionnelle a la quantité d’anticorps anti-BHV1 présents

dans le sérum bovin testé.

La premiere étude préliminaire sur 136 échantillons, pour détecter la

circulation du virus en ALGERIE.

6.2. ELISA de Compétition gE (n=13) (kit IDEXX) Laboratoire
Européen

de Référence de I'IBR de I’Anses Sophia-Anti police de Nice en France:

La technique ELISA de compétition reprend le méme principe que I'ELISA indirecte
mais la révélation se fait par ajout d’'un sérum contenant des anticorps anti-BHV1
(gE), associés a une enzyme. Ces anticorps se fixent sur les sites antigéniques, en
compétition avec les anticorps éventuellement présents dans I'échantillon a tester.
On ajoute ensuite le substrat chromogéne. La densité optique obtenue est
inversement proportionnelle a la quantité d’anticorps présents dans I'’échantillon

bovin.
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Dans cette seconde technique on doit différencier les bovins séropositifs du virus

sauvage et des bovins vaccinés.

6.3. Séroneutralisation : latechnique est détaillée a I’annexe 2
(Laboratoire Européen de Référence de I'IBR de I’Anses Sophia-Anti police de
Nice en France)

Le principe : La détection d’anticorps neutralisants contre le BoHV-1 dans un sérum
est réalisée en microplaque par la technique de neutralisation virale, selon protocole
décrit dans la norme NF U 47-030.

Les anticorps sériques anti-BHV1 vont se fixer sur le virus, empéchant ainsi son
action cytopathogene. Le mélange réalisé est ensuite inoculé a des cellules
sensibles. Apres une incubation de trois a cing jours on observe au microscope les
cultures cellulaires et les éventuelles lésions caractéristiques provoquées par le
BHV1. La réalisation de dilutions croissantes du sérum a tester permet d’en évaluer

le titre en anticorps anti-BHV1.

Dans notre travail elle consiste a évaluer le pouvoir immunigéne de virus algérien,

par la quantité des anticorps produite.

Photo n°1 plaque 1 de séroneutralisation virale
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Photo n°2 plaque 2 de séroneutralisation virale

4.4. lIsolement du virus :

Comme nous l'avons vu précédemment, les techniques permettant le
diagnostic de I'IBR présentent un certain nombre de limites. La fiabilité des tests
sérologiques n’est pas totale, la spécificité fait parfois défaut, notamment lors de
réactions croisées avec d’autres herpesvirus. D’autre part, afin de détecter un
maximum d’animaux positifs, les tests commercialisés présentent une sensibilité
élevée, qui peut parfois conduire a des résultats faux positifs. Dans tous les cas,
animaux SNLC, infections croisées et faux positifs, la seule fagon d’identifier BHV1

est le recours a l'isolement du virus, le test le plus efficace étant la PCR.

On peut parfois étre confronté a un résultat sérologique positif dans un
contexte épidémiologique contraire, c'est-a-dire qu’on obtient une sérologie positive
sur un animal vivant dans un cheptel certifié indemne, ou acheté dans un cheptel
indemne avec un transport contrélé. Il faut alors soit faire abattre le bovin, soit le
faire vacciner dans les deux mois suivants I'obtention du résultat. Cependant si I'on
veut s’assurer qu’il s’agit bien d’'un cas de faux positif, que le statut du cheptel est
toujours indemne il faut recourir a l'isolement. Deux solutions existent pour cela,

avec des contraintes.
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4.4.1.Réactivation virale a la dexaméthasone (Boumerdes Algérie)
(selon Stephen VALAS expert Anses Niort) :

Cette technique a pour but de provoquer la réactivation du virus a partir de son site
de latence. Celui-ci est alors ré-excrété dans les sécrétions nasales et génitales. Le
bovin est donc considéré comme hautement contagieux pendant toute la durée du
protocole et il doit étre totalement isolé de ses congénéres, avec des mesures

strictes d’hygiéne.

La premiére possibilité de confirmation d’une sérologie positive est la réactivation
virale par administration répétée au bovin de la dexaméthasone associe a
I'antibiotique I'oxytétracycline et pénicilline afin de protéger le bovin de surinfection

bactérienne, 'administration se fait par voie intra musculaire, pendant 5 jours.

Le traitement a la dexaméthasone correspond a une réactivation induite par un
stress dans la nature qui entraine une augmentation des glucocorticoides
endogénes. Les glucocorticoides sont des régulateurs de I'expression des génes

cellulaires et viraux. Ce sont également des agents immunosuppresseurs.

L’injection de dexaméthasone a des effets rapides sur les interactions
virus/neurones, elle induit des changements dans le ganglion trigéminé, La dose

permettant la réactivation virale est de 0,1 mg/kg/jour pendant 5 jours [186].

Nous avons réalisé la réactivation sur cinqg vaches séropositives avec des

injections de 0,1 mg/kg/jour pendant 5 jours associés a une antibiothérapie

préventive Oxytétracycline et ampicilline.

On a prélevé ensuite du mucus nasal et vaginal avec 2 écouvillons/ vache/ jour, de
J5 a J10 avec un total de 12 écouvillons pour chaque vache, ensuite on a prélevé du
sang deux 3 tubes de 10ml/vache/ jour a J1, J2, J3, J4, J5. La recherche du virus se

fait ensuite par isolement sur culture cellulaire et PCR.

Malheureusement ces échantillons ne sont pas analysés, au Laboratoire Européen
de Référence de I'IBR de I'Anses Sophia-Anti police de Nice en France, suite a
'annulation de la convention de coopération et transfére de la thématique au
laboratoire de Niort en France. Faute de moyen de conservation, les échantillons
sont décongelés et détériorés a cause d’'une panne de congélateur au laboratoire.
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Il existe des contres indications a la réalisation de ce protocole. En effet I'injection
de dexaméthasone provoque I'avortement chez une femelle gestante. D’autre part
elle induit une immunodépression favorisant les infections secondaires. Le
protocole de réactivation virale a la dexaméthasone doit donc étre réalisé sous

controle d’'un vétérinaire.
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Photo n° (3) flaguant de la dexaméthasone 5mg de 100ml de

laboratoire Vetoquinol
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Photo (4) flaquant de ’oxytétracycline 20% de 250ml de

|aboratoire Zoetis

4.4.2.Ajustement des sérums :

Dans notre travail on a prélevé du sang des vaches séropositives, ou quelles on a
pratiqué une réactivation du virus a la dexaméthasone pendant 5 jours.

On a récupéré ; 1 litre (2 poches de sang de 500ml) pour chaque préléevement ; a JO,
J10, J20 et J30 ainsi 5 litre pour chaque vache sont prélevées, 1L a (JO, J10, J20)
et 2L aJ30.

Malheureusement ces analyses ne sont pas réalisées au Laboratoire Européen de
Référence de I'IBR de I’Anses Sophia-Anti police de Nice en France, faute de

moyen suite a la décongélation et détérioration des échantillons.
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Photo 7 : Triple pochette de sang
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5. Recherche virale dans les ganglions nerveux trijumeaux :
5.2. Description de la méthode selon le professeur Geneviéve
BENARD.

Le prélevement des ganglions trijumeaux chez un bovin se fait sur la
caboche obtenue en fin de chaine d’abattage, c'est-a-dire la téte a laquelle on a
retiré les mandibules, les muscles de la joue et la langue. La caboche comprend

alors le crane et I'appareil hyoide.
1°¢ Phase : préparation du site de découpe

La premiere étape consiste a retirer I'appareil hyoide par désarticulation et section

des tissus mous le maintenant au crane.

Le site de prélevement étant situé dans le tiers caudal de la téte, en face interne, il
faut également retirer les tissus mous dans cette zone : le palais mou, les masses

musculaires restantes, le tissu graisseux.

La seconde étape consiste a isoler les processus musculaires des os temporaux,
servant de repéres pour la phase de découpe. Cette étape permet ensuite de mettre

en évidence les foramens ovales situés sous les processus musculaires.

Le foramen ovale peut également étre repéré par visualisation du nerf mandibulaire
qui en émerge. Celui-ci chemine ensuite dans le tissu graisseux accolé a I'os

sphénoide.

Processus musculaires

Palais mou

Choanes

Lame ptérygo -palatine

Photo 8 : Ganglion trijumeau
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Photo 09 : Préparation du site de découpe des ganglions trijumeaux

2°mePhase : découpe

Aprés avoir repéré les deux foramens ovales, la découpe peut commencer. Elle
comprend plusieurs sections osseuses qui vont permettre de retirer le fragment d’os

masquant les ganglions trijumeaux.

La premiére étape de découpe consiste en une section au marteau et au burin. Elle
doit étre caudale aux processus musculaires et transversal par rapport au crane.
Cette section est située dans l'os occipital. Elle dégage la partie caudale du

fragment osseux que I'on veut isoler.

58



Photo 10 : Premiere étape de découpe ganglions trijumeaux

La seconde étape correspond a la section des deux parties latérales du fragment
osseux. On utilise pour cela les ciseaux a bois et le marteau. De part et d’autre de la
section précédente on réalise deux sections obliques sur environ 4 cm de
profondeur, passant en arriere des processus musculaires, en direction des
foramens ovales. Puis a I'aide du marteau et du burin on prolonge ces sections de

fagcon longitudinale par rapport au crane, sur 4 a 5 cm de longueur, dans l'os

basisphénoide.

Photos 11 : 2°™¢ et 3®™® phases de découpe ganglions trijumeaux
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Photos 12 : 1°'¢, 2éme, 3°™¢, 4®meet phases de découpe ganglions
trijumeaux
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3*me phase : prélevement des ganglions trijumeaux

Nous pouvons alors retirer le fragment osseux formé, délicatement. On peut distinguer
une formation sphérique centrale, globuleuse, de 1 & 2 cm de diamétre, correspondant
a l'adénohypophyse ou glande pituitaire. De part et d’autre de cette formation,
légérement plus en arriere, on peut distinguer les ganglions trijumeaux. Ces derniers
sont dans le prolongement des nerfs mandibulaires sortant des foramens ovales. Les
ganglions trijumeaux sont des renflements globuleux, blancs. lls sont en partie noyés
dans une substance fibro-cartilagineuse. On peut alors les extraire délicatement a

I'aide d’une pince et d’'un scalpel, en sectionnant leur prolongement vers I'encéphale.

