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INTRODUCTION

Le virus BVD est un agent pathogéne d’actualité, a ’origine de troubles divers
regroupés sous le nom de syndrome BVD / MD, ou syndrome Diarrhée Virale Bovine /
Maladie des Muqueuses. La pathogénie de I’infection est caractérisée par la possibilité d’une
transmission verticale in utero, pouvant donner naissance a des individus jouant un réle clé
dans la propagation de la maladie, non seulement au sein du troupeau mais aussi entre
élevages.

Principal moyen de lutte utilisé, la vaccination doit aujourd’hui non seulement protéger les
individus contre une transmission horizontale classique, mais aussi et surtout contre une

transmission feetale aux conséquences épidémiologiques beaucoup plus graves.

Le travail présenté a pour objectif d’étudier 1’efficacité de la protection feetale d’un vaccin
vivant atténué (Mucosiffa®, Mérial) contre une inoculation d’épreuve a virus BVD. En effet a
I’heure actuelle, ’AMM de ce vaccin ne contient que 1’indication « protection clinique »

contre les transmissions horizontales.

La premiere partie synthétisera les données bibliographiques actuellement disponibles
concernant le virus BVD, I’épidémiologie de la maladie, et surtout les moyens de lutte
disponibles. Puis nous présenterons en seconde partie le protocole expérimental mis en place
afin d’atteindre nos objectifs, les résultats obtenus a I’issue de I’étude, ainsi qu’une

interprétation et une discussion de ces différentes données.
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I) Levirus de la Diarrhée Virale Bovine : présentation

A) Historique et importance

En 1946, un pestivirus a pour la premiére fois été mis en évidence (Olafson et al., 1946) dans
le cadre d’une maladie épidémique touchant les bovins adultes, et provoquant une diarrhée
aigué bénigne assimilée & une « grippe intestinale ». On parlait alors du virus de la Diarrhée
Virale Bovine.

Quelques années plus tard, un pestivirus a de nouveau été isolé (Ramsey et al., 1953), cette
fois-ci dans le cadre d’une maladie sporadique extrémement sévére touchant les jeunes
bovins, létale dans 100 % des cas, et provoquant I’apparition d’ulcéres sur tous les
épithéliums pavimenteux malpighiens (muqueuses buccale, cesophagienne, ruminale...). On
parlait dans ce cas-la du virus de la Maladie des Mugueuses.

Ce n’est qu’en 1961 (Gillespie et al.) qu’une parenté antigénique a été mise en évidence entre
les virus responsables de ces deux entités cliniques. On parlera alors (Pritchard, 1963) de
virus du « complexe Diarrhée Virale Bovine / Maladie des Muqueuses », ou complexe BVD /
MD.

L’importance de la maladie, tant médicale qu’économique, repose en partie sur les pertes
directes provoquées par les signes cliniques, mais la détection des principaux individus
excréteurs et les difficultés a éradiquer la maladie restent les points essentiels a retenir. Le cas
particulier de la forme clinique de la maladie des muqueuses est rare et ponctuel, mais son

apparition est inexorablement létale.

B) Taxonomie

L’agent responsable du complexe BVD / MD est appelé Bovine Viral Diarrhea Virus, ou
BVDV. Il appartient a la famille des Flaviviridae et au genre Pestivirus.

Ce genre comprend deux autres virus a I’origine de maladies bien connues : le virus de la
Border Disease (BDV) qui touche les ovins, et le virus de la Peste Porcine Classique ou
Classical Swine Fever (CSFV). Cette parenté entre les trois virus suggere la possibilité de
contaminations interspécifiques. Ainsi le BVDV peut par exemple se transmettre au porc et au

mouton, donnant toutefois des infections le plus souvent inapparentes.
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C) Proprietés structurales et organisation génomique

