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RESUME

Les avortements bovins sont responsables d'apparition de problemes majeure, avec une
importance sanitaire (les zoonoses) et économiques (perte de veaux, lait, vache, frais de
vétérinaire ). Les avortements ont une étiologie trés variée, il s'agit d'avortements non infectieux
(mécaniques, alimentaires) et d'autre infectieuses (infestations parasitaires ou infections virales
BHV et bactériennes « brucellose »). L’objectif de cette étude a été de déterminer la

séroprévalence de I’IBR chez les vaches laiti¢res ayant avortées dans la wilaya de blida.

La présente étude a été menée entre les mois d’octobre 2023 et février 2024. Elle concerne une
analyse sérologique, a 1’aide d’un test ELISA ( enzyme-linked immunosorbent assay) De
préléevement sanguins issus de 150 vaches ayant avortées provenant de 95 élevages. De études
futures concerant la pathogénése du virus HBV-1 , ainsi que une identification plus spécifique

par PCR est fortement recommandées.

Mots clés : avortements , bovins , IBR , infections , PCR , Elisa , Blida .
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ABSTRACT

Cattle abortions are the cause of major problems, with health (zoonoses, etc.) and economic
(loss of calves, milk, cows, vet bills, etc.) implications. Abortions have a wide variety of
aetiologies, ranging from non-infectious (mechanical, dietary, etc.) to infectious (parasitic
infestations or viral infections such as BHV , and bacterial infections such as brucellosis). The
aim of this study was to determine the seroprevalence of IBR in dairy cows that had aborted in

the wilaya of Blida.

The study was carried out between October 2023 and February 2024. It involved a serological
analysis, using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), of blood samples taken from
150 aborted cows from 95 farms.Future studies into the pathogenesis of HBV-1, as well as more
specific identification by PCR, are strongly recommended.

Keyword : abortions, cattle , IBR, infections , PCR , Elisa, Blida .
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INTRODUCTION GENERALE

En ¢levage bovin, I’objectif principal de tout €leveur est de produire un veau par vache et par

an, ceci est possible par la réussite de la fécondation aboutissant a une gestation.

Tout au long de I’année, les bovins traversent différentes phases au cours de leur cycle
reproductif : chaleur, gestation, mises bas, lactation. Pour chacune des ces étapes, les vaches
peuvent étre exposées a des maladies spécifiques telles que, les infections génitales durant la

période de monte, les avortements durant la gestation et les mammites en période de lactation.

L’avortement est 1’interruption de la gestation, il est soit précoce ou tardif. L’étiologie de ce
syndrome est tres variée, du fait que plusieurs agents infectieux soient a I’origine. L’origine
infectieuse peut étre viral tel le virus de la rhino trachéite infectieuse bovine, bactérienne due a

brucella, listeria, leptospire...etc. Et parasitaire, comme la trichomonas, ainsi que mycosique.

La prévalence de ces divers agents est variable et relative a différents facteurs qu’ils soient
intrinseéques, s’exprimant de fagon plus sporadique pour certains agents et épizootique pour
d’autres. En effet, les avortements répétés et fréquents dans une exploitation bovine induisent

des pertes économiques a court et a long terme.

En Algérie, il existe peu de données sur I’épidémiologie et la prévalence des maladies
infectieuses abortives chez les bovins excepté la brucellose vue que c’est une zoonose a
déclaration obligatoire et qui fait partie d’un programme national. Selon 1’organisation
mondiale de la santé « OMS », les bactéries sont considérées comme la premiére cause
infectieuse de I’avortement. Les principaux germes responsables d’avortement chez les bovins
sont Brucella, Chlamydia abortus, Coxiella Burnetii (OMS. 2010). En Algérie, seule la
brucellose est considérée comme maladie abortive chez les bovins, le reste des germes ne sont
pas considérés a I’heure actuelle comme abortifs et ne font pas parties des maladies a
déclaration obligatoire. Dans ce contexte, I’objectif de 1a présente étude est la recherche de la
séroprévalence du virus de la Rhinotracheite infectieuse bovine (BHV-1) par I’utilisation de la
technique d’Elisa (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), et son degré d’implication dans le

processus des avortements bovins en Algérie.

Le présent document comporte deux parties : la premiéere constitue ; une revue bibliographique

s’intéressant aux différentes notions générales des avortements bovins, les agents abortifs en




générale et particulierement le virus de la rhinotracheinte infectieuse bovine « IBR ». La
seconde partie ; s’intéresse a la recherche de la séroprévalence du virus de la Rhinotracheite
infectieuse bovine (BHV-1) chez les vaches avortées a 1’échelle individuelle et du troupeau. Ces

deux parties sont représentées en trois chapitres :

Chapitre 1 : Géneralités sur les avortements bovins.
Chapitre 2: La Rhinotracheinte infectieuse bovine « IBR ».
Chapitre 3 : Prevalence du virus de la Rhinotracheite infectieuse bovine (BHV-1) chez les

vaches avortees dans la wilaya de blida.




CHAPITRE 1

GENERALITES SUR LES AVORTEMENTS BOVINS

1. Définitions des avortements bovins

1.1. Définition biologique: Pour définir biologiquement un avortement, il faut connaitre le

déroulement de la gestation. De la fécondation a la fin de I’organogenése, on parle d’embryon
(tous les organes ne sont pas encore formés et différenciés). S’il y a « retour en chaleur » non
décalé, il s’agit de mortalité embryonnaire précoce. C’est le cas lors de certaines anomalies
génétiques. La fin de I’organogenése (formation des organes) se situe entre le 42°™ et le 45°™
jour de gestation chez la vache, vers le 30éme jour chez les petits ruminants. L’embryon devient
alors un feetus. Un avortement correspond a la mort d’un feetus, généralement suivie de son
expulsion quelques jours plus tard (sauf cas de momification), entre 42 jours aprés fécondation

chez les bovins, 30 jours chez les petits ruminants et la fin de la gestation (Fleurquin. 2013).

1.2. Définition courante : expulsion prématurée d’un feetus mort ou non viable (Hanzen,
2015).

1.3. Définition légale : En France, d’apreés le décret du 24décembre 1965, on considére comme

avortement dans 1’espece bovine I’expulsion du feetus ou du veau mort-né ou succombant dans
les 48 heures qui suivent la naissance (Nyaabinwa. 2009).

1.4. Définition pratigue : interruption de la gestation entre la fin de la période embryonnaire

(fécondation_ 50°™ jour de gestation environ) et le 260°™ jour de gestation, suivie ou non de
I’expulsion d’un produit non viable. Apres le 260°™ jour de gestation, on parlera de vélage

prématuré(Hanzen,2015).

Il convient de distinguer 1’avortement clinique (mise en évidence de I’avorton et/ou des
enveloppes feetales) de 1’avortement non réellement constaté (avortement supposé). Ce
diagnostic d’avortement « supposé » dit encore avortement « sub-clinique » peut étre posé sur
base de 1’une ou I’autre information suivante relevé aprés qu’un constat de gestation antérieur
positif ait été réalisé : diagnostic de gestation négatif quelle que soit la méthode utilisée,
détection d’un retour en chaleurs, réinsémination de 1’animal, observation d’un retard

d’involution utérine. Ce distinguo est important puis que la fréquence des avortements peut




s’entrouvre affectée. Ainsi, ne considérant que les cas diagnostiqués par I’éleveur ou le

vétérinaire.

2. Causes infectieuses responsables des avortements bovins

2.1. Causes d’origine bactérienne

= LaFiévre Q

Maladie infectieuse, contagieuse affectant de nombreuse especes animales domestiques et

sauvages, mais ¢galement ’homme. Elle est due a une rickettsie, coxiella burnetii, elle évolue
le plus souvent sous une forme inapparente et parfois avec des troubles de la reproduction et la
survenue d’un avortement en fin de gestation. Son caractére abortif a été confirmé par

kponmassi (1991) et Akakpo et al (1991) au Togo puis Olloy (1992) au Congo.