Condyles de 1’ 0s occipital

Section osseuse dans
1’0s occipital

Substance fibro-
cartilagineuse

2is

Ganglions trijumeaux

Nerfs mandibulaires

7

Figure 13 : Mise en évidence des ganglions trijumeaux
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Photo 15 : ganglion trijumeau
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Figure 16: ganglions trijumeaux

Photo 17 : ganglion trijumeau dans des boites pour congélation
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La recherche du virus au niveau de son site de latence, le ganglion trijumeau grace a
une analyse PCR permettant d’identifier BHV1 avec certitude. Cela permet également
de contréler I'hypothése d’'une réaction croisée avec un autre herpésvirus et de
l'identifier. L’'inconvénient est que cette méthode implique l'abattage de I'animal.
Cependant dans un contexte ou l'animal provient d'un élevage indemne, la
réglementation prévoit qu’il soit abattu ou refoulé. Il est plutét conseillé d’abattre le

bovin. La récupération des anglions et leur analyse sont alors envisageables.

6. Analyse statistique :

Des statistiques descriptives sont utilisées pour calculer la fréquence des animaux
séropositifs pour les anticorps contre le BoHV-1. Un test de dépistage primaire pour
identifier les facteurs de risque significativement liés a la séropositivité BoHV-1 est
réalisé a l'aide de tests R. Seuls les facteurs associés (P <0,05) a la variable de
réponse ont été proposés aux modeles de régression binomiale logistique.

Pour la rhinotrachéite infectieuse bovine, un troupeau était considéré positif si au

moins un animal était séropositif dans le troupeau.
Analyse des facteurs de risques associés aux maladies

Le logiciel SAS version 9.2 (Cary, N.C.) a été utilisé pour effectuer les analyses des
facteurs de risques. Les calculs ont été effectués avec un intervalle de confiance de
95%.

Sept variables ; la région, le sexe, I'age, type de production, type d’élevage, état
d’hygiéne, introduction des nouveaux animaux ont été analysées dans cette étude.
Ces variables sont considérées comme des facteurs de risque de IBR dans plusieurs
études (Jakobsen, Alban et al. 2000 ; Mockeliuniene, Salomskas et al. 2004 ;
Corbellini, Smith et al. 2006 ; Vanleeuwen, Haddad et al. 2010). Ces variables ont été
choisies parmi les autres car nous pensions qu’elles pourraient refléter plus les

caractéristiques des biologiques de notre virus BHV1.

Un modele de régression logistique mixte a été utilisé pour étudier les effets de
chacune des sept variables, avec I'élevage et I'animal comme effet aléatoire et
chacune des sept variables comme facteur fixe, pour tenir compte de la non-

indépendance des données a l'intérieur du méme troupeau.

La variable a un effet statistiquement significatif sur la séroprévalence de troupeau de
chacune des maladies si p<0.05.
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Résultats

4. La séroprévalence de I'IBR (tests ELISA gB).
4.1. La séroprévalence de I'IBR selon les régions :

Tableau 06 : la séroprévalence de I'IBR selon les régions :

Région Nombre Nombre Fréquence Nombre Nombre | Fréquence

BV BV(+) BV+ d’élev d’élev(+) elev(+)

Tizi ouzou 250 36 14,40% 29 16 55,17%
Boumerdes 278 54 19,42% 27 20 74,07%

Bouira 255 33 12,94% 31 21 67,74%

Bordj b 283 28 9,89% 30 13 43,33%

Selon nos enquétes la prévalence de I'IBR est de 74,07% dans les élevages de
a Boumerdes, suivi de 67,74% a Buira et 55,17% a Tizi ouzou et 43,33% a Bordj

Bouarered;.

seroprévalence de I'IBR des bovins et des
élevages selon la région
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ENb BV HNbelev BV+ Elev+

Figure (22) la séroprévalence de I'IBR selon la région
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4.2. Laséroprévalence de I'IBR selon le type de production ;

Tableau 07 : la séroprévalence de I'IBR selon le type de production

Région Nombre | Elev Lait | Fréque Elev Fréeque | Elev | Fréque
des elev+ A+ nce (+) viande nce (+) | mixte | nce (+)

Tizi ouzou 16 ) 42,86% 4 25,00% 7 43,75%
Boumerdes 20 7 35,00% 5 25,00% 8 40,00%
Bouira 22 8 36,36% 7 31,82% 7 31,82%
Bordj b 14 5 35,71% 3 21,42% 6 42,86%

Selon nos résultats, la séroprévalence de I'IBR est plus importante dans les
élevages mixtes (43,75%, 40,00%, 42,86%) puis les élevages laitiers (42,86%,
35,00%, 35,71%) et enfin les élevages de production de viande (25,00%, 25,00%,

21,42%). Ce pendent, dans la wilaya de Buira il 'y a pas de déférence significative

(31,82%, 36,36%, 31,82%).

25

20

15

10

(6]

la séroprévalence de I'IBR selon le type de

production

Tizi ouzou Boumerdes Bouira Bordj b

B Nombre des elev+ M Elev Lait A+ Elev viande Elev mixte

Figure (23) la séroprévalence de I'IBR selon le type de production.
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4.3. La séroprévalence de I'IBR selon le type d’élevage

Tableau 08 : La séroprévalence de I'IBR selon le type d’élevage

Région Nombre elev Fréquence | Elev semi Fréquence

des elev + | intensifs + | ) ] Semi intensif +
intensif + | Intensifs +

Tizi ouzou 16 07 38,90% 09 61,10%
Boumerdes 20 07 40,74% 13 59,26%
Bouira 22 10 45,45% 12 54,55%
Bordj b 14 05 39,29% 09 60,71%

Les résultats montrent que I'élevage semi intensif est I'élevage le plus atteint par
le virus de I'IBR (61,10%, 59,26%, 54,55%, 60,71%).

prévalence de I'IBR selon le type d'élevage

Bordj b

Bouira

Tizi ouzou

M Elev semi Intensifs + M elev intensifs +

Figure (24) La séroprévalence de I'IBR selon le type d’élevage
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4.4. La séroprévalence de I'IBR selon I'état d’hygiéne

Tableau 09 : La séroprévalence de I'IBR selon I'état d’hygiéne

Région Nombre des | Elev + hygiene Elev+
elev + - Hygiene(+)
Tizi ouzou 16 13 3
Boumerdes 20 13 7
Bouira 22 11 11
Bordj b 14 11 3

Les résultas montrent que la séroprévalence del'lBR est plus importante dans les
élevage male gérés sur le plan hygiénique. On note que I'état d’hygiéne est moyen dans la

majorité de nos élevages

séroprévalence de I'IBR selon I'état d'hygiene

Elev+ Hygiene(+)

o -
0 2 4 6 8 10 12 14

Bordjb mBouira M Boumerdes M Tizi ouzou

Figure (25) La séroprévalence de I'IBR selon I'état d’hygiéne



45. La séroprévalence de [I'IBR selon lintroduction des
nouveaux animaux.

Tableau 010 Séroprévalence de I'IBR selon lintroduction des

nouveaux animaux :

Région Nombre des Elev+ avec | Fré elev+ avec | Elve+ avec non
elev + into intro intro
Tizi ouzou 16 11 68,75% 5
Boumerdes 20 15 75,00% 5
Bouira 22 16 72,72% 6
Bordj b 14 12 85,71% 2

L’introduction des nouveaux 'animaux est un facteur de risque majeur pour I'lBR
dans les élevages bovins, 68,75%, 75,00%, 72,72%, 85,71%.

la séroprévalence de I'IBR selon introduction des
nouveaux animaux ou non

18
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| I
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M Elev+ avecinto M Elve+ avec non intro

Figure (26) la séroprévalence selon I'introduction des nouveaux
animaux.
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4.6. La séroprévalence de I'IBR selon I’age.

Tableau 11 : La séroprévalence de I'IBR selon I’age.

Région Nombre Age Fréquence Age Age Age Age
animaux (1-3) +
+ (1-3)+ (4-6)+ (4-6) + (7-14) + | (7-14) +
Tizi ouzou 36 9 25,00% 14 38,88% 13 36,11%
Boumerdes 54 12 22,22% 25 46,29% 17 31,48%
Bouira 33 6 18,18% 16 48,48% 11 33,33%
Bordj b 28 6 21,42% 10 35,71% 12 42,85%

On note que la tranche age la plus touché par la maladie de I'lBR est comprise
entre 4 et 6 ans (38,88%, 46,29%, 48,48%, 35,71%).

la séroprévalence de I'IBR selon |'age

0 10 20 30 40 50 60

HAge (1-3)+ mAge (4-6)+ mAge (7-14)+

Figure (27) La séroprévalence de I'IBR selon I’age
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4.7. Séroprévalence de I'IBR selon le sexe

Tableau n°12 : La séroprévalence de I'IBR selon le sexe

Région Nombre des vaches + | Nombre des male +
Tizi ouzou 30 6
Boumerdes 46 8

Bouira 31 2

Bordj b 26 2

On conclut que les vaches sont plus touchées par I'BR.

la séroprévalence de I'IBR selon le sexe

Bordj b -_

Bouira

Boumerdes _
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10 20 30 40 50
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Figure (28) La séroprévalence de I'IBR selon le sexe



5. La séroneutralisation virale

Tableau 13: Résultats de la séroneutralisation virale

sérum v2 | v7 v9 | vll | v14 | v16 | vl7 |v24 | v44 | v75 | v9 | v92 | v99 | v112

Résultats | + | + + |+ + + + + + + -+ + +

13 séropositifs I'Elisa (gB et gE) sur 14 de étaient trés positifs méme a des délution 1/8
a 1/32.Selon nos résultats les virus BHV1 Algérien est tres immonugéne d’ou l'interet

de fabriqué un vaccin et des sérums de références pour les tests diagnostic.
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6. Résultats de I'analys statistique

Tableau 14. Séroprévalence de I'IBR et les facteurs de risque associés dans les

élevages (n =120 élevages).