Le BVDV est un virus de petite taille (environ 50 nm), enveloppé, a capside icosaédrique.
L’enveloppe contient trois protéines virales (E0 ou E™, E1 et E2) qui constituent des cibles
de choix pour les anticorps protecteurs contre le virus, en particulier EO et E2. La protéine C
est le principal constituant de la capside. Celle-ci contient le génome viral, constitué¢ d’un brin
d’ARN monocaténaire de polarité positive de 12 a 13 kb, codant pour environ 4000 acides
aminés (Figure 1). Les deux tiers du génome viral (dans la partie 3”) codent pour des protéines
dites non structurales. Parmi celles-ci, le complexe NS2-3 joue sans aucun doute le role le
plus important : pour les souches cytopathiques du virus BVD, le clivage du complexe NS2-3
aboutit a deux protéines de plus petite taille : NS2 et NS3. La protéine NS3 est la protéine la
plus conservée au sein du genre Pestivirus. Elle constitue elle aussi une cible privilégiée pour
les anticorps lors d’infection, mais ces derniers ne sont pas protecteurs, contrairement a ceux

dirigés contre les protéines de 1’enveloppe virale.

S'UTR Nee C E™ E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NS5A-B 3'UTR
|

[ | E=— ]

NS-2 NS-3 NSSA NSS-B

Figure 1 : Organisation génomique du virus BVD (© 2002 ASM Press)

D) Propriétés biologiques

1) Sensibilité du virus

Il s’agit d’un virus relativement peu résistant dans le milieu extérieur. Il ne résiste que dix
jours dans la matiére organique, et est sensible aux détergents usuels virucides. Il est inactivé
par le formol, la soude, I’eau de Javel, ainsi que par des températures supérieures a 56°C
(Chappuis, 1993). En revanche il résiste aux températures négatives, ce qui permet de le
conserver afin de différer les analyses. En pratique au laboratoire, le virus est stocké a une

température de -80°C.
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2) Variabilité géneétique

Le BVDV, comme les autres Pestivirus, et plus globalement comme les autres virus a ARN,
se caractérise par une importante variabilité génétique. Cette variabilité est marquée pour les
protéines structurales alors qu’elle est trés faible pour la protéine NS3.

Grace notamment a la variabilité élevée de la protéine E2, on a pu différencier deux
génotypes différents, BVDV-1 et BVDV-2, eux-mémes divisés en multiples sous-types
génetiquement distincts (Bolin et Grooms, 2004 ; Ridpath et al., 1994). En Amérique du nord,
les génotypes 1 et 2 sont subdivisés en la et 1b, 2a et 2b, alors qu’en Europe, on définit au
moins 11 sous-génotypes de BVDV-1 (1a a 1k). Les souches de génotype 2 ont été associées
a des formes cliniques séveres : dépression marquée, hyperthermie sévére (jusqu’a plus de
42°C), anorexie, dyspnée (broncho-pneumonie aigué), diarrhée aqueuse parfois hémorragique
(Ellis et al., 1998 ; Odeon et al., 1999). Cependant la virulence d’une souche n’est pas
parfaitement corrélée avec son génotype car d’une part ces formes séveres ont aussi été
rencontrées avec des souches de génotype 1, d’autre part il existe des souches peu pathogenes
de génotype 2.

3) Notion de biotype
Le biotype d’une souche virale correspond a son effet sur différentes cultures cellulaires. Il
s’agit donc d’un effet in vitro, et non de manifestations cliniques provoquées sur animal
vivant. On parlera de biotype cytopathogéne (CP) pour une souche virale qui induit un effet

cytopathique sur les cellules, et de biotype non cytopathogéne (nCP) dans le cas contraire.

Ces deux biotypes ont des caractéristiques propres permettant de les différencier (Tableau 1).
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Biotype nCP CP

Transmission horizontale +++ +

Transmission verticale +++ -

Clinique Signes trés variables Signes minimes

Réponse humorale Apparition précoce (14 j) | Apparition tardive (25 j)

(anticorps neutralisants) Titres éleves Titres faibles
Persistance longue Persistance courte

Distribution tissulaire Large Réduite

Virémie Fréquente Rare

Tableau 1 : Caractéristiques des biotypes CP et nCP

En résumé, le biotype nCP apparait comme le biotype le plus important d’un point de vue

épidémiologique, car il est responsable des transmissions horizontale et verticale du virus.