= La Listériose

C'est une maladie contagieuse, frappant diverses especes animales et I'nomme, due a un germe
spécifique, Listeria monocytogenes. . Il se manifeste sous forme sporadique. Il est plus
fréquemment précéedé et/ou suivi de signes cliniques tels que la diarrhée, des troubles nerveux
(encéphalite), de la métrite et de I'amaigrissement. Il s‘accompagne également plus

fréguemment de rétention placentaire (Millemann. 2000).

= LaBrucellose

La brucellose est une maladie cosmopolite, zoonose due a des bactéries du genre brucella et se
caractérise par une évolution chronique affectant principalement les organes des reproduction
et se traduisant par de ’avortement plus généralement vers le 6°™ ou 7°™ mois de gestation
(80% des animaux exposés au germe avortent), la mortinatalite, la stérilité chez les ruminants
(surtout les bovins ), qui de loin payent le plus lourd tribut a cette entité pathologique (Legea.
1974).

Selon les différents auteurs, son dépistage a été réalis¢ dans beaucoup de pays de 1’afrique
intertropicale. Au tchad ( Delafosse et al. 2002), une étude a montré une prévalence de 2.6% ;
en cote d’ivoire (Thys et al. 2005) la prévalence était de 3.573% en élevage intensif et de

4.291% en élevage traditionnel.

= La Chlamydiose

La chlamydiose est une maladie bactérienne largement répandu et pouvant affecter de
nombreuses especes animales. Elle est a 1’origine principalement d’avortements et de troubles

de la reproduction chez les bovins et les petits ruminants (Shewen et al. 1986). C’est une




maladie d'évolution longue et cyclique avec alternance de pics d'avortements et de "disparition
de la maladie™ (les pics davortements suivants semblent affecter essentiellement les

primipares).

= | a Leptospirose :

C'est une maladie infectieuse, contagieuse due a I'action pathogene des leptospires qui affectent
les animaux et I'nomme. L'avortement leptospirosique peut étre du a une complication de la
forme ictéro-hémorragique ou a un germe spécifique Leptospira interrogans serovar hardjo.
Chez les bovins, Il'infection se manifeste essentiellement par les mortalités embryonnaires
précoces et les avortements cliniques (Gaines. 1989). Ces derniers s'observent au cours des
deux (2) derniers trimestres de la gestation. L'infection peut également se traduire par la

naissance de veaux chétifs.

= La Campylobactériose ou Vibriose

La vibriose ou Campylobactériose est une infection abortive vénérienne due & campylobacter
feetus var venerealis chez la vache, se traduisant par un catarrhe vagino-utérin responsable
d’infécondité et de mortalité embryonnaire, ainsi que par des avortements vers le 5™ - 6°me

mois de gestation, parfois suivis de rétention annexielle ( Humber. 1995 ; Hanzen. 2008a).

=  [’Ureaplasmose et Les Mycoplasmes

les ureaplasmose et mycoplasmes ont été occasionnellement rendus responsables d’avortements
sporadiques au cours de la deuxiéme moitié de la gestation et d’infertilité suite a I’inflammation
du tractus génital. Le pouvoir abortif de mycoplasma bovis a été montré expérimentalement car
I’injection intra-utérine de cette bactérie provoque I’avortement des vaches (Byrne et al. 1999).

Il a aussi été mis en évidence lors d’avortements en conditions naturelles.

2.2. Causes d’origine virale

= La Rhinotracheite infectieuse bovine (IBR)

L’herpésvirus bovin de type 1 (BHV-1), agent de la Rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR)
est I’un des cinq espéces d’herpésvirus connues chez les bovins. Il appartient a la famille des
alphaherpesviridae. L’IBR est présente dans le monde entier (Straub. 1991) et prés de 50% des

cheptels de bovins adultes ont déja été en contact avec cette pathologie (Seal. 2007).




Figure 01: avorton dans I’IBR (Roy. 2007)

= | a Diarrhée Virale Bovine (BVD) / Maladie des Mugueuses (MM)

Une étude a montré que le taux d’avortement dans les troupeaux ou le virus circule est multiplié
par 2 a 3 et un taux d’avortement de 20% peut étre observé lors d’introduction du BVD dans
un élevage indemne (Grooms. 2004). En afrique, des études montrent des prévalences
suivantes : au Sénégal : 61 a 78% (Bernard et Boijrdin. 1971 ; Provost et al. 1964) et 47%
(Habimana. 2008), au cours d’une enquéte dans le nord du cameroun et 1’ouest Tchadien
signalent que 75% des sérums des sujets adultes sont positifs ; au nord Nigeria : 13.4% d’aprés
Okeke (1976).

En suisse, il a été démontré qu’une infection dans les 2 premiers mois de gestation
s’accompagne du retour en chaleurs tandis que I’infection vers le 5° mois de gestation
s’accompagne d’avortement ou de naissance des veaux malformés (Rufenacht. 2001). Il en est
de méme pour une insémination de la vache infectée qui s’accompagne d’un échec.

La BVD-MM est donc responsable des troubles de la reproduction. Il s’agit des avortements

(Figure 02), des mortinatalités et des naissances des veaux infectés.

Figure 02 : avorton de BVD (GDS. 2008)
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2.3. Causes d’origine parasitaires

= Les Mycoses
Les avortements mycosiques sont dus a la localisation placentaire de champignons

(Aspergillus,Mucor, etc) absorbés par voie digestive a la suite d’ingestion d’aliments
(fourrages, ensilages) mal conservés ou moisis (Hanzen. 2004). Ces avortements mycosiques
sont généralement sporadiques etont lieu plus tardivement (7™ - 8™ mois de gestation)

(Figure 03). lls sont souvent suivis de rétention annexielle (Gallois. 1988).

Avortement mycetique {vache)

Figure 03 : Avortement mycosique chez la vache (Hanzen. 2004)

= La Toxoplasmose

La toxoplasmose est une anthropozoonose de répartition mondiale. Elle affecte I’homme et de
nombreuses especes animales domestiques et sauvages. Elle est causée par Toxoplasma gondii,
protozoaire intracellulaire obligatoire capable de parasiter presque toutes les cellules des
animaux a sang chaud. Si une vache est contaminée pendant la gestation, I’infection peut se

traduire par un avortement (jusqu’a 30%) (Hanzen. 2004).

= La Trichomonose

C’est une affection vénérienne des bovins due a Trichomonas fztus, qui entraine chez la vache
une inflammation utéro-vaginale inductrice d’infécondité, de mortalit¢é embryonnaire,
d’avortement précoce et de pyrométre. L avortement est caractérisé par sa précocité (1°"- 2°m

mois) et par la lyse feetale (Figure 04).




Figure 04 : Avorton de 2 mois dans la trichomonose (Hanzen. 2004)

= | a Néosporose

Elle est due a Neospora caninum et caractérisée par les avortements a trois (3) mois de gestation
Jusqu’ au terme: mais la majorité des avortements surviennent entre 4 et 6 mois de gestation
(Figure 05). Cependant dans une étude californienne realisée sur 170 cas, 30% des avortons ont
entre 3 a 7 mois de gestation contre 78% qui ont entre 4 a 7 mois de gestation (Brugere-Picoux
et al. 1998).

Figure 05 :Avorton de la Neosporose (Losson. 2000)

3. Moments d’apparition des avortements bovins

Dans la majorité des cas, I’expulsion de I’avorton sera observée au cours du dernier tiers de la
gestation. Cette régle souffre d’exceptions. Le tableau (01) montre le moment d’apparition des
avortements en fonction des agents responsables chez les bovins.