Facteurs de risques Nombre des | Elevages | Fréquence P
élevages positifs(+) | Elevage + %

Regions 120 70 58.33% 0.01135*

Tizi ouzou 29 16 55.17%

Boumerdes 27 20 74.07%

Bordj Bouarered;j 31 14 45.16%

Buira 33 20 60.60%

Type de production 120 70 58.33% 0.62028

laitiers 40 27 38,57%

mixte 45 28 40,00%

viande 35 15 21,43%

Introduction des Ax 120 70 58.33% <2e-16***

oui 58 55 78.57%

Non 62 15 21.43%

Type d’élevage 120 70 58.33% 0.96418

Intensif 56 30 42,86%

Semi extensif 64 40 57,14%

Hygiéne 120 70 58.33% 0.00368**

oui 68 25 35,71%

Non 52 45 64,29%

76



Tableau 15. La séroprévalence de I'IBR et les facteurs de risques associés chez

les animaux (individuel) (n =1066).

Facteur de risque Nombre Bovins Fréquence | P
des bovins | positifs Positifs%
Regions 1066 151 14.16% 0.222928
Tizi ouzou 250 36 23.84%
Boumerdes 278 54 35.76%
Buira 255 33 21.85%
Bordj bouarered;j 283 28 18.55%
Type de production 1066 151 14.16% 0.556883
Laitier 488 70 46.36%
viande 201 22 14.56%
mixte 377 59 39.08%
Intro de nouveaux Ax | 1066 151 14.16% 0.000159 ***
oui 625 136 21.76%
Non 441 15 03.40%
Type d’élevage 1066 151 14.16% 0.474854
Intensif 591 70 46,35%
Semi extensif 475 81 53,.65%
Hygiéne 1066 151 14.16% 0.011846 *
oui 483 28 18,54%
Non 583 123 81,46%
Age (mois) 1066 151 14.16% 0.190378
6-36 mois 379 34 22,51%
36-72 mois 345 64 42,38%
>72 mois 342 53 35,10%
Sexe 1066 151 14.16% 0.245372
Vaches 746 135 89,40%
Maéle 320 16 10,60%

Un test de dépistage primaire pour identifier les facteurs de risque significativement liés
a la séropositivité BoHV-1 est réalisé a l'aide de tests R. Seuls les facteurs associés (P
<0,05) a la variable de réponse ont été proposés aux modeles de régression binomiale

logistique.
//



Pour la rhinotrachéite infectieuse bovine, un troupeau était considéré positif si au

moins un animal était séropositif dans le troupeau.
Analyse des facteurs de risques associés aux maladies

Le logiciel SAS version 9.2 (Cary, N.C.) a été utilisé pour effectuer les analyses des
facteurs de risques. Les calculs ont été effectués avec un intervalle de confiance de
95%. Selon nos résultats, les facteurs sont tres significatifs pour les régions,

introduction des nouveaux animaux, état d’hygiénes avec un P <0,05.
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DISCUSSION

L’infection a BHV-1 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, et donc
perte de sujets de 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 colt des
traitements a cause des infections bactériennes secondaires. (Radostits, Done et al.
2007).

Le BoHV-1 impliqué dans le complexe des maladies respiratoires, peut induire une
variété de manifestations cliniques qui peuvent varier d'une infection cliniquement
apparente a une maladie sévére aigué ou chronique [13]. Cependant, la conséquence
économique la plus importante de l'infection par BoHV-1 est la perte de reproduction
[14]. Les signes cliniques de BoHV-1 comprennent des symptdomes de processus
inflammatoires dans les organes respiratoires et génitaux et I'avortement [15].

Une maladie respiratoire est un signe clinique typique associé a l'infection a BoHV-1,
mais le virus peut également étre associé a une conjonctivite, une vulvovaginite, des
avortements, une encéphalite et une balanoposthite. Le passage des manifestations
primaires de l'infection & un stade de persistance latent est souvent la source de la
propagation aprés la réactivation du virus (Viu et al. 2014). Une maladie systémique
touchant les organes viscéraux peut se développer chez les jeunes veaux [190].

La séroprévalence a BoHV-1:

Sur 1066 échantillons de sérum analysés, 151 sont positifs (14,16%) et dans 120
exploitations, 70 sont positifs (58,33%). Dans une étude similaire en Iran La
séroprévalence de BHV-1 dans les troupeaux testés est 82,93% et les animaux testés
est 58,74% le taux de la séroprévalence dans cette étude transversale était supérieure
aux études précédemment rapportées [191]. Des études serologiques effectuées sur
des bovins laitiers de différentes régions d'lran ont montré une infection de 22,68% a
Shiraz, de 9 a 30,39% a Kerman, de 11 a 31,48% a Ahvaz, de 12 a 46,68% dans les
provinces de Chaharmahal et Bakhtiari 13 a 48,9% a Urmia [192]. Les zones
climatiques et / ou les élevages de vaches laitieres dans les régions a prévalence
élevée sont presque similaires a ceux de la province de Hamedan [191].

Dans une autre étude au royaume uni en Angleterre a Uttarakhand, dans les
premieres études, Jain et al. [193] et de Nandi et al. [194] ont rapporté plus bas
séroprévalences, 10,39 % et 22,30 %, respectivement. Dans une étude indépendante

a l'aide d'ELISA, Thakur et al. [195] ont également signalé une prévalence moins
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18,15 %, impliquant 200 échantillons, ce pendent une prévalence plus élevée 40,71 %
ont été enregistrées par Kollannur et al. [196].

Une étude au Mexique séroprévalence observée chez BoHV-1 64,4% est supérieure
a celle des bovins du Yucatan 54,4% [198] et de Michoacan, Mexique 22% [199].
Cependant, les prévalences dans cette étude sont inférieures a celles rapportées par
Cérdova-lzquierdo et al, [200] 90%dans les tropiques humides du Mexique.

En France (1997) ils ont démontré que 10 a 30% des cheptels étaient infectés par le
virus BHV-1 [11]. En Europe, la situation des différents pays vis-a-vis de I'IBR est treés
variable. En 2007 en recensait 07 états indemne de I'IlBR : Autriche, Danemark, la
Suéde, la Finlande, la Norvege, la région de Bolzano en ltalie et hors Union
Européen la Suisse et d’autre pays présentent une prévalence faible en moyenne de
'IBR ; Allemagne, la France, le reste de ['ltalie et en fin certains états ont une

prévalence élevée de I'IBR ; la Belgique et les Pays-Bas [11].

En Iran le taux de prévalence étaient de 84,00% pour les troupeaux de vaches
laitieres, et de 35,00% pour les vaches laitieres en Belgique [207], de 15,00% en
Allemagne [208], 16, 80% pour la Hongrie [209], avant le début de leurs programmes
d'éradication, et de 61,00% pour les troupeaux laitiers non vaccinés en lItalie [190] .
Des troupeaux non vaccinés dans le sud-ouest de I'Angleterre, la séroprévalence
moyenne des animaux et des troupeaux est respectivement 42,50% et 43,00% [210].

Les séroprévalences de BoHV-1 dans la littérature vont de 7,5 a 70,89% [198];
[201];[202]; [203]; [204]; [205]; [206].

Les séroprévalences élevées trouvées dans cette étude, indiquent que les BoHV-1
sont communs dans toute la région du nord-est d'Alger. Une séroprévalence élevée de
BoHV-1 a été rapportée dans d'autres regions d'Algérie [211]. Les animaux ayant des
anticorps contre le BoHV-1 peuvent étre infectés par voie respiratoire ou par voie
reproductrice. Par conséquent, des mesures de contréle devraient étre mises en place
pour éviter la contagion entre les animaux de la méme région et entre d'autres régions
[212].

La séroprévalence constatée dans cette étude pour BoHV-1 indique qu'il s'agit d'une
infection largement répandue dans les régions. Compte tenu de la taille des troupeaux
et des systemes de gestion des troupeaux laitiers dans chaque région ou pays, toutes
les études mentionnées ont signalé une prévalence modérée a élever de l'infection. La

différence dans les taux de prévalence peut étre attribuée a la différence en année
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d'étude, ferme/district sélectionné pour la collecte des échantillons, la variation de la
taille de I'échantillon et le test d'un emploi [197].

Etudes des facteurs de risques :

Les facteurs qui intervient dans I'apparition et la propagation de virus BoHV-1 sont tres
importants ainsi plusieurs études ont associé I'IBR a plusieurs facteurs de risques (Iran
Mexique, canada, Europe).

Dans107 troupeaux non vaccinés du sud-ouest de I'Angleterre, la séroprévalence
moyenne des bovins et des troupeaux a été détectée de 42,50% et 43,00%,
respectivement [213]. Les différences de prévalence des anticorps entre les régions et
les pays pourraient en partie étre expliquées par des facteurs tels que le systeme de
production, la taille du troupeau, les mesures de lutte contre la maladie, le type
d'élevage et l'age et sexe de l'animal, ceci est important car cela indique la
permanence dans I'environnement de la maladie de I'IBR [214, 215].

La répartition des virus et l'identification des facteurs de risque sont importantes pour
établir des programmes de prévention et de contrdle contre des maladies
économiquement importantes telles que I'IBR [216].

Régions :

Selon nos enquétes la prévalence de I'IBR est de 74,07% dans les élevages de
Boumerdes, suivi de 67,74% a Buira, 55,17% a Tizi ouzou et 43,33% a Bordj
Bouareredj ; ces résultats sont en accord avec ceux signalés dans les pays qui n'‘ont
pas de programme de lutte contre l'infection par le BHV-1 Mexique (22%) [219, 220].
Cependant, les prévalences dans cette étude sont inférieures a celles rapportées par
[221] dans les régions tropicales humides du Mexique (90%). Le BoHV-1 et le BVDV
sont largement répandus au Mexique, comme l'ont indiqgué des études antérieures
[298, 199, 217]. Toutefois, des différences d’état peuvent exister au sein d'un méme
pays et entre régions [216]. Les effets des facteurs de risque peuvent également varier
d'une région ou d'une ferme a l'autre en raison des changements microclimatiques, des
différences de gestion, de la densité des stocks, ainsi que d'autres facteurs [218].

Des études sérologiques effectuées sur des bovins laitiers de différentes régions d'lran
ont montré une infection de 22,68% a Shiraz, de 9 a 30,39% a Kerman, de 11 31,48%
a Ahvaz, de 12 a 46,68% dans les provinces de Chaharmahal et Bakhtiari [222] et de
48,9% a Urmia [192].

Des taux de prévalence beaucoup plus élevés dans différentes régions de I'Inde et du

monde sont signalés par divers travaux [223, 224]. Alors que le taux de séroprévalence
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plus faible est observé par Trangadia et al. [225], Das et al. [226], Singh et Sinha [227]
et Singh et al. [228] dans d’autres régions de I'Inde.
Toute les régions dont lesquelles on a effectué notre travail sont touchées par I'IBR

surtout les villes cotiéres.