Sur le plan moléculaire, une souche de biotype nCP est caractérisée par la présence de la
protéine NS2-3, d’un poids moléculaire de 125 kDa. En revanche, le biotype CP « dérive » du
biotype nCP par clivage de la protéine NS2-3 en deux protéines de plus petite taille (NS2 et
NS3) (Hamers et al., 2001).
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I1) Pathogenése, expression clinique et conséguences épidémiologiques

L’infection par le Virus de la Diarrhée Virale Bovine (BVDV) se définit par un ensemble trés
complexe de tableaux cliniques polymorphes : troubles de la reproduction, avortements,
entérites, pneumonies, malformations congénitales... De répartition mondiale, elle concerne
principalement les bovins, mais peut également toucher les espéces porcine, ovine et caprine,

ainsi que certains ongulés sauvages.

La pathogenese de la maladie dépend de nombreux facteurs liés au virus et a I’hote. Parmi ces
derniers, le stade physiologique de 1’animal infecté joue un réle important. Deux cas de figure
vont donc se présenter : infection hors gestation et infection d’une femelle gravide. Dans cet
exposé nous inclurons le cas de la contamination chez le méle dans la partie « Infection hors

gestation ».

A) Infection hors gestation

1) Pathogenése

Dans le cas d’une transmission horizontale, le virus se transmet facilement par contact et
pénetre le plus souvent par voie oronasale, mais aussi par voie conjonctivale ou génitale. On
observe alors une phase de multiplication initiale au niveau du site d’infection, suivie d’une
phase de virémie, 4 a 5 jours apres la contamination. A partir de 13, le virus circule soit sous
forme liée, pris en charge par les cellules mononucléées sanguines, soit sous forme libre dans

le compartiment sanguin. Cette phase de virémie dure en moyenne une guinzaine de jours.

L’infection par le virus BVD induit une immunodépression importante, qui semble étre a
I’origine de la plupart des effets pathogeénes observés. L’agent viral est capable de se répliquer
dans toutes les sous-populations de lymphocytes, principaux acteurs de la réponse
immunitaire acquise. La manifestation hématologique la plus visible provoquée par I’action
du BVDYV est représentée par une leucopénie, persistant 10 a 15 jours aprés I’infection. Plus

précisement, on observe une neutropénie et une lymphopenie dans la méme peériode.
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L’action pathogéne directe du virus BVD dans les infections horizontales est trés discutée. En
effet, I’agent viral parait étre un simple facteur causal des troubles observés, de par

I’immunodépression induite.

2) Expression clinique

a) Forme subclinique

Il s’agit de la forme la plus fréquente : 70 a 90 % des infections seraient subcliniques chez les
animaux immunocompétents séronégatifs (Baker, 1995).

Cette forme correspond & un syndrome fébrile modéré passant souvent inapercu : légére
hyperthermie, diminution de I’appétit, diarrhée modérée, leucopénie de courte durée, 1égere
chute de la production laitiere. Les animaux touchés produisent rapidement des anticorps

neutralisants et la guérison a lieu au bout de quelques jours.

b) Troubles digestifs

(i) Diarrhée virale bovine aigué bénigne

Le BVDV est un agent infectieux responsable de diarrhées épidémiques chez la vache adulte.
Il s’agit de la forme initialement décrite par Olafson en 1946. Elle touche les jeunes bovins
agés en moyenne de 6 a 24 mois, et entraine des symptomes inconstants tels qu’une diarrhée,
une anorexie, une légere hyperthermie, une chute de production laitiére, et parfois un épiphora
et un jetage séreux. Ce type d’infection apparait sous forme d’épizootie, et est caractérisé par

une forte morbidité et une mortalité trés faible.