Tableau 01: Moments préférentiels d’apparition de I’avortement dans 1’espéce bovine (période
a risque majeur) (Hanzen. 2015)

Agent étiologique Mois de gestation
1 2 3 3 = 6 7 8 9
ME ME A A A A A A A

Actinomyces pyogenes
Aiguilles de pin
Aspergillus
Bacillus sp

Blue tongue
Brucella

BVD
Campylobacter
Candida
Chlamydia
Coxiella burnetii
Haemophilus somnus
IBR

Leptospira
Listeria
Mycoplasma
Neospora
Ornithodorus
Salmonella
Sarcocystis
Toxoplasma
Tritrichomonas
Ureaplasma

4. Diagnostics des avortements bovins

4.1. Moyens cliniques

= Palpation transrectale

Le diagnostic de gestation est fondé sur 1’identification d’une distention de la corne par les
liquides, sur les glissements des membranes annexielles ou sur la palpation de la vésicule
amniotique. L’accroissement précoce de la taille de 1’utérus et surtout de la corne gravide le
rendant alors asymétrique est surtout perceptible chez les primipares. L’asymétrie peut étre
nulle ou négligeable les deux premiers mois de gestation chez les multipares. Une modification
de consistance des cornes est le premier signe de gestation perceptible.

= Surveillance des chaleurs

Généralement les retours en chaleurs s’observent alors entre le 25°™ et 35°™ jour suivant
I’insémination. Dans ce cas on estime une forte chance de mortalité embryonnaire tardive
existante, ’analyse des retours des chaleurs par rapport au jour de I’insémination permet d’avoir

déja une présomption d’un type de mortalité embryonnaire plutot que I’autre (Ayalon. 1978).




4.2. Moyens para clinigues

= Effet doppler
Pour poser un diagnostic de gestation ou des avortement en utilise la méthode de 1’effet doppler

a partir de 4°™ mois de gestation aprés I’insémination. Elle est permet de percevoir les
battements cardiaques du feetus. Pour cela I’absence de battements cardiaques constitue le signe
le plus caractéristique d’un avortement. Ainsi, I’étude réalisée par Hanzen et al (1999), relate
une diminution des battements cardiaques de 200 a 150-100 battements par minute quelques

jours avant la mort de I’embryon.

= Diagnostic échographique

Dans le suivi quotidien des gestations de son étude, observer une mort embryonnaire au 26°™
jour de gestation, diagnostiquée par I’absence de battements cardiaques.

L’échogénicité des structures embryonnaires a alors progressivement augmenté tandis que la
quantité de liquides feetaux a elle diminué, jusqu’a expulsion au cours de I’cestrus, 17 jours plus
tard.

Une étude faite par Hanzen et Laurent (1991), sur I’évaluation de I’incidence de la mortalité
embryonnaire dans 1’éspéce bovine, a montré que 1’échographie permet d’objectiver la
prévalence de la mortalité embryonnaire tardive en élevage bovin et, lors d’examens répétés,

d’en étudier la pathogénie (Figure 06).

Coupe transversale
de corme utérine

Lumiére de l'utérus
contenant du liquide

Traits
hy!
=1

Figure 06 : Mortalité embryonnaire 45 jours post insemination artificielle (Hanzen et
Laurent. 1991).
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4.3. Méthodes biochimiques

=  Dosage de la progestérone

Apres I’insémination artificielle le dosage de la progestérone consiste a estimer sa concentration
dans le sang ou dans le lait 21 a 24 jours. La mesure de concentration de la progestérone se fait
par la méthode radio-immunologique, les vaches suspectées gestantes ont un taux de
progestérone qui se maintient a un niveau supérieur & 1ng/ml dans le sang et 3.5ng/ml dans le
lait (Haskouri. 2001). En effet, le dosage de la progestérone permet de déterminer 1’état

physiologique des femelles et de faire le diagnostic des avortements au sein du troupeau.

=  Dosage des Oestrogénes

Le placenta est une source importante d’oestrogeénes. Chez les ruminants, leur synthése est
faible au cours de la premiére moitié de la gestation. Ils sont détectables dés le 30°™ jour de
gestation dans le liquide amniotique et le 50°™ jour dans le liquide allantoidien. Le dosage des
oestrogénes dans le lait est possible a partir des 110°™ jours de gestation. Sa concentration
constituerait un bon moyen de diagnostic de gestation et d’interruption de gestation chez les
ruminants (Poli. 2007).

= [ ’Utilisation conjointe des dosages des progestérone et des PAGs

Cette combinaison permet de différencier les cas de mortalité embryonnaire précoce (MEP) et
tardives(MET). Il n’est cependant pas possible de faire la distinction entre la non fécondation
(NF) et MEP, car, dans les deux cas, la concentration de progestérone (P4) a j21-24 est faible

et le constat de gestation a j30-35 est négatif (Ponsart et al. 2003).

La mortalité embryonnaire précoce sera invoquée lorsque : P4 < 5ng/ml entre j21-j24, puis
ultérieurement non gestante (retour en chaleur au palpation transrectale). La met sera invoquée
lorsque p4 < 3ng/ml a jO, P4 > 5ng/ml entre j21 et j24 mais déclarée non gestante apres dosage

de PAGs ou palpation transrectale (Pinto et al. 2000).

Compte tenu du fait que chez la vache gestante, la concentration en progesterone et PAGs sont
élevées pendant toute la durée de la gestation; la détermination des avortements cliniques
peuvent s’effectuer par leurs dosages dans le sang car ces avortements sont suivis d’une chute

de concentration de ces hormones dans le sang (Gayrard. 2007).

= Dosage de ’Early pregnancy factor EPF (Facteur de gestation précoce)

De nature glycoprotéique, I’Early Pregnancy Factor (EPF) encore appelé Early Conception

Factor apparait quelques heures aprés la fécondation dans le sang de la plupart des espéces
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animales dont la vache (Nancarrow et al. 1981), la truie (Morton et al. 1983), et la brebis (Clarke
et al. 1980) Ce facteur existe en fait sous deux formes: I’'une sécrétée par 1’ovaire ipsilatéral a
la corne gestante (EPF-B) (Nancarrow et al. 1981) et I’autre synthétisée par 1’oviducte (EPF-
A) (Morton et al. 1980).

La détermination de sa concentration constituerait un bon moyen d’identification des
avortements si ce n’était le manque de reproductibilité de son évaluation plasmatique,
imputable au fait qu’elle est influencée par de nombreux facteurs biologiques. Le dosage de
I’EPF permettrait d’identifier les vaches non-gestantes entre le 6™ et le 20°™ jour suivant
I’insémination a partir d’un prélevement de lait et entre le 6°™ jour et le 90°™ jour suivant

I’insémination a partir d’un prélévement de sang (Morton et al. 1984 ; Orozco et al. 1986).
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CHAPITRE 2
LA RHINOTRACHEITE INFECTIEUSE BOVINE (IBR)

2.1. Définition et symtomatologie de la Rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR)

La rhinotrachéite infectieuse bovine (IBR) est une maladie virulente et contagieuse, propre aux
bovidés et caractérisée par un ensemble de manifestations cliniques disparates, entre autres une
forte fiévre. Elle est due a un virus a ADN appartenant a la famille des herpesviridae et au genre

varicellovirus (le BHV-1) .

Concernant la forme respiratoire, les premiers signes sont une hyperthermie majeure (40 a

42°C) durant 4 a 5 jours associée a de 1’anorexie et de I’abattement. Les signes respiratoire et
oculaire : larmoiement séreux et ptyalisme (Thiry et Lemaire. 1997) apparaitront en moyenne
apres 2 a 3 jours d’incubation. Tout cela est le signe d’une atteinte buccale et le résultat de la

réponse inflammatoire et des lésions épithéliales.

La guérison spontanée est possible en une quinzaine de jours en I’absence de complications
bactériennes ou virales ; mais dans la plupart des cas, on observe des pneumopathies
caractérisées par du jetage abondant séreux puis mucopurulent, du cornage, de la dyspnée et
des ronflements signant la présence d’exsudats laryngé et trachéal et d’un cedéme laryngé. Mais
il est fréquent qu’a I’auscultation pulmonaire, aucun trouble ne soit noté. Il est aussi possible
d’observer des laryngites nécrotiques et de I’emphyséme pulmonaire dus entre autre au virus
mais aussi aux surinfections. Dans tous les cas, 1’état général des animaux est trés fortement
affecté. Trés souvent la forme respiratoire est associée a la forme oculaire qui se caractérise par
une conjonctivite (présence de petites plaques blanches qui se recouvriront de fausses
membranes appelé conjonctivite pseudo diphtérique ; qui est caractéristique de I’'IBR) et un
cedeme des paupicres associé a un larmoiement devenant mucopurulent. Finalement on aura
une détresse inspiratoire due aux débris nécrotiques dans la lumiere de la trachée accompagnée

de toux.