Les résultats de différentes études sur la séroprévalence de I'IBR montrent que la
région est un facteur modéré qui n’influence pas directement sur la prévalence de I'lBR
et cela est di probablement a la propagation rapide et importante du virus BoHV-1
dans le monde toutes les régions peuvent étre touchées, ainsi la Suisse est déclarée
indemne de rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) depuis 1994 [18]. Le 22 juin 2009,
un cas d’'IBR a été diagnostiqué dans une exploitation bovine de production mixte dans
le district de Porrentruy/JU (ferme «A»). L'infection due a I'herpés-virus bovin 1 (BoHV-
1) a été découverte lors d’'un examen d’IBR effectué en laboratoire, suite a un
avortement dans le troupeau de vaches meéres [19]. L’exploitation affectée par le virus
consistait en un troupeau de vaches laitieres et de veaux, un troupeau de vaches
meéres et d’animaux d’engrais et un groupe de génisses et comportait en tout 248
bovins. Sur les 248 animaux détenus a la ferme, 221 ont par la suite été confirmés
positifs, lors de I'échantillonnage complet du cheptel. Dans le cadre de I'enquéte
épidémiologique, un deuxieme foyer d'IBR a été découvert le 2 juillet 2009, dans le
district de Porrentruy (ferme «B»). Il s’agissait d’'une exploitation de vaches laitieres, de
laquelle un veau avait été vendu a la ferme «A» en mars 2009. Ce deuxiéme troupeau
touché par la maladie comportait 68 bovins, parmi lesquelles 11 vaches et 8 veaux
identifiés positifs a I'IBR. Le 8 juillet 2009, un troisieme cas de rhinotrachéite
infectieuse bovine a été identifié dans une exploitation d’engraissement neuchateloise,
dans le district du Val-de-Ruz (ferme «C»). Dans ce troisieme et dernier cas, Il
s’agissait d’un veau positif solitaire, provenant de I'exploitation «B». Chez les 80
bovins détenus dans cette ferme, aucune contagion entre les animaux n’a été
observée.

La Suisse, comme certains autres pays européens, a réussi a éradiquer cette épizootie
durant les années 1980 et posséde donc le statut « indemne d’IBR » [18, 120].

Le taux d’attaque (= nombre de bovins infectés par le virus / nombre de bovins
susceptibles d’attraper la maladie) dans I'exploitation «A» s’éléve a 0.89 (221/248),
signifiant que ~ 90 % du cheptel ont été infectés par I'herpésvirus bovin 1 et étaient
donc positifs a I'IBR. Le taux d’attaque d’IBR dans I'exploitation «B» s’éléve a 0.28

(19/68), signifiant que 28 % du cheptel avaient été infectés par I'herpesvirus bovin 1.
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Le taux d’attaque d’IBR dans la ferme «C» est de 0, vu qu’aucune contagion avec le

virus n’a été observée chez les bovins détenus dans cette exploitation.

Cette variabilité de propagation et I'attaque des nouvelles régions indemnes par le
virus BoHV-1 compliquent d’avantage les moyens de lutte et confirment la menace

permanente de BoHV-1.

BoHV-1 est un produit diffusé dans le monde entier, un pathogéne présentant des
différences significatives dans l'incidence et la prévalence régionales avec en ce qui

concerne les positions géographiques [230].

La séroprévalence constatée dans cette étude pour BoHV-1 indique qu'il s'agit d'une

infection largement répandue dans la région.

Ceci est important car il indique la permanence dans I'environnement des pays la
maladie de I'IBR) [229, 230]. L'infection par I'lBR pourrait étre contrdlée dans la région
en interdisant l'introduction d'animaux infectés de maniére persistante a partir de
troupeaux infectés. Par conséquent, il est important de disposer d'informations sur
I'épidémiologie de BoHV-1 si des programmes de prévention et de contrble adaptés
sont nécessaires pour des régions spécifiques [216].

Cependant, il est nécessaire d'étudier en détail les autres facteurs tels que la migration
des animaux, les pratiques d'élevage et les conditions climatiques et leur effet sur la

propagation du virus.

Type de production :

Selon nos résultats, la séroprévalence de I'IBR a Boumerdes, Tizi ouzou, Bordj
Bouareredj sont plus importantes dans les élevages mixtes (43,75%, 40,00%,
42,86%) puis les élevages laitiers (42,86%, 35,00%, 35,71%) et enfin les élevages de
production de viande (25,00%, 25,00%, 21,42%). Ce pendent, dans la wilaya de Buira
il 'y a pas de déférence significative (31,82%, 36,36%, 31,82%). La rhino trachéite
infectieuse bovine (IBR) est présente dans tous les élevages bien que la prévalence et

l'incidence soit variable [231].

En France en tenant compte de I'orientation zootechnique des ateliers, les taux de prévalence
au niveau national étaient au 31 mai 2009 de 4,2% en atelier laitier (de 0,03 %a 70% selon le
département, et de 13,6 % en atelier allaitant (de 0,11 % a 85,8 % selon le département)
[14].
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Il existait une différence dans la séroprévalence du troupeau BoHV-1 entre les
troupeaux laitiers et viande (67,50% vs 42,85% respectivement et dans le troupeau
mixte (62,22%) mais (p = 0,05) insignifiante.

La séroprévalence du troupeau BHV-1 n'est pas significative entre les troupeaux
laitiers et viandes [52].

Contrairement a notre observation [232], il existe une différence significative de
séroprévalence boHV-1 au niveau des élevages entre les troupeaux laitiers et viandes
(74,7% vs 86,5% respectivement ; p <0,02).

Selon une enquéte en Suisse [15] ; le taux de séroprévalence dans I'exploitation «A»
qui une ferme de production mixte s’éleve a 0.89 (221/248), signifiant que ~ 90 % du
cheptel ont été infectés par I'herpésvirus bovin 1 et étaient donc positifs a I'BR.

Le taux d’attaque d’IBR dans I'exploitation « B » qui une ferme de production laitiere
s’éleve a 0.28 (19/68), signifiant que 28 % du cheptel avaient été infectés par
I'herpésvirus bovin 1. Le taux de séroprévalence de I'IBR dans la ferme de production
de viande «C» est de 0, vu qu’aucune contagion avec le virus n’a été observée chez
les bovins détenus dans cette exploitation.

Au Canada des facteurs de risques étaient associés a la présence de I'IBR dans les
troupeaux laitiers conventionnels ([234], [235], [236], [237],

Type d’élevage :

Les résultats montrent que I'élevages semi intensif est I'élevage le plus atteint
par le virus de I'BR (62.50%) que les élevages intensifs (53.57%). Cependant
I'exposition des bovins en élevage intensif a 'IlBR menant a des troubles respiratoires
[238]. De plus, la production intensive pourrait rendre les animaux a risque a des

maladies infectieuses (Collard, Boettcher et al. 2000).

Semblables a nos observations sur le mode de I'élevage, une plus grande prévalence
de I'IBR est observée chez les buffles que les bovins sachant que le mode d’élevages
des buffles est semi-intensif en Inde. Dans Uttarakhand, Thakur et al. [195] ont
egalement signalé une prévalence moins élevée chez les bovins (17,44 %) que des
buffles (25,00 %) en semi intensif. L'observation de cette étude a également approuvé
les rapports de Renukaradhya et al. [239] qui a également observé la séropositivité
inférieure chez les bovins (50,9 %) que des buffles (52,5 %) de I'Inde. De méme, le
taux de prévalence plus faible BHV-1 anticorps chez les bovins a I'égard de buffles a
éteé rapporté par Krishnamoorthy et al. [228], Nandi et al. [241], et Trangadia et al. [242]

en Inde.
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Ce pendent, Dwivedi [243] et Jain et al. [193] dans des études indépendantes ont
signalé une prévalence plus importante chez les bovins intensifs (11,27 % et 10,75 %,
respectivement) par rapport a des buffles en semi intensif (10,61% et 8,89%,
respectivement) en Uttarakhand. Jain et al. [244] dans I'état du Gujarat ; Sharma et al.
[245]. Dans I'Uttar Pradesh. Verma et al. [246] ont également signalé un plus grand
taux de prévalence en population du bétail de buffles en semi intensif.

La forme respiratoire de forte prévalence est due a l'introduction fréquente de bovins

de diverses régions du pays et a des pratiques de gestion intensive du bétail [247.130].

Hygiéne :

Nos résultas montrent que la séroprévalence del'IBR est plus importante dans les
élevage male gérés sur le plan hygienique (86.53%) que les élevages avec des bonnes
conditions d’hygiéne (36.76%), d’aprés les tests statostiques I'hygiéne est un facteur de
risque trés significatif et elle est majoure, en général I'hygiéne était mauvaise dans les
quatre wilayas, bien qu’un suivi sanitaire correcte ; vaccination et dépistage est assuré
par nos vétérinaires privés et étatiques. Ainsi que, des problémes de la reproduction
sont signalés dans tous les élevages. Le virus peut causer entre autre, des pertes

économiques importantes souvent sous-estimees [248].

Similaire a notre observation Rajesh et al. [249] dans le Kerala a également signalé
une plus grande prévalence dans les troupeaux non organisés avec manque d’hygiéne
(18,75 %) que les troupeaux (13,13 % organisée). Contrairement a nos résultats Singh
Yadav [250] a observé significativement plus faible prévalence dans les troupeaux non
organisés (13,2 %) par rapport aux troupeaux organiseés (43,3 %) avec une note
globale de 32,31 % de séropositivite. Singh et al. [228] a également comparé la
séroprévalence entre troupeaux organisés et non organisés sur le plan hygiénique il a
constaté que ces derniers ont une prévalence plus élevée, Ganguly et al. [240] et
Sathiyabama et al. [251] a également rapporté une plus grande prévalence dans les
troupeaux laitiers non organisés qu'organise.

La séroprévalence est plus élevée dans les exploitations non organisées, le manque
d'hygiene 86,53% par rapport aux exploitations organisées avec une bonne hygiene de
36,76%. Considérant la taille du troupeau et les systémes de gestion des troupeaux
laitiers comme indicateur d'hygiéne [149]. Taille du troupeau, mesures de lutte contre
la maladie, type de reproduction, ceci est important car cela indique la permanence
dans l'environnement de 'IBR [252, 253]. La prévalence plus élevée des troubles de la
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reproduction est probablement due a saie naturelle des taureaux infectés et a
l'insémination artificielle avec du sperme infecté [125, 126, 127].