(ii) Enterite diarrhéique néonatale

Le virus peut également étre a I’origine de diarrhées chez le nouveau-né, touchant
ponctuellement des veaux de moins de 15 jours. Dans la plupart des cas le BVDV n’est pas
directement a 1’origine des signes cliniques, mais il entraine une immunodépression favorisant
I’action d’autres agents pathogenes, principalement des virus de type coronavirus ou

rotavirus.
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La circulation du BVDV au sein d’un élevage n’entraine pas systématiquement des diarrhées
néonatales, mais en cas de co-infection par d’autres agents pathogénes responsables de

diarrhées chez le veau, la gravité des symptdmes sera accrue.

c) Troubles de la reproduction

IIs sont principalement représentés par de 1’infertilité.

Chez le méle, on retrouve du virus dans la semence des individus infectés, dont la qualité est
alors altérée. On observe une diminution du volume récolté, une baisse de la motilité, une
diminution de la concentration en spermatozoides, et une augmentation de leur mortalité et de
leurs anomalies. Ces conséquences ne sont pas systématiques. Il est donc possible de
rencontrer un taureau virémique, sans pour autant qu’il y ait d’altération de la fertilité.

Chez la femelle, I’infection hors gestation peut également provoquer de I’infertilité lorsqu’elle
a lieu peu avant I’insémination. Le virus BVD est en effet susceptible, en provoguant une
inflammation des différentes parties de I’appareil génital femelle, d’entrainer des anomalies
du fonctionnement ovarien (croissance folliculaire et ovulation anormales) et de perturber la
fécondation (Chastang et Maillard, 1999).

d) Autres troubles

(i) Syndrome hémorragique

Il se traduit par des hémorragies multiples du vivant de 1’animal. On observe de I’épistaxis,
une hématurie, une diarrhée hémorragique ou des bouses contenant des filets de sang, des
pétéchies ou des suffusions sur toutes les séreuses (intestinale, cardiaque et respiratoire) ainsi
que sur les muqueuses (oculaire, buccale et génitale), et des saignements persistants aux sites
d’injection. On observe également chez les individus touchés une apathie séveére et une
hyperthermie pouvant aller jusqu’a 41°C. Les troubles de la coagulation observés sont dus a
une thrombocytopénie sévere, entrainée par une destruction périphériqgue massive des

plaquettes par le virus. L’évolution est mortelle dans la quasi-totalité des cas.
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(i) Troubles respiratoires

L’immunodépression induite par une infection par le BVDV favoriserait la co-infection par
d’autres agents pneumopathogeénes viraux ou bactériens, dont I’intensité des signes cliniques

sera aggravée (Baker, 1987).

B) Infection d’une femelle gravide

1) Pathogenése et signes cliniques associés

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

suivant le stade de gestation.

a) Conséquences en fonction du stade de gestation

(i) Infection pendant le premier mois

Les conséquences cliniques immédiates sont représentées en grande majorité par de
I’infécondité, pouvant étre expliquée par une mortalité embryonnaire tardive. Il s’agit d une
conséquence majeure de l’infection par le BVDV, entrainant des pertes économiques non
négligeables.

Ces troubles apparaissent chez les femelles mises a la reproduction, lorsque 1’introduction de
virus survient au tout début de la gestation : a partir de quelques jours avant 1’insémination,
jusqu’a la fin de la période embryonnaire précoce. On observe alors une réduction non
négligeable de la fertilité, provoquée par une augmentation du taux de mortalité
embryonnaire. Si cette mort embryonnaire a lieu assez tot (avant le 16°me jour de gestation),
elle est qualifiée de précoce, et la conséquence majeure est representée par du repeat breeding,
c'est-a-dire par des retours en chaleur répétés a intervalles réguliers d’environ 21 jours. Les

conséquences peuvent également étre retardées et n’étre visibles qu’au moment de 1’expulsion
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du veau: momifications fcetales, avortements, naissances prématurées, veaux mort-nes,

malformations congénitales. ..