Chez les veaux en période périnatale (agés de moins de 10 jours), vu I’immaturité du systeme
immunitaire, le BHV-1 exercera une activité cytolytique sur I’ensemble des organes. Ils
présenteront alors de I’hyperthermie, de la toux, du jetage nasal, des ulcérations digestives, du
ptyalisme de 1I’épiphora, de la diarrhée et une broncho-pneumonie. Tout cela entrainera trés

rapidement la mort de I’animal (Thiry et Detilleux. 1984).
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2.2. Epidimiologie

A titre d’exemple, en France, la situation épidimiologique au regard de I’'IBR n’est pas
homogene. Le pourcentage de troupeaux infectes varie en fonction des régions entre moins de
1% et 40%, la moyenne nationale se situant en dessous de 10%. Le taux de prévalence de la

maladie est sensiblement plus bas dans les régions a vocation laitiere.

Les traces sérologiques de I’infection sans qu’une manifestation pathologique n’ait été observée
sont assez fréquentes. De ce fait, ’enjeu de I’IBR est essentiellement commercial, les
transactions commerciales devant bénéficier de garanties sanitaires permettant d’éviter qu’un
animal acheté soit excréteur de virus et puisse contaminer les animaux sains du troupeau dans
lequel il aura été réintroduit. La rhinotrachéite infecticuse bovine n’est pas une maladie
réglementée par 1’état. Des programmes de lutte individuels ou collectifs se sont développés

sur la base du volontariat des éleveurs .

En Algérie, la séroprévalence individuelle était de 20, 5% en 1996 (Jessett et Rampton. 1975).
En Algérie, De janvier a mars 2015, faut-il rappeler, quelque 893 animaux au total, dont 470
génisses, 239 taurillons d'engraissement et 184 caprins, importés de France ont été interdits
d'entrer sur le territoire national aprés avoir été diagnostiqués positifs a I'RB selon un bilan
rendu public par la Direction des services vétérinaire. Afin de freiner la retransmission de la
pandémie mais aussi pour ne pas perdre le marché algérien, stratégique pour la filiere bovine
hexagonale avec des exportations moyennes atteignant jusqu'a 50 000 tétes par an, le ministere
frangais de I'Agriculture a mis en ceuvre ces nouvelles mesures pour préserver la bonne santé

des bovins destinés au marche algérien.

2.3.Voies d’excrétion

Les virions passent dans le mucus nasal, ce qui permet la dissémination de la maladie au sein
du troupeau. La période d’excrétion primaire varie de 10 a 16 jours, avec un pic d’excrétion

entre le quatrieme jour apres infection (Thomas, 2008).

2.4 Voies de Transmission

La Rhinotrachéite Infectieuse Bovine (IBR) est transmissible de différentes manieres, mais
n’est pas inquiétante pour I’humain (Association Régionale de Santé¢ et d’Identification

Animales (ARSIA. 2004).
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Elle se transmet surtout par contact direct. La source majeure d’infection est I’écoulement nasal.
En effet, le virus se transmet principalement par contact naseau a naseau et aussi par voie

aérienne lors d’éternuements et de toux (Anonyme, 1997).

Les voies de transmission du virus touchent tous les animaux, qu’ils soient attachés, en
stabulation libre ou bien en parc d’engraissement par exemple. Un animal atteint peut répandre
le virus par ses sécrétions et mucus 8 a 16 jours apres avoir été exposé au virus (Youngquist et
Threlfall. 2007). Deplus, des vecteurs souillés par des matiéres contenant le pathogéne peuvent
contaminer d’autres animaux sensibles comme le bovin, mais aussi le mouton (Anonyme. 1997
; Anonyme. 2006). Les taureaux porteurs peuvent transmettre la maladie par I’intermédiaire du
sperme. La semence ainsi que les instruments utilisés pour 1’insémination artificielle peuvent
transmettre le IBR (Youngquist et Threlfall. 2007). Il est donc important de faire attention lors
d’utilisation de semence. La contamination mere-veau est aussi envisageable. Une meére
porteuse peut transmettre le virus a son veau qui deviendra ainsi porteur sain ou latent et sera
séronégatif lors de test de dépistage. Cela est di au fait que méme s’il absorbe les anticorps.
durant la prise de colostrum il ne développera pas d’immunité, car il considére le virus comme
faisant partie de son systeme (Anonyme. 2006). Il ne faut pas oublier que les avortons
contamineés servent aussi de source pour transmettre la maladie (Youngquist et Threlfall. 2007).
De plus, les bovins adultes sont considérés comme étant le principal réservoir d’infection
surtout a cause de la possibilité du virus a devenir latent (Smith. 1990). Il est alors important de
surveiller davantage ces animaux, car c’est a ce niveau que les risques de transmission se

trouvent étre les plus élevés.

Figure 07 : voies de transmission du virus (Intervet. 2007).
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2.5.Diagnostic de la Rhinotracheinte infectieuse bovine IBR

2.5.1. Diagnostic Cliniqgue

Le diagnostic clinique de la maladie repose sur des symptomes caractéristiques:

2.5.1.1 Laforme respiratoire

Forte hyperthermie (41°C), toux, jetage nasal séreux puis muco-purulent, congestion des
mugqueuses nasales et oculaires (Gardeux. 2007). Le virus est transporté par les leucocytes, puis
pour certaines souches et apres un délai moyen de deux a trois semaines par un avortement
entre le cent cinquantieme jour et le huitiéme mois de gestation parfois précédé par des

symptdmes respiratoires ou conjonctivaux (Abadie, 2010).

Figure 08 : affection de la bouche par BHV-1 (Mamache, 2015).

2.5.1.2 Laforme génitale

Inflammation vésiculeuse et pustuleuse des muqueuses génitales externes associé a de
I'anorexie et une baisse de la production de lait (Gardeux. 2007). Infertilité, Meétrite,
Avortement, Vulvo-vaginites pustuleuses post-coitales et post-partales,Atteinte polymorphe

des veaux nouveau-nés (respiratoire, entérite et stomatite ulcéreuse,omphalophlébite ou

méningo-encéphalite), Male :balanoposthite et orchi-épididymite (Abadie, 2010).

Figure 09 :vulvo vaginite pustuleuse infectieuse (Mamache, 2015).

16




2.5.2 Diagnostic experimentale

2.5.2.1. Les méthodes directes (Mise en évidence du virus)

2.5.2.1.1 Laréalisation de prélévements

= Sur un animal vivant

la réalisation de prélevements doit se faire en priorité sur un animal vivant, au moment du pic
d'excrétion du virus, donc lors de la phase d'hyperthermie. Il peut s'agir d'écouvillonnages
nasaux profonds, le prélevement est alors transporté dans un milieu de culture pour cellules
contenant des antibiotiques. On peut également réaliser un lavage broncho-alvéolaire et
acheminer le préléevement sous régime du froid, en moins de 24 heures. Dans tous les cas le
prélévement est place dans un contenant stérile (Gardeux. 2007).

= sur un animal mort

Il est possible de prélever des échantillons sur un animal mort depuis moins de 3 heures. Les
échantillons seront alors des fragments d'organes de quelques cma, comprenant une partie de
tissu Iése et une partie de tissu sain, tels que poumons et trachée. Les prélevements sont envoyés
sous régime du froid en moins de 24 heures, ou congelés si le délai d'acheminement dépasse 24
heures, dans des flacons stériles (Gardeux. 2007).