Les animaux introduits et non introduits :

L’introduction des nouveaux 'animaux est un facteur de risque majeur et trés significatif
pour I'IBR selon notre étude, 78.57% des élevages positifs a 'lBR ont introduits des
nouveaux animaux seulement 21,43%des élevages positifs n‘'ont pas introduits des

nouveaux animaux.

Par suite de I'accomplissement de notre recherche nos cheptels ont été atteints par
'IBR avec ou sans introduction des animaux. Toutefois, contréler les déplacements
des animaux, est une bonne méthode de prévention pour permettre d’éliminer la
possibilité d’introduction de BHV-1 a I'intérieur d’un troupeau susceptible [254].

D’aprés [255] un facteur de risque important pour I'état de santé d’'un troupeau est
lachat d’animaux, parce que ceux-Ci peuvent excréter le pathogene ou étre des

porteurs latents et infecter les autres bétes.

L'absence de différences dans la séroprévalence de BoHV-1 entre les animaux
introduits ou non introduits dans le troupeau est en accord avec les résultats de Solis-
Calderon et al. [198]. Cependant, l'introduction ou non d'animaux était un facteur de
risque important du VDBB (OR = 6,21), ce qui suggére l'achat d'animaux infectés de
maniére persistante. Solis- Calderon et al. [256] ont rapporté que l'achat de vaches
(introduction d'animaux dans le troupeau) dans de petits troupeaux augmentait la
prévalence et le risque d'infection par I'lBR par rapport aux troupeaux de taille
moyenne et grande. Mainar-Jaime et al. [230] chez des vaches laitieres en Espagne
ont montré que la séroprévalence des vaches achetées était beaucoup plus élevée
gue celle des vaches dont l'origine était la ferme. Cependant, les animaux séropositifs
ne constituent pas le principal risque d'infection par I'IBR, mais aussi la présence

d'animaux infectés de fagon persistante (séronégatifs) dans le troupeau.

En considérant que les plus grands troupeaux seraient plus susceptibles d’acheter de
nouveaux animaux, on pourrait supposer que la plus grande séroprévalence des plus

grands troupeaux serait liée aux achats de plus d’animaux infectés [257].

Gonzalez-Garcia et al. [258] ont indiqué le manque d'infrastructures spécifiques pour le
bétail et les croisements de boeuf comme facteurs de risque importants associés a

I'infection par le BHV-1 en Espagne.
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De méme, Ganguly et al. [259] et Sathiyabama et al. [60] ont également signalé une
prévalence plus élevée dans les troupeaux laitiers non organisés qu'organisés. La
raison possible d'une prévalence plus élevée dans les troupeaux laitiers non organises
pourrait étre due a la pratique de I'élevage naturel avec des taureaux dont |'état
pathologique n'est pas connu. L'élevage naturel avec des taureaux sans connaitre leur
statut pathologique pourrait étre responsable de la propagation rapide de la maladie

comme l'ont également estimé Romero-Salas et al. [261].

Contact direct avec les animaux, comme l'achat de bétail et la participation dans les
expositions bovines se sont également avérés importants facteurs de risque pour
l'introduction de BoHV-1 [262-263].

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 [236, 273].

Age:

On note que la tranche age la plus touché par la maladie de I'IBR est comprise entre 3
et 6 ans 42,38% plus de 6 ans 35,10% et en fin moins de 3 ans 22,51%.

L’age des animaux prélevés était entre 1 et 14 ans : selon notre travail on a trouvé
les séropositifs pratiquement chez toutes les tranches d’ages des animaux.

Sur la base d'enquétes sérologiques, plusieurs des études ont visé a identifier les
facteurs de risque de séropositivité pour le BoHV-1séropositivité. Certains d'entre eux
sont bien caractérisés tels que I'age, sexe les males sont plus fréequemment positifs
que les femelles [264, 265].

D’aprés [266] 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 [267]. L’IBR a une distribution mondiale est
prés de 50% des cheptels de bovins adultes ont déja été en contact avec cette maladie

[261].

La prévalence de l'infection IBR en fonction de I'age indique gu'il y a une tendance a la
hausse dans la survenue de linfection IBR a mesure que l'dge avance, et la
prévalence est faible chez les jeunes animaux [269, 270, 271]. Dans la présente étude,
il est révélé que la prévalence de I''BR chez les animaux de plus de 3 ans est

supérieure a celle des groupes d'age inférieurs. Le groupe d'age est un facteur de
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risque fréquemment rapporter de séropositivité au BoHV-1. [80.58.84.272] et [81] ont

rapporté une séroprévalence plus élevée chez les animaux agés.

Toutes les races de bovins a tout age sont sensibles, mais la maladie survient le plus
souvent chez les animaux de plus de 6 mois, probablement en raison de leur plus
grande exposition (exsudat nasal et gouttelettes crachées, sécrétions geénitales,
sperme, liquides et tissus foetaux, etc..) a l'agent infectieux et perte de l'immunité
maternelle [86]. Il existe une relation positive entre I'age et la proportion de vaches
séropositives dans la présente étude. Des résultats similaires sont également
rapportés par Boelaert et al [273], et Solis-Calderon et al [274]. La vaccination contre le
BHV-1 n'étant pas pratiquée dans les troupeaux laitiers testés, la séropositivité est
probablement due a leur exposition naturellement plus élevée au virus. Ce fait est
clairement démontré par une différence significative entre le groupe age (6 a 36 mois)

et les autres groupes d'age.

Les anticorps contre le BHV-1 persistent tout au long de la vie de I'animal aprés une
infection naturelle [87]. De plus, les animaux plus agés sont plus susceptibles d'étre
exposés a des sources naturelles d'infection. Badiei et al [88] n'ont pas trouvé de
différence dans le nombre de vaches séropositives entre les groupes d'age [54]. lls ont
expliqué que leurs découvertes inattendues pourraient étre dues a des différences
dans la taille du troupeau, les systemes d'élevage des vaches et les conditions
d'élevage des animaux. Les vaches sérologiquement positives, porteuses latentes,
jouent un réle clé dans la réservation et la transmission du BHV-1 aux animaux
sensibles [275]. En accord avec Boelaert et al [273] et Solis-Calderon et al [81], un
taux de prévalence supérieur a 38,00% peut indiquer la circulation naturelle du BHV-1
chez les animaux. De plus, les plus grands troupeaux et les animaux plus agés ont la
plus forte séropositivité. Cela peut montrer un nombre élevé de porteurs de BHV-1
dans ces troupeaux. La méthode d'isolement et d'abattage des animaux séropositifs
basée sur les programmes danois et suédois de lutte contre I'IBR est inefficace pour
I'éradication de linfection dans les pays ayant de grands troupeaux ou une

séroprévalence élevée du BHV-1.
Le sexe:

Selon nos résultats 89,40% des séropositifs sont des es vaches, elles sont plus
atteintes que les males 10,60% cela est di probablement a leur durée de production
qui peut s’étaler jusqu'a 14 ans alors que les males sont abattus a 2 a 3 ans. Ce

facteur n’est pas significatif cela est di a I'échantillon, ainsi on a prélevé plus de
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vaches (746) que des males (320). 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 [273].

Les observations de notre étude dans le contexte de la prévalence sont en accord
avec I'étude de Thakur et al. [276] qui ont aussi observé une prévalence plus élevé
chez les vaches (19,02 %) que les males (16,22 %) en Uttarakhand. De méme, dans
une étude antérieure, Jain et al. [277] En Uttarakhand ont également signalé la plus
grande prévalence d'anticorps anti-BHV-1 chez les vaches (12,35 %) que chez les
males (5,80 %), et de méme au niveau de l'espéce pour les bovins et buffles.
Saravanajayam et al. [278] a également observé la prévalence plus élevée de I'IBR
chez des vaches (67,92 %) que chez les males (33,33 %).

Ainsi, Russell et al. [279] ; Krishnamoorthy et al. [224] dans le sud de I'inde ; Singh et
Sinha [227] dans le Bihar et Sharma et al. [245] Dans I'Uttar Pradesh ont également
signalés une plus grande prévalence chez les vaches que chez les méles. La raison
possible de la séropositivité chez les femelles plus élevé pourrait étre due a I'utilisation
de sperme infecté pour l'insémination [273].

La forte prévalence chez les femelles pourrait étre attribuée a I'utilisation de taureaux
infectés pour les saillies naturelles et de sperme infecté pour l'insémination artificielle
[280, 281,61].

Contrairement a notre observation, Verma et al. [246] a observé plusieurs males se
sont révélées séropositives que les femmes dans une étude dans I'Uttar Pradesh.La

séroprévalence de I'IBR est plus élevée chez les adultes et chez les males ; [236,256)].

Test de ’ELISA :

Selon notre travail, la réaction positive est observée a partir 151 des 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). Le laboratoire Européen de référence de I'IlBR de 'ANSES a Sophia Antipolis
Nice en France utilise pour ELISA indirect gB et gE le kit IDEXX Laboratories Inc.,
Westbrook; Maine 04092 USA), ainsi tous nous analyse sont effectué avec la méme
marque IDEXX.

En Iran une étude similaire a utilisé les anticorps spécifiques du BHV-1, dans les
échantillons de sérum ont été détectés a l'aide du kit de test ELISA pour anticorps anti-
gE du virus de la rhinotrachéite bovine (BHV-1) (HerdCheck® IDEXX Laboratories,

Inc., Pays-Bas) conformément aux instructions du fabricant.
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Au Mexique en 2011, les échantillons de sang ont été testés pour les anticorps anti-
BoHV-1 et BVDV en utilisant les kits ELISA HerdCheck IBRgB Ab et HerdCheck BVDV
p80 Ab (IDEXX Laboratories Inc., Westbrook; Maine 04092 USA). Les tests ont été

effectués conformément aux instructions du fabricant.