(ii) Infection entre 1 et 5 mois

L’avortement est alors la conséquence la plus courante. On pourra observer soit des retours en
chaleur décalés par mortalité embryonnaire tardive, soit des avortements sensu stricto en cas
d’infection plus tardive.

La mort de I’embryon (traduite par de 1’infécondité) ou du feetus ne semble pas étre expliquée
par une action directe du virus. Ce dernier provoquerait plutdt des lésions placentaires
responsables de la mort du conceptus.

(iii)Infection entre 3 et 5 mois

On obtiendra alors le plus souvent des malformations anatomiques, observées de maniére

différée lors de I’avortement ou de la mise bas.
Cet effet tératogene s’explique d’une part par la forte affinité du virus pour les cellules a
multiplication rapide, d’autre part par son action sur les endothéliums vasculaires, entrainant

une hypoxie et une dégénérescence cellulaire.

(iv) Infection entre 5 et 9 mois

Dans ce cas, le feetus pourra développer une immunité active contre le virus, et 1’infection

sera le plus souvent asymptomatique.

(v) Infection quelques jours avant la mise bas
Dans ce cas I’animal naitra normal mais présentera une virémie transitoire jusqu’a

I’apparition des anticorps neutralisants, quelques jours apres la mise bas. En quelques sortes,

ce cas peut étre assimilé a un cas « classique » d’infection transitoire.
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(vi)Cas particulier de I’infection entre 1 et 4 mois de gestation (40-120 jours)

Cette fenétre d’infection correspond a la période critique d’acquisition de la tolérance immune
du feetus, au cours de laquelle il acquerra la faculté de distinguer le « soi » du « non soi ». S’il
est infecté pendant ce délai, il pourra alors accepter I’intrusion virale, mettre en place une
tolérance spécifique vis-a-vis du virus, et considérer le BVDV comme du « soi ».

On peut donc aboutir a la naissance d’individus appelés « Infectés Permanents

Immunotolérants » (IPI), qui ont la particularit¢é d’étre virémiques permanents, mais

séronégatifs vis-a-vis du BVDV.

Les conséquences cliniques d’un animal infect¢ permanent immunotolérant sont trés

variables :

e Dans de rares cas, aucune manifestation n’est observable, et les veaux naissent et se

développent normalement.
e Chez certains animaux, on peut observer un retard de croissance important par rapport
aux autres individus de la méme cohorte. Ces animaux sont de petite taille, ont le poil

piqué, et une téte de taille importante par rapport au reste du corps.

e Chez d’autres individus, on peut avoir des affections diverses, comme des troubles

cutanés (teigne) ou pulmonaires.

Il est établi que les animaux IPI ont une espérance de vie diminuée par rapport aux individus

d’une méme cohorte (Houe, 1993), méme si aucune donnée chiffrée n’a été rapportée.
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b) Bilan des troubles observes

e sil’infection est précoce (premier mois) : mort embryonnaire

e si ’infection a lieu dans les deux premiers trimestres de la gestation, elle peut aboutir

a une, deux ou trois des conséquences suivantes :
o malformations congénitales
o avortement

o naissance d’un animal infecté permanent immunotolérant (IPT)

MALFOR-
MATIONS

Figure 2 : Superposition partielle des trois conséquences d'une infection par le BVDV
pendant les deux premiers trimestres de la gestation

e sil’infection est tardive (dernier trimestre) : infection asymptomatique.