2.5.2.1.2 Recherche des antigenes viraux

La technique utilisée pour la recherche des antigénes viraux est I'immunofluorescence. On
utilise des anticorps marqués par un fluochrome, de lisothiocyanate de fluorescéine
généralement (Guerin. 1994). Methode pratiquée sur des coupes congelées de muqueuses ou
d'organes présentant des lésions, ou sur des frottis de cellules nasales obtenues par
écouvillonnage. Les virions ne sont pas nécessairement vivants, ce qui permet des régles
d'acheminement moins strictes que pour la recherche des virions.

Dans la technique par immunofluorescence directe, on met en contact les préparations

cellulaires avec des anticorps anti-BoHV-1 associes a un fluorochrome. On lave les
préparations pour éliminer les anticorps non fixés, puis on examine le prélevement au
microscope.

Dans la technique par immunofluorescence indirecte, on utilise des anticorps anti-BoHV-1 non

marqués. On effectue un lavage. Puis on ajoute des anticorps anti- immunoglobulines et on lave
a nouveau. Ceci permet d'améliorer la sensibilité du test. Malgré cela, sa sensibilité reste
moyenne, le seuil de détection est supérieur a 10s particules virales. Mais c'est une technique
facile a réaliser, avec un résultat rapide (24h). En cas de résultats négatifs, une recherche virale

sur culture cellulaire est a effectuer .
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25.2.1.3 Isolement viral sur cultures cellulaires

C'est une technique courante car l'isolement du BHV-1 sur cultures cellulaires est facile. Pour
le réalisé, il est cependant nécessaire que les particules virales aient conservé leur pouvoir
infectieux. Les prelevements utilisés doivent donc étre frais et avoir été conservés sous couvert
de froid (+4°C) jusqu'au laboratoire. La premiere étape consiste a mettre en évidence la
présence du virus grace aux effets. cytopathogéne caractéristiques qu'il produit sur cultures de
cellules au bout de quelques jours. Les particules de BHV-1 ainsi isolées sont ensuite identifiées

par séroneutralisation, immunofluorescence ou immunoistochimie (Cassard, 2003).

25.2.1.4 Pcr : réaction en chaine par polymérase ( polymérase chain reaction) :

Elle permet la mise en évidence de séquences d'/ADN de BHV-1 dans les prélevements par
amplification génique. Les résultats sont obtenus plus rapidement qu'avec l'isolement viral
(24h) (Cassard, 2003).

2.5.2.2 Les méthodes indirectes (Mise en évidence des anticorps)

2.5.2.2.1 Réalisation des préléevements

Le diagnostic indirect s'attache a la mise en évidence des anticorps anti-BHV-1 présent dans le
lait ou dans le sang des bovins. Le prélevement de choix correspond a 5 ml de sang sur tube sec

stérile, ou du lait de mélange (lait de tank) ou du lait individuel.

Dans le cas de suspicion d'IBR clinique, on réalisera deux prélevement a 15 jours voire 3
semaines d'intervalle, le premier ayant lieu dés l'apparition des symptémes. On cherche alors
de mettre en évidence une cinétique ascendante du taux sérique d'anticorps (Jacques, 2007).

2.5.2.2.2 Réaction d'hypersensibilité retardée

Il s'agit d'un test intradermique réaliser en élevage, il permet le diagnostic indirect de BHV- 1
par mise en évidence d'une réaction hypersensibilité se traduisant par une augmentation
significatif de I'épaisseur du pli de peau. Cette hypersensibilité de type retardée met en jeu
I'immunité a médiation cellulaire de I'animal (Castrucci. 1997 ; Aguilar. 1978 ; Lemaire. 1994).

les tests d'hypersensibilité permettent de détecter les 1 a 4% d'animaux porteurs. latents
séronegatifs ainsi que les veaux indemnes séropositifs suite au transfert colostral (Lemaire et
al, 1994) En revanche, I'hypersensibilité n'apparait que 21a28 jours apres primo-infection et ne
permet donc pas de diagnostic précoce (Osorio. 1989 ; Guirin. 1994). De plus, ce test est un
examen para-clinique de terrain les résultats sont donc variable selon l'operateur et les

conditions de realisation (Guirin et Letemple. 1994).
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2.5.2.2.3 Reactions sérologiques

Les épreuves sérologiques peuvent étres utilisées a plusieurs fins :

= pour diagnostiquer une infection aigué: des prélevements de serum pris sur un animal en
phase aigué et en convalescence sont examinés dans une seule épreuve. Une séroconversion
de négatif en positif ou une augmentation d'au moins 4 fois du taux d'anticorps est
considérée comme signe d'infection.

= pour demontrer l'absence d'infection, par exemple, dans le cadre des échanges
internationaux.

= pour déterminer la prévalence de l'infection dans des études séro-épidemiologiques.

= pour participer a des programmes d'éradication et de surveillance ultérieure.

= dans un but de recherche, par exemple, pour I'évaluation de la réponse en anticorps anti-

BoHVI apres vaccination et épreuve virulente (Anonyme. 2014).

2.5.2.2.3.1 Le test de séroneutralisation

La séroneutralisation a été présentée dans I'isolement viral aprés culture cellulaire. Cette fois-
ci, on met en contact le sérum a tester avec une quantité connue de virus pendant 1 a 24h. Si le
sérum contient des anticorps neutralisants anti-BoHV-1, ceux-ci vont lui faire perdre son
pouvoir infectieux. Puis le mélange est inoculé sur une culture cellulaire sensible au BoHV-1.
Aprés 2 a 5 jours, on recherche des effets cytopathogene. S'ils sont présents, le sérum ne
contenait pas d'anticorps neutralisants anti-BoHV-1. Sinon, le sérum en contenait. Cette
technique est encore la technique de référence malgré son cout et sa lourdeur des manipulations

a effectuer.

2.5.2.2.3.2 La technique de I’lmmunofluorescences indirecte

Le principe de I'immunofluorescence indirecte est de fixer des antigénes de BHV1 sur un
support solide et d'y ajouter le sérum a tester. On ajoute alors des immunoglobulines marquées
par un fluorochrome. Ces derniéres se fixent sur les anticorps anti-BHV1 du sérum. La lecture
se fait au microscope a fluorescence. De méme que I'némagglutination passive, cette technique

est peu utilisée (Gardeux. 2007).

2.5.2.2.3.3 La technigue ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

La technique ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est la seule technique
diagnostique indirecte quantitative. La séroneutralisation permet en effet d'évaluer mais pas de
quantifier I'intensité de la reponse anticorps. Il existe trois methodes ELISA pour la detection

des anticoprs dirigés contre le virus de la rhinotracheinte infectieuse bovine :

19




=  Technique de PELISA IBR anticorps totaux indirect

Cette technique est utilisée pour l'analyse individuelle lors d’achats, demande éleveur, concours
en lors de la reprise des mélanges positifs IBR (GDS. 2010). L'échantillon a tester est mis au
contact de déterminants antigéniques spécifiques de BHV1,qui sont adsorbés sur un support
solide. La révélation des anticorps fixes sur les antigénes se fait par ajout d'anticorps anti-
immunoglobulines bovines. Ces derniers sont conjugués a une enzyme. On ajoute enfin le
substrat chromogéne 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 (Anonyme, 2007).

= Techniqgue de L'ELISA IBR Compétition

Cette technique est utilisée pour les mélanges de 10 sérums, et pour confirmer (ou infirmer) les
résultats individuels positifs ou douteux (GDS. 2010). 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 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 (Menard. 2000).

= Technique de L'ELISA IBR gE (glycoprotein E)

Cette technique est utilisée pour distinguer les animaux vaccinés (positifs en anticorps totaux,
négatifs en gE) avec vaccin délété des animaux infectés (positifs en anticorps totaux, positifs
en gE).