Plusieurs tests ELISA sont utilisés pour détecter les anticorps contre le BHV-1 a patrtir
de sérum d’animaux avec des signes cliniques de la maladie, ou de lait de réservoir.
Les tests ELISA sont spécifiques, sensibles et pratiques pour la détection des
anticorps contre BHV-1 [282]. Les animaux avec une infection en latence peuvent avoir
des résultats négatifs avec ces tests [283]. Si les anticorps contre le BHV-1 sont
détectés dans le lait de réservoir, il est trés probable que plus d’un animal dans le
troupeau est infecté et que l'infection est répandue dans le troupeau [284]. Le test du
lait de réservoir pour les anticorps de BHV-1 peut étre utile au programme de
surveillance et d’éradication car c’est un dépistage rapide et peu colteux, mais il est
moins spécifique par rapport au test de séroneutralisation [285].

Différentes techniques sont utilisées pour mettre en évidence une infection au BHV-1.
La confirmation du virus et/ou de lantigéne est possible par des méthodes
conventionnelles telles que la culture de cellules, 'immunofluorescence, l'analyse

d'immunoperoxydase et 'ELISA [286].

Les nouveaux vaccins sont marqués (vaccin contenant des virus n’exprimant pas la
glycoprotéine gE) ce qui permet de les distinguer facilement [287] 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 [288].

La séroneutralisation virale :

D’aprés notre étude les anticorps produits par les animaux étaient due a une infection
du virus, pas a un vaccin sachant qu’en Algérie on ne pratique aucun vaccin contre
l'IBR et elle est considérée comme un pays indemne de I'IBR. Les séroneutralisation
virales étaient trés positives (13 séropositifs sur 14 de 'ELISA) avec des dilutions 1/8 a
1/48. Nos résultats sont tres encourageant car ils montrent que le virus Algérien
est trés immunogene, ce que nous ouvre des nouveaux horizons pour un
éventuel vaccin, et pour des sérums Algériens de références ajustés.

D’aprés [286] la confirmation du virus et/ou de l'antigéne est possible par des

meéthodes conventionnelles telles que la culture de cellule (séroneutralisation virale).

Le test de séroneutralisation est utilisé pour le diagnostic de l'infection a BHV-1. La

présence d’anticorps contre BHV-1 peut étre détectée par SN sur des cultures de
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cellules de rein ou de testicule de bovin [289] a partir de sérum d’animaux infectés,
avec des signes cliniques de la maladie. L’absence d’effets cytopathiques du virus sur
les cultures de cellules montre la présence d’anticorps contre BHV-1 dans les
échantillons [290]

L’utilisation de la microscopie électronique pour identifier les particules virales dans
des échantillons de différents organes d’animaux infectés est une méthode rapide pour
le diagnostic de l'infection a BHV-1. L'utilisation de cette technique a des limites, vu le

cout de I'équipement [291].

Donc, une prise de sang peut étre effectuée pour mettre en évidence les anticorps et
une technique dimmunofluorescence sur des coupes d'organes peut aussi étre
effectuée sur un cadavre [287]. La recherche d’anticorps se fait au niveau d’échantillon

de sérum, mais peut aussi se faire a I'aide d’un échantillon de lait [292].
Isolement de virus :

La réactivation virale (latechnique) :

Nous avons réalisé la réactivation sur cinq vaches séropositives avec des
injections de 0,1 mg/kg/jour pendant 5 jours associés a une antibiothérapie préventive
Oxytétracycline et ampicilline. On a prélevé ensuite du mucus nasal et vaginal avec 2
écouvillons/ vache/ jour, de J5 a J10 avec un total de 12 écouvillons pour chaque
vache et on a prélevé du sang 3 tubes de 10ml/vache/ jour a J1, J2, J3, J4, J5. La

recherche du virus se fait ensuite par isolement sur culture cellulaire et PCR.

L’injection de Dexaméthasone a un effet rapide sur les interactions virus/neurones, elle
induit des changements dans le ganglion trigéminé, La dose permettant la réactivation

virale est de 0,1 mg/kg/jour en IV pendant 5 jours [186].

En suisse 2009 une enquéte sur deux vaches positives a I'IBR provenant de
I'exploitation «A» ont été transférées a l'Institut de virologie et d’immunoprophylaxie
(IV1) pour un essai de réactivation du virus. A cette fin, 0.1 mg par kg de poids corporel
de Dexaméthasone (Voren Depot, Boehringer Ingelheim GmbH, Basel) ont été injecté
i. v. aux bovins pendant 5 jours successifs. Les deux bovins ont excrété le virus dans
leur sécrétion nasale a partir du 5éme, respectivement du 6éme jour suivant le début
du traitement. Les virus isolés sur culture de cellules MDBK (NBL-1, ATCC No. CCL
22) ont été identifies comme BoHV-1 a 'aide d’'une real-time PCR spécifique au BoHV-
1[293].
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Le virus de I'IBR peut étre isolé sur des cultures de cellules de reins, de poumons ou
de testicules de bovins. Le virus peut étre isolé a partir d’écouvillons nasaux ou
vaginaux, de placentas, de foie, des poumons, des reins, des muqueuses d’animaux
infectés [289].et d’échantillon de semence [291]. La présence du virus est identifiée par
les effets cytopathiques caractéristiques qui apparaissent 3 jours aprés l'inoculation
[291].

Ce mode de vie exige que le virus soit transmis du site de l'infection initiale au site de
latence, par exemple des cellules épithéliales aux cellules neuronales (dans le cas des
alphaherpésvirus). De plus, la propagation réussie dans I'hoéte infecté est probablement
liée a la capacité d'infecter d'autres types de cellules et d'exploiter toutes les voies de

communication cellulaire [294].

Y

Cependant, a linstar d'autres virus enveloppés, les virus de I'herpes peuvent
€galement se transmettre par transmission directe de cellule infectée de cellule
infectée a non infectée sans étre libérés dans I'environnement extracellulaire. Cette
voie permet d’éviter les obstacles a la liaison du récepteur en plusieurs étapes et aide

a protéger les virus de la réponse immunitaire de I'héte [295].

Nous avons observé le transfert de composants cellulaires, notamment de
mitochondries et de protéines virales, d'une cellule a l'autre, ce qui concorde avec le
réle bien documenté des TNT dans I'échange de cargaisons variées entre des cellules

physiquement séparées [296].

Les inclusions virales intranucléaires de Cowdry peuvent étre observées a partir du
cerveau des animaux atteints de la forme encéphaligue de la maladie, ou du vagin
d’animaux infectés. L'utilisation de cette méthode est limitée pour le diagnostic de la

maladie puisque ces inclusions sont transitoires [291, 297].

On pense que BoHV-1 pénetre les terminaisons des nerfs sensitifs distribué dans
I'épithélium infecté [298]. Il est ensuite transporté le long des microtubules des axones
pour atteindre le neurone corps dans le ganglion nerveux. Bien que le site principal de
latence soit les neurones ganglionnaires, il est prouvé que la latence et la réactivation

se produisent dans les centres germinatifs des amygdales pharyngées [298].
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Etude statistique :

Des statistiques descriptives sont utilisées pour calculer la fréquence des animaux
séropositifs pour les anticorps contre le BoHV-1. Un test de dépistage primaire pour
identifier les facteurs de risque significativement liés a la séropositivite BoHV-1 est
réalisé a l'aide de tests R. Seuls les facteurs associés (P <0,05) a la variable de
réponse ont été proposés aux modéles de régression binomiale logistique.

Pour la rhinotrachéite infectieuse bovine, un troupeau était considéré positif si au

moins un animal était séropositif dans le troupeau.
Analyse des facteurs de risques associés aux maladies :

Le logiciel SAS version 9.2 (Cary, N.C.) a été utilisé pour effectuer les analyses des
facteurs de risques. Les calculs ont été effectués avec un intervalle de confiance de
95%.

Sept variables ; la région, le sexe, I'age, type de production, type d’élevage, état

d’hygiéne, introduction des nouveaux animaux ont été analysées dans cette étude.

Ces variables ont été choisies parmi les autres car nous pensions qu’elles pourraient

refléter plus les caractéristiques biologiques de virus BHV1.

Un modele de régression logistique mixte a été utilisé pour étudier les effets de
chacune des sept variables, avec I'élevage et I'animal comme effet aléatoire et
chacune des sept variables comme facteur fixe, pour tenir compte de la non-

indépendance des données a l'intérieur du méme troupeau.

La variable a un effet statistiquement significatif sur la séroprévalence de troupeau de

chacune des maladies si p<0.05.

L’introduction des nouveaux ’animaux et hygiéne et la région sont des facteurs de

risque majeurs et tres significatifs pour I'BR.

Facteur sexe, age, type de production et systéme d’élevage ne sont pas significatif
cela est dU a I'échantillon, ainsi on a prélevé plus de vaches (746) que des males (320)

et la complexité de les différencier.
Etudes transversales :

Les études transversales font partie des études observationnelles, et ont pour but de
mesurer la prévalence, mais aussi d’autres facteurs, comme les facteurs de risques

associés aux maladies, surtout celles a forte prévalence. Comme dans notre étude,
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I'échantillonnage aléatoire des sujets est essentiel [298]. Cependant vu que les études
transversales mesurent surtout la prévalence, d’'une maladie, il est difficile de
différencier les facteurs qui favorisent la persistance de la maladie des facteurs
gui favorisent le développement de la maladie. Il est ainsi impossible de différencier
la cause de l'effet. Comme dans notre étude la corrélation entre le statut de IBR et les
facteurs de risques ne permet pas de savoir lequel de ces sept facteurs est la cause ou
I'effet de l'autre (effet entre facteurs), Toutefois ce type d’étude a ses avantages par
rapport aux autres. Elle est plus facile a effectuer, que ce soit pour les participants que
pour les chercheurs, et demande peu de temps. Comme dans notre étude chaque
troupeau est visité une seule fois et les échantillons et les informations sont pris lors de
ces visites. Elle est moins colteuse aussi par rapport aux autres types d’études dont la
collecte des données peut s’étaler sur une longue période. Cette étude m’a permis de
voir la réalité et les caractéristiques des élevages dans plusieurs régions. Chaque
élevage est assez distinct de I'élevage conventionnel de par ces normes et ses
spécificités. Cette étude m’a aussi permis de réaliser les défis, auxquels il faut
s’attendre : refus ou acceptation des éleveurs a participer a I'étude, le choix des tests
au laboratoire en fonction des objectifs et des ressources disponibles et les pertes de
données qui peuvent se produire tout au long l'étude. Méme si notre étude ne
permettait pas d’identifier tous les facteurs de risques de cette maladie I'IBR dans les
troupeaux, les résultats que nous avons obtenus peuvent étre un point de départ pour

des futures études.
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CONCLUSION GENERALE

Notre recherche a abouti a une détection de la spéculation de I'Herpesvirus
bovin type 1 en Algérie, sans toutes fois prouver sa présence dans le cheptel bovin

algérien,

Selon nos recherches bibliographiques cette étude est une premiere en Algérie, avec
un échantillon de 1067 bovins et 120 fermes dans quatre régions différentes. Les
études transversales font partie des études observationnelles, et ont pour but de
mesurer la prévalence, mais aussi d’autres facteurs, comme les facteurs de risques
associés, Il est ainsi impossible de différencier la cause de 'effet. Comme dans notre
étude la corrélation entre le statut de IBR et les facteurs de risques est trés
significative pour la région, l'introduction des nouveaux animaux, état de

I’hygiéne avec un P =< 0,05.