2) Cas de la maladie des muqueuses au sens strict

Il s’agit de la forme initialement observée par Ramsey en 1953. Se déclarant uniquement chez

des animaux IPI, elle touche généralement des jeunes bovins de 6 mois a 2 ans.
a) Pathogenese
Sur le plan moléculaire, les individus déclarant une maladie des muqueuses se caractérisent

par la présence simultanée de deux souches CP et nCP au sein de leur organisme. La maladie

se déclare a partir d’une surinfection par une souche CP, d’un individu IPI hébergeant
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initialement une souche nCP (Brownlie et al., 1984 ; Bolin et al., 1985). Les conséquences

cliniques dépendront du degré d’homologie entre ces deux souches :

e Siles deux biotypes différent sur le plan antigénique, I’animal fabriquera des anticorps
protecteurs contre la souche surinfectante, et ne développera pas de maladie des

muqueuses

e Si les deux biotypes sont homologues, I’animal immunotolérant acceptera 1’intrusion

virale et déclarera une maladie des muqueuses dite aigué

e Si les deux biotypes ne différent que tres légérement, on observera alors une forme

chronique de la maladie des muqueuses

b) Expression clinique

(i) Forme aigué de la maladie des muqueuses

Caractérisée par une durée d’évolution trés courte (environ 8 a 10 jours), elle apparait
généralement de facon sporadique, touche principalement des animaux de 3 mois a 3 ans, et
son évolution est inexorablement létale. Les symptdmes sont caractéristiques : on observe du
ptyalisme, une démarche anormale (on dit que I’animal « marche sur des ceufs »), une
diarrhée pouvant étre de nature tres diverse : aqueuse, mucoide, hémorragique ou avec
présence de caillots sanguins... En début d’évolution une légere hyperthermie peut apparaitre,
mais elle a généralement disparu au moment de 1’apparition des principaux signes cliniques.
A T’ouverture de la bouche, on observe des Iésions ulcéreuses caractéristiques, dont le degré
d’intensité varie : cela peut aller d’une stomatite congestive marquée généralisée jusqu’a la
présence d’ulcéres superficiels fusiformes d’extension totale, langue comprise. Les espaces
interdigités présentent également des ulceres recouverts d’un enduit nécrofibrineux, le plus

souvent étendus sur les quatre pieds.
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(if) Forme chronique de la maladie des muqueuses

La forme chronique est caractérisée par une durée d’évolution plus longue (quelques semaines
a quelques mois), mais sa terminaison est également fatale dans tous les cas. Les
circonstances d’apparition sont identiques a celles de la forme aigu€. Les symptomes sont par
contre moins spécifiques et d’intensité moindre: on observe de I’inappétence, un
amaigrissement progressif, un retard de croissance, une diarrhée intermittente ou continue, et

parfois quelques ulceres buccaux et interdigités qui guerissent puis réapparaissent.

La figure 3 représente un bilan des conséquences possibles de I’infection d’une femelle

gravide :
TS .
I Asymptomatique
I Avortement
1
Infécondité . Normal mais |
Malformations virémique !
; - — —
I 1 1 \\ |
| | ! ! oo
1 1 \ I \ 1
| | | i y |
Mois de 0 1 I2 4 SI 6 9
gestation
S 1......

Superposition partielle
de 3 conséquences

Figure 3 : Consequences de I’infection par le BVDV en fonction du stade de gestation

La pathogenese est donc complexe, et explique 1’existence de deux types d’infections par le
BVDV :
- Les infections transitoires, transmises de maniére horizontale apres la naissance ;

- Les infections permanentes, transmises verticalement au cours de la gestation.
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C) Conséquences épidémiologiques de I’'immunotolérance

Nous avons vu que I’infection d’une femelle gravide entre le premier et le quatrieme mois de
gestation pouvait entrainer la naissance d’individus IPI. Ces derniers constituent la clé de
I’épidémiologie de la maladie. En effet, dés la naissance les IPI sont des animaux virémiques
permanents, mais séronégatifs jusqu’a la buvée colostrale. La conséquence épidémio-clinique
est catastrophique : ils peuvent ne présenter aucun signe clinique, tout en excrétant
massivement le virus dans le milieu extérieur. En France, leur proportion au sein de la

population bovine est d’environ 1% (Maillard, 2007).

1) Les bovins IPI : principale source de virus a I’échelle individuelle

Les sources virales sont représentées a 90 % par les animaux excréteurs et a 10 % par
I’environnement, qui est une source limitée du fait de la faible résistance du virus dans le
milieu extérieur. En revanche, le réservoir animal présente un impact trés fort pour
I’épidémiologie de la maladie.