2.5.2.2.3.4 Comparaison des performances des tests sérologiques

La sensibilité d'un test traduit sa faculté a détecter de faibles quantités d'antigenes ou d'anticorps
au sein d'un échantillon, c'est-a-dire a minimiser les faux négatifs. La séroneutralisation avec
une pré-incubation de 24 heures est la plus sensible que celle réalisée avec une pré-incubation
de 1 heure (Trybala. 1993). La sensibilité relative de la séroneutralisation par rapport aux
méthodes ELISA est discutée et variable selon les tests distribués. Enfin, la technique ELISA

compétition semble étre la méthode la plus sensible dans la détection de faible taux d'lgG .
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CHAPITRE 3

PREVALENCE DU VIRUS DE LA RHINOTRACHEITE
INFECTIEUSE BOVINE (BHV-1) CHEZ LES VACHES
AVORTEES DANS LA WILAYA DE BLIDA

3.1. Introduction

En Algérie, seule la brucellose est considérée comme maladie abortive chez les bovins (Sifi.
1995), le reste des germes ne sont pas considérés a ’heure actuelle comme abortifs. Dans ce
contexte, la présente étude s’est intéressée a la recherche du virus de la rhinotrachéite
infectieuse bovine (BHV-1) chez les vaches avortées dans la wilaya de blida et leur éventuelle

responsabilité quant a I’induction des avortements.

Le diagnostic de I’infection par le BHV-1 peut étre effectué par des méthodes directes
(isolement et identification du virus) par la PCR, I’hybridation et le séquengage des acides
nucléiques et par des méthodes indirectes (détection des anticorps contre le BHV-1) par la
technique d’Elisa et le test de Séroneutralisation. En Algérie, la maladie a été signalée chez les
bovins a travers des études menées sur la séroprévalence en utilisant la méthode ELISA tel que
celles de Kaddour et al (2019) et Derrar et al (2019) ou la séroprévalence individuelle apportée
était respectivement de 14.16% et 31.17%. Tandis que la séroprévalence de troupeau a variée
de 50% a 58.33% (Dechicha et al. 2010, Kaddour et al. 2019). Les données citées ci-dessus
illustrent I’importance de cette pathologie chez les bovins. Néanmoins, le role de ce virus dans
la survenue des avortements a été peu étudié dans le contexte algérien. Aussi nous a-t-il paru
intéressant d’évaluer a I’aide de tests ELISA la prévalence d’exposition a ce virus dans des cas
d’avortements bovins a 1’échelle individuelle et des troupeaux. L’utilisation du test ELISA a

été privilégiée car il est sensible, spécifique, fiable et s’applique au dépistage a grande échelle.
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3.2._ MATERIEL ET METHODES

3.2.1. Données générales

L’¢étude a été réalisée entre les mois d’octobre 2023 et février 2024. Elle concerne 150 cas
d’avortements bovins cliniques provenant de 150 vaches et appartenant a 95 élevages situés
dans la wilaya de Blida (Figure 10) et dont le dépistage de la brucellose et de la tuberculose est

réalisé de maniére systématique.
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) Hammam
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Figures 10 : zone d’étude «Wilava de BLIDA

3.2.2. Analyse sérologique

Chaque vache ayant avorté a fait I’objet d’un prélévement de 5 ml de sang, réalisé par un
vétérinaire praticien, au niveau de la veine caudale au moyen d’un tube sec de type Vacutainer.
Les préléevements ont été réalisés dans un délai maximum de deux mois aprés la déclaration de
chaque avortement ; ce qui réduit les chances de trouver des anticorps a un taux tres faible. Les
prélévements ont ensuite été acheminés au laboratoire de biotechnologie animale de 1’université
Blida 1 dans une glaciére a une température de + 4°C puis centrifugés pendant 5 min a 3 000
tours par minute. Les sérums ont été recueilli grdce a une micropipette et mis dans des
eppendorff d’une capacité de 1.5 ml puis conservés a une température de — 20°C jusqu’au

moment de la réalisation du test sérologique.
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La présence d’anticorps anti-HBV-1 a été détectée au moyen de kit ELISA (IDVET,
Montpellier, France) (Figure 11). Le kit utilisé pour la recherche des anticorps anti-BHV-1 est
le kit ID Screen® IBR Mixte Indirect spécifique aux bovins utilisant un lysat de BHV-1 purifié.
La spécificité et sensibilité diagnostiques annoncées de ce test par le producteur sont

respectivement de 100 % et 95 %.

IDvet

1D Screent g

Figure 11 : Kit Elisa utilisé lors de I’analyse sérologique [Kit Elisa : ID Screen IBR Indirect,
pour la détection d’anticorps anti-BHV-1 (Herpesvirus Bovin de type 1 — Rhinotrachéite

infectieuse bovine) dans le sérum et le plasma de bovins)].

« La composition du kit utilisé est la suivante :

- Microplaques sensibilisées avec un antigéne du virus de I’IBR (le BHV-1) ; contenant
chacune 96 puits répartis en 12 colonnes (1-12) et 8 lignes (A-H).

- Conjugué concentré (10X) (stocké a5°C (= 3°C).

- Controle positif (stocké a5°C + 3" C).

- Contrdle négatif (stocké a5°C + 3°C).

- Tampon de dilution 1 (stocké entre +2°C et +26°C)

- Tampon de dilution 2 (stocké entre +2°C et +26°C)

- Solution de lavage concentrée (20X).

- Solution de révélation (stockés a 5°C + 3" C).
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Solution d’arrét (H2SO4 0,5 M).

Mode opératoire

Ramener tous les réactifs a température ambiante (21°C + 5°C) avant I’emploi et les
homogénéiser par retournement ou au vortex.
Distribuer 90 ul de tampon de dilution 1 dans chaque puits.
Distribuer :

- 10 pl de contrdle négatif dans les cupules Al et B1.

- 10 pl de contr6le positif dans les cupules C1 et D1.

- 10 pl de chaque échantillon a tester dans les cupules restantes.
Incuber 45 min + 4 min a 21°C (#5°C).
Vider les puits. En utilisant le laveur automatique, laver 3 fois chaque cupule avec environs
300 ul de solution de lavage. Eviter le dessechement des cupules entre les lavages (Annexe
01).
Préparer le conjugué 1X en diluant le conjugué 10x au 1/10°™ en tampon de dilution 2.
Distribuer 100 pl de conjugué 1X dans chaque cupule.
Incuber 30 min + 3 min 4 21°C (#5°C).
Vider les puits. En utilisant le laveur automatique, laver 3 fois chaque cupule avec environs

300 pl de solution de lavage.

10. Distribuer 100 pl de solution de révélation dans chaque cupule.

11. Incuber 15 min = 2 min & 21°C (#5°C) a I’obscurité.

12. Distribuer 100 pl de solution d’arrét dans chaque cupule pour arréter la réaction.

13. Mesurer et enregistrer les densités optiques a 450 nm grace au lecteur ELISA.

Pour le kit ELISA utilisé concernant la recherche des anticorps anti- BHV-1, le principe était

le suivant :

Les cupules sont sensibilisées avec de 1’extrait antigénique spécifique du virus recherché
(BHV-1).

Les échantillons a tester et les contrbles sont distribués dans les cupules. Les anticorps
specifiques de virus BHV-1, s’ils sont présents, forment un complexe antigénes- anticorps.
Apreés lavage, un conjugue anti-BHV-1 marqué a la peroxydase (HRP) est distribué dans les

cupules. 1l se fixe aux anticorps, formant un complexe antigéne-anticorps-conjugué-HRP.
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- Aprés élimination du conjugué en exces par lavage, la réaction est révélée par une solution
de révélation (TMB).
- La coloration qui en résulte est liée a la quantité d’anticorps spécifiques présents dans
1I’échantillon a tester :
v En présence d’anticorps dans 1’échantillon, il apparait une coloration bleue qui
devient jaune aprées blocage.
v En I’absence d’anticorps dans 1’échantillon, il n’apparait pas de coloration.

«» Validation du test et interprétation des résultats

Le test est validé si (Annexe 02):

v La valeur moyenne de la densité optique des controles positifs (DOcp) est supérieure a
0.350 pour Toxoplasma gondii.
DOcp > 0.350
v' Le rapport entre la moyenne des contrdles positifs (DOcp) et la moyenne des controles
négatifs (DOcn) est supérieur a 3.5 pour Toxoplasma gondii
DOcp/DOcn > 3,5.