Cette étude a ses avantages par rapport aux autres. Elle est plus facile a effectuer, que
ce soit pour les participants que pour les chercheurs, et demande peu de temps.
Comme dans notre étude chaque troupeau est visité une seule fois et les échantillons

et les informations sont pris lors de ces visites.

En conclusion, cette étude confirme la forte séroprévalence du BoHV-1. Le fait que les
animaux ne soient pas vaccinés et que toutes les tranches d'age aient une
séroprévalence élevée indique que le BoHV-1 circule naturellement dans cette
population et la région, I'IBR pratiquement a touché toutes les tranches d’ages des
bovins, elle touche toutes les types de productions et les deux systemes d’élevage
intensif et semi intensifs.

Le sexe ne s’avére pas un facteur de risque important il n’est pas significatif, les deux
sexes sont sensibles a 'IBR.

Nos résultats montrent que le virus Algérien est trées immunogéne avec une NC 1/8 a
1/48 une propriété biologique trés recherché en virologie.

Ce travail nous a permis de maitriser la technique de récolter et de conserver des
ganglions trijumeaux de deux vaches séropositives, auxquelles nous avons effectué
une réactivation du virus, une premiére en Algérie, ce que nous permettra INCHAALAH
d’identifier le virus Algérien qui circule dans ces régions et d'établir son profil
génétique.

En fin ces résultats montrent qu’il est nécessaire de suggérer un programme de

contréle intensif pour réduire les taux d'infection par le BHV-1. Sur la base des
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résultats actuels, nous recommandons [utilisation d'un vaccin marqueur et la
différenciation sérologique des vaches naturellement infectées des animaux vaccinés
pour l'éradication de I''BR / IPV. Des mesures de biosécurité planifiées sont
nécessaires pour controler le risque épidémiologique d'infection di a la présence de

porteurs latents de BHV-1.
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PERSPECTIVES

Les résultats obtenus dans nos enquétes de la séroprévalence sont trés

encourageants. Pour proposer un plan de lutte contre I'IBR en Algérie d’autres
enquétes plus larges et nationales doivent étre enclenchées, et nous souhaitons de
poursuivre ce travail pour proposer un systeme de surveillance efficace.
Nos résultats sont tres satisfaisants surtout pout la séroneutralisation virale, mémes a
des délutions 1/48 on arrive a des agglutinations une premiére au Laboratoire de
Référence Européen et en Algérie, ce qui trés recherché en virologie surtout pour la
vaccination.

Identifier le virus algérien génétiquement est possible puisque on a les ganglions
trijumeaux congelés, et faire sortir le profile génétiques des protéines de ce virus, alors
I'identification de la protéine responsable de pouvoir immunogéne sera étudiée pour
des éventuels sérums de références (ajustement de sérums) ce qui nous permettra de
créer des kits Elisa et séroneutralisation virale tres performants avec des sérums de
naturellement de qualité.

En fin un vaccin avec nos collégues et nos partenaires francais sera aussi
envisageable, surtout que le pouvoir immunogéene de virus européen est tés réduit voir

absent au fil de temps.
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Annexesl

Réactifs Elisa:

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

Numéro de | Le réactif guantité | quantité

produit

1 plaques sensibilisées avec des |5 10
antigenes du BHV-1

2 Contréle positif 2ml 2ml

3 Controle négatif 2ml| 2ml

4da Conjugué concentré 1,5ml 1,5ml

4b Tampon de dilution N°1 120ml 120ml

5 Tampon de dilution N°2 120ml 2x120ml

A Substrat TMB N°9 60ml 120ml

B Solution d’arrét N°3 60ml 120ml

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

Matériel nécessaire :

- Centrifugeuse a 2.000 x g.

- Agitateur (type Vortex).

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

- Embouts de pipettes a usage unique.

- Agitateur de microplaques.

- Eau distillée et démonisée.

- Systéme de lavage manuel, semi-automatique ou automatique.

- Couvercles adhésifs pour les microplaques.

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

- Incubateur de plaque a 37°C + ou — 3°C.

Mise en garde et précaution d’emploi :

- Ne pas pipeter les réactifs a bouche.

- Porter des gants de protection.
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- Les contrbles, le substrat TMB et la solution de lavage concentrée (20x)
peuvent provoquer des irritations des yeux.

- La solution d’arrét provoque des brulures de la peau et des Iésions 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 concentrée (20x) au 1/20 dans de [leau
distillée/démonisée avant utilisation.

NB : remettre la solution de lavage concentré (20x) a 18-26°C et bien
homogénéiser pour assure la dissolution compléte d’éventuels cristaux. La
solution de lavage est stable pendant trois jours a 2-8°C.

Conjugué :
Diluer le conjugué concentré au 1/100 dans le tampon de dilution N°1.
Note : le conjugué dilué est stable pendant 8 heures a 18-26°C.

. TECHNIQUE D’ELISA : ELISA INDIRECTE (kit IDEXX IBR Individual, lot : 1243
exp le 18/05/2013)

Description et principe :

Les microplaques sont pré-sensibilisées avec un lysat de BHV-1. Les
échantillons a tester sont dilués et mis a incuber dans les puits de la
microplaque. En présence d’anticorps spécifiques du BHV-1 dans 'échantillon a
tester, il se forme des immun-complexes Antigéne-Anticorps. Aprés lavage, un
Conjugué immunoglobuline anti-ruminants couplé a une enzyme est mis a
incuber. Ce conjugué se fixe sur les immun-complexe Antigene-Anticorps, aprés
lavage le substrat de 'enzyme (TMB) est distribué dans les puits. En présence
d’enzyme, le substrat est oxydé développe une coloration bleue virant au jaune.
La réaction est stoppée aprés distribution de la solution d’arrét. L’intensité de la
coloration qui en résulte est directement proportionnelle a la quantité d’anticorps
anti-BHV-1 présente dans I'échantillon a tester.
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Le diagnostic est établi en comparant la densité optique de I'échantillon a la
densité optique (DO) moyenne du contrble positif (se reporter aux paragraphes
« calculs » et « interprétation » des résultats).

Mode opératoire :

Réserver le nombre de plaque(s) nécessaire(s). Etablir le(s) plan(s) de plaque(s)

correspondant(s).
Les contréles peuvent étre déposés n’'importe ou sur la microplaque.

Porter tous les réactifs a 18-26°C avant utilisation et bien homogénéisé par
agitation douce ou au Vortex. Utiliser un embout de pipete différent pour chaque
échantillon.

1- Diluer les contr6les et les échantillons au 1/10 directement dans la plaque :

e Distribuer 180 pl de tampon de dilution N°2 dans chaque puits de la
microplaque sensibilisée.

e Distribuer 20 pl de contréle négatif non dilué dans le puits approprié.

e Distribuer 20 ul de contréle positif non dilué dans les deux puits
appropriés.

e Distribuer 20 pl de chaque échantillon dans les puits appropriés.

2- Homogénéiser le contenu de la microplaque a l'aide d'un agitateur de
microplaques.

3- Couvrir la microplaque (adhésif) et incuber 1 heur (+ou- 5min) a +37°C (+ou-
3°C).

4- Laver 3 fois chaque puits avec approximativement 300 ul de la solution de
lavage. Eliminer la solution de lavage contenue dans la microplague entre
chaque lavage. Aprés le dernier lavage éliminer le liquide résiduel contenu
dans les puits par retournement est tapotement de la microplaque sur le
papier absorbant. Eviter la dessiccation des puits.

5- Distribuer 100 ul de conjugué dilué dans chaque puits.

6- Couvrir la microplaguette et incuber 30 minutes (+ou-3mn) a +37°C (+ou-
3°C).

7- Lavage 3 fois chaque puits.

8- Distribuer100 pl de substrat TMB N°9 par puits.

9- Incuber 20 minutes (+ou- 3mn) a 18-26°C a I'abri de la lumiére.

10-Distribuer 100 pl de solution d’arrét N°3 par puits.

11-Placer la microplaque dans le lecteur en monochromatisme a 450nm.
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12-Calculer les rapports de DO.

13-La réaction est validée si la valeur moyenne de DO de contrble positif (cpx)
est supérieure ou égale a 0,350 et si le rapport entre la valeur moyenne de
densité optique du contrble positif (cpx) et la valeur de la densité optique du

contrble négatif (CNA4s0) est supérieure ou égale a 3,50.

B. ELISA COMPETITION gE et gB : ont été également réalisés au laboratoire

Anses Sophia-Antipolis.
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Annexe 2 séroneutralisation virale

Matériel utilisé :

Bain-marie thermostaté a 56°C +ou — 1(décomplémentation SVF).
Bain-marie thrmostaté a 59°C +ou — 1(décomplémentation des sérums a
étudier).

Poste de sécurité microbiologique (PSM) de niveau Il.

Plague de microtitration a fond plat, stériles, avec couvercle et traitée pour la
culture cellulaire.

Gouttiére stériles a réactif

Etuve a 37°C +ou -2°C a 5% CO2 + ou -1%.

Réfrigérateur (5°C + ou — 3°C)

Microscope inversé

Pipettes et micropipettes

Centrifugeuse de microtubes.

Réactifs utilisés :

Milieu de culture (MEM) supplémenté en sels de Earle, glutamine et acides
aminés non essentiels).

Trypsine-EDTA.

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

Cellules Madin-Darby bovine kidney (MDBK) sensibles au BoHV-1.