Représentant environ 70 % des bovins excréteurs, les individus IPI sont la clé de la
transmission du virus. En effet ce sont des excréteurs permanents, et a des titres viraux élevés,
en comparaison avec les individus infectés transitoires qui sont excréteurs a des titres plus
faibles, et uniqguement pendant une période correspondant, a quelques jours pres, a la phase de

virémie.

Les matieres virulentes sont nombreuses : jetage, sang pendant la phase de virémie, lait,
sperme. En revanche les matiéres fécales sont un mauvais milieu de préléevement pour mettre

en évidence I’infection virale.

La transmission virale horizontale s’effectue majoritairement par voie directe : de mufle a
mufle par I’intermédiaire du jetage, ou par voie sexuelle par I’intermédiaire du sperme infecté.
La pénétration par voie orale existe, mais il s’agit d’une voie de contamination mineure.

Cette transmission horizontale peut également s’effectuer de manicre indirecte, par
I’intermédiaire de matériel contaminé (mouchettes...), ou par le biais de 1’environnement

souillé. Une transmission vectorielle animée peut également étre envisagée par des insectes
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tels que les mouches transportant le virus sur leurs pattes, a condition que le « temps de vol »

entre I’animal excréteur et 1’animal récepteur ne soit pas trop long.

La propagation de I’infection est conditionnée par la nature de la source virale. Elle sera
beaucoup plus rapide et efficace s’il s’agit d’un individu IPI que s’il s’agit d’un infecté

transitoire.

2) Les bovins IPI : origine de la contamination a 1’échelle du troupeau

La transmission du virus a I’échelle de 1’élevage s’effectue de deux maniéres : soit par
introduction de bovin(s), soit plus rarement par contact avec un autre troupeau, notamment au
paturage dans les zones d’¢élevage a forte densité ou lors de rassemblements publics de bovins.
Ce sont encore une fois les animaux IPI qui constituent le risque majeur, étant donné les titres
¢levés d’excrétion virale et le caractére permanent de cette excrétion. Ce risque est d’autant
plus élevé que I’animal introduit est jeune (génisse ou taurillon), la reproduction étant la
modalité majeure de transmission du virus au sein du troupeau.

Il ne faut cependant pas négliger I’impact des animaux infectés transitoires, dont le role dans
cette transmission est mineur mais bien réel. Le cas particulier de I’introduction d’une vache

gravide portant un veau futur IPI, est trés important a prendre en compte.

3) Lesbovins IPI : maintien de la circulation virale au sein du troupeau

Les individus IP1 ont trois caractéristiques : ils ne produisent pas d’anticorps contre le BVDV,
ils rejettent en permanence du virus dans le milieu extérieur, et leurs titres d’excrétion virale
sont tres €levés. Cette description fait d’eux de véritables bombes a virus au sein méme du
troupeau. Ce sont les IPI qui vont faire circuler le BVDV dans le troupeau de maniére rapide,
a bas bruit dans un premier temps, mais avec des conséquences épidémiologiques tres graves.

Cette circulation se fera en grande majorité par 1’intermédiaire de transmissions horizontales,
mais également verticales. En effet un individu IPI peut survivre jusqu’a la puberté, et s’il
s’agit d’une femelle que 1’on met a la reproduction, elle donnera obligatoirement naissance a

un veau IPI lui aussi.
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I11) Les moyens de lutte contre la Diarrhée Virale Bovine

L’objectif de la lutte contre le BVDV consiste en une évaluation la plus précise possible des
modalités de la circulation virale et a la diminution voire 1’élimination de cette circulation,

tout en veillant & adopter la solution la plus économique possible.

Cette lutte repose sur des mesures sanitaires et médicales, qui vont étre mises en ceuvre en
fonction des nombreuses investigations diagnostiques sérologiques et virologiques mises en

place au prealable.