Ces deux conditions étant réunies, une mesure des densités optiques des échantillons testes a
une longueur d’onde de 450 nm a été réalisée. Les pourcentages S/P (sample [pour échantillon]
/ positive [pour sérum de contrdle positif]) ont été calculés en appliquant 1’équation 1 et

interprétés selon la notice du fabriquant des tests ELISA (Tableau 02).

§ % = DO échantillon—DO controle negatif X 100 (Equation 1)

P DO controle positif—DO controle negatif

Un élevage a été considéré comme séropositif si au moins une vache appartenant a cet élevage
était séropositive. La séroprévalence a été calculée en divisant le nombre de sérums

sérologiquement positifs sur le nombre total des sérums analyseés.

Tableau 02 : Valeur des seuils d’interprétation du kit ELISA utilisé pour la détection

d’anticorps anti-HBV-1

Interprétation Virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine
Négatif S/P % < 100 %
Positif S/P % > 100 %

ELISA : Méthode immuno-enzymatique
S/P : Sample (échantillon testé) / Positif (échantillon témoin positif)
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3.2.3. Analyse statistique

Le calcul de la séroprévalence du virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine (HBV-1) a
était réalisé a 1’aide du logiciel R. les taux de séroprévalence et les intervalles de confiance

exactes a 95% ont étés calculés a 1’aide d’epi R.
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3.3.RESULTATS

3.3.1. Résultats de la séroprévalence individuelle du virus de la rhinotrachéite
infectieuse bovine (BHV-1)

Le Tableau suivant (Tableau 03) présente les résultats obtenus du statut des 150 sérums
sanguins de vaches avortées par technique ELISA et cela a ’encontre du virus recherché a

savoir du virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine (BHV-1).

Tableau 03 : Résultats de I’Analyse individuelle des 150 sérums de vaches avortées par la

technique Elisa pour le virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine (BHV-1).

Pathogene Effectifs(individus) Taux de prévalence individuelle
(IC 4 95 %)
P N =P/ (P+N)
BHV-1 85 (56,66%) 65 (43,33%) 56,66%

(ICa95% : 41,87 a 69,25)

Total 150 (100%)

N : négatif ; P : positif ; % : pourcentage ; IC : intervalle de confiance.

Résultats de I'analyse individuelle des 150 sérums de vache
avortées par la technique Elisa pour le virus rhinotrachéite

infectieuse bovins (BHV-1).
60 56,66

50

43,33

40

30

20

10

positif négatif
H pourcentage

Figure 12: Histograme du Nombre de sérums négatif, positif pour la recherche du virus
rhinotracheite infectieuse bovins (BHV-1).
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Il en ressort que :

En se référant aux seuils d’interprétation fixés par le fabriquant du kit ELISA utilisé par la
présente étude (Tableau 03). Les sérums testés étaient considérer positifs si S/P % > 100 % et
négatifs si S/P % < 100 %.

Ainsi, sur les 150 sérums testés :

» 65 étaient considérer négatifs soit 43,33 %

» 85 étaient consideérer positifs soit 56,66 %o,

En conséquence, la séroprévalence individuelle du virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine
(BHV-1) a été de 56,66 % (85/150) (1C 95% : 41,87 a 69,25) (Tableau 03).

3.3.2. Résultats de la séroprévalence de troupeau du virus de la rhinotrachéite
infectieuse bovine (BHV-1)

Le Tableau suivant (Tableau 04) représente les résultats obtenus du statut des 95 troupeaux de
bovin laitier par technique ELISA et cela a ’encontre du virus recherché a savoir du virus de la

rhinotrachéite infectieuse bovine (BHV-1).

Un élevage a été considéré comme séropositif si au moins une vache appartenant a cet élevage
était séropositive (S/P % > 100 %).

Tableau 04 : Résultats de ’Analyse des 95 troupeaux de bovin laitier par la technique
Elisa pour le virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine (BHV-1).

Nombre de troupeaux Taux de prévalence troupeaux
(IC a 95 %)
P N =P/ (P+N)
BHV-1 44 (46,31 %) 51 (53,68 %) 46,31 %

(ICa95% : 39,74 a 53,92)

Total 95 (100%)

N : négatif ; P : positif ; % : pourcentage ; IC : intervalle de confiance.
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Résultats de I'analyse des 95 troupeaux de bovins laitier
par la Technique Elisa pour le virus Rhinotrachéite
infectieuse bovins(BHV-1).

56
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48 46,31
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42
positif négatif

M pourcentage

Figure 13 : Histogramme du Nombre de troupeaux négatif,positif pour la recherche du virus
de rhinotracheite infectieuse bovins (BHV-1).

Il en ressort que :

En se référant aux seuils d’interprétation fixés par le fabriquant du kit ELISA utilisé par la
présente étude (Tableau 04). Les troupeaux étaient considérer positifs si S/P % > 100 % et
négatifs si S/P % < 100 %.

Ainsi, sur les 95 troupeaux analysés :

» 51 étaient considérer négatifs soit 53,68 %o.
» 44 étaient considérer positifs soit 46,31 %.

En conséquence, la séroprévalence troupeau du virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine
(BHV-1) a été de 46,31 % (44/95) (I1C 95% : 39,74 & 53,92) (Tableau 04).
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3.4. DISCUSSION

Cette étude avait pour principal objectif d’établir la séroprévalence a 1’échelle individuelle et
de troupeau du virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine (HBV-1), par la technique Elisa

chez les vaches laitiéres avortées dans la wilaya de Blida en Algérie.

= La Séroprévalence individuelle du BHV-1 obtenue par la présente étude est de 56,66%.
Elle est supérieure aux valeurs observées par la technique Elisa dans diverses études
réalisées dans le méme contexte (avortement bovin) : au Maroc (50%) (Lucchese et al.
2016), en Ethiopie (55,4%) (Asmare et al. 2018) et en Turquie (19%) (Can et al. 2016). Par
contre, la Séroprévalence individuelle obtenue par la présente étude (56,66%0) est
inférieure a celles obtenues, en Inde (61,6%) (Patil et al. 2017), au Sud Afrique (74,47%)
(Njiro et al. 2011) et au Soudan de (84,3%) (Elhassan et al. 2011).

= Laseroprevalence du troupeau du BHV-1 obtenue par la présente étude est de 46,31%. Elle
est inférieure a celles de rapportée en Algérie dans la région de la Mitidja (50%) (Dechicha
et al. 2010), en Turquie (58,06%) (Can et al. 2016), en Inde (83%) (Patil et al. 2017) et en
Ethiopie (81,8%) (Sibhat et al. 2018).

Malgré I’utilisation de la méme technique d’analyse « ELISA », le méme support biologique &
savoir des sérums de vaches avortées, des différences de séroprévalence a I’échelle individuelle
et du troupeau ont étés notés pouvant étre expliquée par des différences liés principalement au
faible nombre de vaches avortées, de troupeaux Vvisés, des conditions et la saison de réalisation
des prélevements, le délai entre la survenue de I’avortement et la réalisation des prélevements

sérologique comparé a la présente étude.

La présente étude a fait ressortir que le virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine est tres
répondu au sein des vaches laitieres avortees en Algeérie. Ce qui peut étre lié a 'utilisation de
sperme qui peut étre contamine lors de l'insémination, a des pratiques de gestion intensive et
surtout a l'introduction de nouvelles vaches/taureaux comme animaux de remplacement non
sélectionnés. En effet, en Algérie, la non-pratique de vaccination des bovins contre I’IBR
contribue fortement a I’augmentation de la séroprévalence suggérant ainsi que la prévalence

réelle est encore plus élevée signifiant ainsi une circulation naturelle du virus plus active.
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L’utilisation du test Elisa permet de suspecter un contact entre I’animal et 1’agent infectieux
(exposition), sans pour autant incriminer forcément cet agent comme responsable de
I’avortement. Seule la mise en évidence de 1’agent infectieux dans 1’avorton et les produits
annexes, par exemple par le biais de la méthode PCR, permettra de déterminer la responsabilité

de I’agent dans 1’avortement.