Sérum de veau feetal, inactivé 30 mn a 56°C +ou -1°C, indemne de
pestvirus, de BoHV-1, et indemne des anticorps dirigés contre ces virus.
Sérum de contr6le positif : Ref46 (sous étalon frangais du sérum OIE EU2)

Sérum de contréle négatif : 9355.

Membrane de filtration type « Spin colonne ».
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LA NEUTRALISATION VIRALE DE'IBR :

Le principe : La détection d’anticorps neutralisants contre le BoHV-1 dans un
sérum est réalisée en microplaque par la technique de neutralisation virale, selon

protocole décrit dans la norme NF U 47-030.
Mode opératoire :
Neutralisation viral (JO 12/04/2012 France)

Filtration et dé-complémentation des sérums a étudier.

[ Le volume minimum nécessaire est de 300 pl de sérum a étudier pour 1 essai. Les
sérums (sérums a analyser et sérums de contrdle) sont débarrassés des contaminants
bactériens par filtration sur des membranes de 0,22 um.

[0 Déposer 300 pl sur une membrane de filtration.

[0 Centrifugé 10 min a 6000 rpm a température ambiante.

[0 Collecter I'éluat (sérum filtré).

1 Les sérums filtrés (sérums a analyser et sérums de contrdle) sont inactivés au bain-
marie a 59°C +£1°C, pendant 30 minutes pour éliminer les inhibiteurs non spécifiques et

virus éventuels.

Suspension virale ajustée a 100 DECP50 / 50 pl

[J Son titre est obtenu par dilution de la suspension stock selon I'exemple suivant :
Titre de la suspension stock : 1041 DECP50 /50 pl

Le titre ciblé de 100 DECP50 équivaut a 102 DECP50)

Pour l'obtenir, il faut diluer de 10! a 102 soit 102! fois, soit au 1/125,89 (log
125,89=2,1).

[0 La dilution doit se faire sous PSM dans du milieu de culture. Prévoir pour une

microplaque de titration environ 9 ml de suspension virale a 100 DECP50 / 50 ul.

NB : la suspension virale est gardée dans la glace jusqu’a sa distribution dans la
microplaque

Remarque : respecter d’'un essai a I'autre les mémes proportions de chaque dilution.
Exemple de dilution du BoHV-1 lot 5 pour 4 plaques :

0 Dilution 1 (1/60) : 100 ul solutions viral stock + 2,7 ml de milieu de culture.

0 Dilution 2 (1/10) : 500 ul du la dilution 1 + 4,5 ml de milieu de culture.

(1 Dilution 3 (1/10) : 4 ml de la dilution 2 + 36 ml de milieu de culture.

Bien homogénéiser (par agitation au Vortex) entre chaque dilution.
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Neutralisation du virus par les anticorps des sérums

[0 Chaque sérum (ainsi que les témoins internes) sera dilué, sous PSM, du pur au 1/4
au minimum (dilution de raison 2) dans du milieu de culture.

[0 Chaque dilution de sérum a étudier sera répétée sur deux rangées.

[ Les dilutions des témoins internes sont déposées dans une rangée.

Remarque : pour éviter les contaminations lors des dépots, gardez dans une main le
couvercle de la plaque pendant le dépot et veillez a le replacer sur la plague entre les

dépots.

Dilution des sérums et témoins internes

[ Pour les sérums et témoins internes, procéder comme suit :

[ Déposer 50ul de milieu de culture dans chaque cupule, excepté la premiére cupule
de chaque rangée de dilution.

[ Déposer 100ul de sérum a tester dans la premiére cupule.

[0 Homogénéiser a la pipette et prélever 50 pyl du mélange de la premiere cupule et les
transférer dans la deuxieme cupule.

[0 Changer les pointes de la pipette.

[0 Homogénéiser a la pipette et re-prélever 50 yl dans la deuxiéme cupule pour les
déposer dans la troisieme. Changer de pointes. Continuer ainsi les dilutions de raison

2 jusqu’a la derniére cupule. Dans la derniére cupule, retirer et jeter 50pl.

0 Pour le témoin virus, procéder comme suit :

(1 Ajouter 50 ul de SVF [3.6.] dans chaque cupule, excepté la premiere.

[0 Déposer 100 pl de suspension virale a 100 DECPso/ 50ul dans la premiére cupule
(voir 3.4.1.2).

[0 Réaliser des dilutions de raison 2 du pur au 1/2048, en changeant de pointes a
chaque fois.

1 Pour le témoin cellule, procéder comme suit :

(1 Ajouter 50 ul de milieu de culture MEM dans chaque cupule.
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Eliminer 50 pl

Pur Yo 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32

T virus 100ul Virus a 100 DECPso/50ul | S50ul | s S S S

Tvirus | 100ul Virus a 100 DEcpsolsoplw%s 50%95 S S s

Tvirus | 100ul Virus a 100 DEcpsolsop@Ts 50 ps | S S s

T cellule | 50ul milieu M M M M M

S : 50 ul de SVF
M : 50 pl de milieu de culture MEM

-Ajout du virus a 100 DECPs0/50 pl :
- T+, T-, Sérums a tester (n°1 et n°2) : Ajouter 50 pl de dilution virale a 100
DECPs0/50uL dans chaque cupule.
- Pour le témoin virus, ajouter 50 ul de milieu de culture dans chaque cupule.

- Pour le témoin cellule ajouter 50 ul de milieu de culture dans chaque cupule.
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Exemple d’'une demi-microplaque :

pur 1/2 Ya 1/8 1/16 1/32
T+ A A A A A A A
T- A A A A A A A
N°1 A A A A A A A
N° 2 A A A A A A A
T virus M M M M M M M
T virus M M M M M M M
T virus M M M M M M M
T cellule | M M M M M M M

A : 50ul de dilution virale a 100 DECPs0/50 pl

M : 50 pl de milieu de culture MEM

Recouvrir les microplaques de leur couvercle.

0 Incuber les microplagues 24 heures dans une étuve a 37°C + 2°C, 5 % CO2 + 1%

1 Noter I'heure de début d’'incubation sur la feuille de paillasse (ANA.E2.FDP.02).
-Mise en contact des échantillons avec les cellules (J+1 13/04/2012)

Préparation des cellules :

1 Utiliser des cellules confluentes d’une culture d’environ 4 jours.

[1 Sous PSM, trypsiner des cellules sensibles confluentes et les reprendre avec du
milieu d'entretien a 10 % de SVF : suspension A.

1 Prévoir environ 20 ml de suspension cellulaire pour une plaque (soit 3 ml de trypsine
+ 17 ml de MEM a 10% SVF).

[0 Numération des cellules : dénombrer les cellules selon la procédure ANA-
P2.PRT.05.

- Ajout des cellules :

1 Au bout de 24 heures de neutralisation, ajouter 150 ul de cellules homogénéisées a
la pipette (a la concentration de = 2 x 10° cellules / ml) par puits.

[0 Incuber les microplagues 72 heures dans une étuve a 37°C = 2°C, 5 % CO2 £+ 1%

1 Noter I'heure de début d’incubation sur la feuille de paillasse (ANA.E2.FDP.02).
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Exemple de demi-microplaque :

pur 1/2 Ya 1/8 1/16 1/32

T+ B B B B B B B
T- B B B B B B B
T+ B B B B B B B
N° 2 B B B B B B B
Tvirus | B B B B B B B
Tvirus | B B B B B B B
Tvirus | B B B B B B B
T cellule | B B B B B B B

B : 150 pl de cellules MDBK
Lecture des plaques (J+2 et J+4)
- 24 h aprés l'ajout des cellules (J+2 post-neutralisation virale) :
[1 évaluer l'effet cytotoxique des sérums, notamment au pur ;
[0 vérifier dans les cupules « témoin cellule » que le tapis cellulaire soit
complet (que les cellules forment une monocouche).

- Les plaques seront incubées 3 jours (J+4 post-neutralisation virale) a 37 °C +

2°C,5% C02+1%.
Lecture au microscope inversé par recherche de I'effet cytopathogéne (ECP)

- Apres 72 h d’incubation (noter le jour et I'heure de lecture sur la feuille de
paillasse ANA.E2.FDP.02), parcourir en premiére intention les puits avec
l'objectif x 4 pour repérer rapidement 'ECP caractérisé par des cellules en
grappes et un tapis cellulaire se rétractant, puis passer si nécessaire a
I'objectif x10.

Remarque : bien balayer les bords des cupules ou se trouvent souvent les foyers
isolés.

- Si un doute persiste, il est possible de relire a J+5 ou J+6 post-neutralisation

virale a condition que les tapis ne présentent pas de signes de destruction

dus au vieillissement.
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- Enregistrer les résultats sur la feuille de paillasse (ANA.E2.FDP.02) comme
suit :

[0 Les puits protégés (tapis non détruits donc présence d'anticorps neutralisants) sont
notes (-).
[ Les puits présentant un ECP (foyer(s) de cellules détruites) sont notés (+).
[0 Les puits ayant présenté un effet cytotoxique a 24h (J+2 post-neutralisation virale)
sont hachurées.
La lecture des résultats le lundi 16/04/2012 : on a 13 échantillons positifs pour

neutralisation.
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Liste des photos

Photol : plaque 1 de séroneutralisation virale

Photo2 : plaque 2 de seroneutralisation virale

Photo3 : flaquant de la dexaméthasone 5mg de 100ml de laboratoire

Vetoquinol

Photo4 : flaquant de I'oxytétracycline 20% de 250ml de laboratoire Zoetis

Photo5 : flaquant de I'oxytétracycline 50mg/ml de 100ml de laboratoire

Zoetis

Photo6 : récupérations de sang des bovins

Photo7 : Triple pochette de sang

Photo8 : Ganglion trijumeau

Photo9 : Préparation du site de découpe des ganglions trijumeaux.

Photo10

Photol1 :

Photol12

Photol3 :

Photo14 :

Photol5 :
Photol6 :

: Premiére étape de découpe ganglions trijumeaux

2°¢me et 3°M¢ phases de découpe ganglions trijumeaux

1 1%, 28me et 3°Me, 4eMephases de découpe ganglions trijumeaux.

Mise en évidence des ganglions trijumeaux

ganglions trijumeaux dans la boite cranienne

ganglion trijumeau

ganglion trijumeau

Photo 17 : ganglion trijumeau dans des boites pour congélation
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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.

NS : Séro-neutralisation
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