En définitive, notre étude a montré que la rhinotrachéite infectieuse bovine, peut étre considérée
comme une maladie abortive importante dans les élevages bovins laitiers dans la wilaya de

Blida vus les prévalences importantes et non négligeables obtenus par la présente étude.

31




CONCLUSION ET RECOMMONDATIONS

Cette étude a permis de confirmer la présence du virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine
(HBV-1) chez les vaches laitiéres avortées dans la wilaya de Blida, d’en estimer les prévalences
a I’échelle individuelle et du troupeau. Les principales conclusions qui en ressortent sont les
suivantes : L’infection par le HBV-1 est trés commune chez les bovins laitiers en Algérie. La
caractérisation de la prévalence du HBV-1 constitue une premiére étape intéressante pour la

mise de place de recommandations visant a réduire la fréquence des avortements.

A I’issu des résultats obtenus, plusieurs recommandations ont étés émises tel que :

» Lapoursuite de la présente étude par la réalisation d’enquétes épidémiologiques a plus large
échelle associées a I’identification plus spécifiques de germe impliqué par PCR.

> |l serait souhaitable de pouvoir mettre en place une approche fédérée avec les groupements
vétérinaires et les laboratoires vétérinaires et humains. Un inventaire de leurs capacités
diagnostiques serait souhaitable pour pouvoir optimiser le diagnostic étiologique des
avortements. Le cas échéant, le financement de ces laboratoires devrait étre renforcé.

» L’augmentation des ressources destinées au fonds agricole pour dédommager les éleveurs
en cas de décision de réforme des animaux pour raisons sanitaires devrait étre un incitant

majeur les invitant a déclarer les avortements.
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LES ANNEXES

ANNEXE 01 : L’APPAREILLAGE UTILISE POUR L’ANALYSE PAR LA TECHNIQUE
ELISA (LAVOIR, LECTEUR ELISA ET L'IMPRIMANTE)
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ANNEXE 02 : FICHES DU KIT ELISA UTILISE
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Information générale

Ce kit de diagnostic est destiné a la mise en évidence
d'anticorps dirigés contre le BHV-1 (anticorps totaux)

Il peut étre utilisé sur sérum individuel et mélange de

sérums jusqu'a 10

Description et principe

Les cupules sont sensibilisées avec du lysat de BHV-1
purifié
Les échantillons a tester et les controles sont distribués

dans les cupules. Les anticorps anti-BHV-1, s'ils sont
présents, forment un complexe antigéne-anticorps.

Un conjugué anti-ruminant marqué a la peroxydase
(HRP) est distribué dans les cupules. Il se fixe aux
anticorps anti-BHV-1, formant un complexe antigene-
anticorps-conjugué-HRP.

Aprés élimination du conjugué en exceés par lavage, la
réaction est révélée par une Solution de Révelation
(TMB).

La coloration qui en résulte est lie a la quantité
d'anticorps  spécifiquss présents dans I'échantillon a
tester:

- en présence d'anticorps dans I'échantillon, il
apparait une coloration bleue qui devient jaune
apreés blocage

en l'absence d'anticorps dans I'échantillon, il
n'apparait pas de coloration

La lecture est réalisée a une longueur d'onde de 450 nm.

Page 2

Composants du kit

Réactifs

Microplaques sensibilisées avec du lysat de
BHV-1

Conjugué concentré 10X

Contréle Positif

Contréle Négatif

Tampon de Dilution 2

Tampon de Dilution 3

Solution de Lavage concentrée 20X

Solution de Révélation (TMB)

Solution d’Arrét (0.5 M)

1. Le conjugué, les contréles, et la solution de
révélation doivent étre stockés a 5T (+ 3T)

2 Les autres réactifs peuvent étre stockés entre +2C
et +26T.

3. Les composants portant la méme dénomination

Solution de lavage, Tampons de dilution, Solution de
révélation peuvent étre utilisés dans I'ensemble de la
gamme [Dvet

Matériel nécessaire mais non fourni

1. Pipettes de précision mono ou multi -canaux
capables de délivrer des volumes de 10 i, 100 pl,
200 pl.

2 Embouts de pipette a usage unique
3. Lecteur de microplaques a 96 puits
4. Eau distillée ou désionisée

5. Systéme de lavage manuel ou automatique
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Remarques et précautions d’emploi

1 Ne pas pipeter a la bouche

La Solution de Révélation peut étre irritante pour la

2
peau

3. La solution darrét peut étre nocive en cas
d'ingestion et peut entrainer une sensibilisation par
contact avec la peau (R22-43). Eviter le contact
avec la peau (S24-37)

4 Ne pas exposer la Solution de Révélation & une
jumiére vive ni @ des agents oxydants

5. Décontaminer tous les réactifs avant élimination.

Préparation des échantillons

Pour réduire la différence des temps d'incubation entre
les échantillons, il est possible de préparer une
microplaque de 96 puits contenant les échantillons a
tester et les échantillons de contrle, puis de les
transférer dans la plaque ELISA avec une pipette

multicanaux

Préparation de la Solution de lavage

Si nécessaire, ramener la Solution de Lavage
concentrée (20x) & température ambiante (21T + 5T)
et bien agiter pour assurer |a dissolution des cristaux.

Préparer la Solution de Lavage (1X) par dilution au
1/20°™ |a Soluton de Lavage 20X dans de l'eau

distillée/désionisée.

N

Mode opératoire

Ramener tous les réactifs a température ambiante (21C +
5T) avant I'emploi et les homogénéiser par retourn ement
ou au Vortex

1 Le sérum est dilué au 1/5 en Tampon de Dilution 2

a. Distribuer 80 pl de Tampon de Dilution 2 dans
chaque puits

b. Distribuer

\\\§ - [2301 ul de Contréle Négatif dans les cupules A1 et

\\\\\ ~ 20 pl de Contréle Positif dans les cupules C1 et

D1

\$ — 20 ul de chaque échantillon a tester dans les

W

2

N

cupules restantes
Incuber 90 minutes + 6 minutes a 37C (+3TC)

Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300 pl de
Solution de lavage. Eviter le desséchement des
cupules entre les lavages

N
\\§ 4. Préparer le Conjugué 1X en diluant le Conjugué
10x au 1/10°™ en Tampon de Dilution 3.
N
\\~ 5. Distribuer 100 pl de Conjugué 1X dans chaque
cupule.
N : N A
\\\‘ 6. Incuber 30 minutes £+ 3 minutes a 37T (£3T)

W
N\

O
NN 70

\\\\11.

“Laver 3 fois chaque cupule avec environ 300 pl de
Solution de lavage.

Distribuer 100 ul de Solution de Révélation dans
chaque cupule.

Incuber 16 minutes + 2 minutes a 21T (£5C) a
I'obscurité.

Distribuer 100 pl de Solution d'Arrét dans chaque
cupule pour arréter la réaction

Mesurer et enregistrer les densités optiques a
450 nm.

Page 3
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Validation

Le test est validé si

v la valeur moyenne de densité optique des contrbles
positifs (DOcp) est supéneure a 0.350

DOcp > 0.350

v le rapport entre la moyenne des controles positifs
(DOcs) et la moyenne des controles négatifs (DOcy) est
supérieur a 3

DOcp/DOcy > 3

Page 4
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Interprétation

Pour chaque échantillon, calculer le pourcentage S/P
(S/P%)

DO¢cartron=DOcx
SP%= —— x 100
DOcp~DOcy

Sérum individuel
Les échantillons présentant un S/P%

- inférieur a 100 % sont considérés comme
négatifs

- supérieur ou égal a 100% sont considérés comme

positifs

Résultat Statut
S/IP % < 100% NEGATIF
SIP % 2 100% POSITIF

Mélange de sérums
Les échantillons présentant un S/P%

- inférieur a 45 % sont considérés comme négatifs

- supéneur ou égal a 45% sont considérés comme

positifs

Résultat Statut
SIP % <45 % NEGATIF
SIP % 245% POSITIF