A) Mesures sanitaires

1) Elimination des IPI

Le but étant de diminuer la circulation virale, la mesure sanitaire la plus importante consistera
en une ¢limination des principaux excréteurs. Le dépistage et 1’abattage des individus IPI
semble donc étre la principale mesure sanitaire a mettre en ceuvre, permettant ainsi de
diminuer le réservoir de la maladie. Il ne faut cependant pas négliger les animaux infectés
transitoires, qui représentent aussi une source de contamination a 1’échelle du troupeau.

Dans tous les cas, chaque élevage devra étre abordé en intégrant la notion de «lots
physiques », correspondant a des groupes d’animaux de méme age (+/- 6 mois). Par exemple,
un lot de génisses de premicre année, s’il est physiquement séparé du reste du troupeau,
pourra €tre considéré comme une entité a part entiere et étre géré indépendamment. C’est ce
qui permettra une gestion raisonnée de la lutte, entrainant des colts moins élevés et une

logistique simplifiée.
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2) Stratégies collectives

Ces mesures, mises en place par les groupements d’éleveurs, difféerent d’une région a une
autre. Elles ont pour objectif de protéger les elevages acheteurs supposés indemnes, et de

faciliter les échanges d’animaux pour les élevages vendeurs supposés indemnes.

a) Controles a I’introduction

I1 s’agit d’un controle systématique du statut BVDV lors de chaque échange d’animaux. On
réalise pour cela une sérologie (recherche d’anticorps) et une virologie (recherche directe du
virus). On pourra ainsi déterminer si les animaux sont sains, infectés transitoires ou IPI (cas
des individus séronégatifs et positifs en virologie).

L’interprétation des résultats sérologiques sera impossible sans la connaissance du statut

vaccinal de chaque animal. Un individu vacciné peut en effet étre séropositif.

Dans certains cas, ces contrdles peuvent étre simplifiés. Par exemple, les vaches agées (plus
de 4-5 ans) non gravides pourront étre contrélées avec une simple virologie. En effet, étant
trop agées pour étre IPI, une virémie négative suffira a confirmer qu’elles ne sont pas des

infectées transitoires.

Ces contrdles a I’introduction pourront étre complétés par la mise en place d’une quarantaine
d’environ trois semaines pour chaque entrée. On ¢€limine ainsi les risques de transmission de

I’infection par la présence éventuelle d’un infecté transitoire dans le lot introduit.

b) Certification des cheptels

Il s’agit d’une certification non reconnue par I’Etat, mise en place en fonction des régions. Les
modalités différent suivant le type de production. En élevage laitier, on se base sur une
recherche d’anticorps dans le lait sur de grands mélanges, a raison d’au moins trois
prélévements négatifs successifs a 4 mois d’intervalle. En élevage allaitant, on travaille avec

des sérologies sur des petits mélanges de sang (5 a 10 animaux).

35



c) Garantie d’animaux non IPI

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

I’entrée de ces individus, qui peuvent tout de méme étre infectés transitoires.

B) Mesures médicales : la vaccination

1) Objectifs de la vaccination contre le BVDV

a) Protection clinique

Le premier objectif de la vaccination contre le BVDV est une protection contre les infections
horizontales post-natales. Il s’agit donc d’empécher I’apparition des infections transitoires, en
protégeant les individus vaccinés contre les signes cliniques trés variés rencontrés dans ce
type d’infection : troubles de la reproduction, diarrhée, troubles respiratoires, syndrome
hémorragique...

Lors de I’apparition des premiers vaccins contre le BVDV, cet objectif de protection contre
les infections post-natales était le seul envisagé, et reste une indication importante pour les

vaccins actuels.

b) Protection feetale

Avec I’étude épidémiologique de plus en plus précise de la maladie, notamment en ce qui
concerne les connaissances sur les individus IPI, un deuxiéme objectif vaccinal est apparu. I
s’agit de la protection vis-a-vis d’une infection transplacentaire, ou protection feetale, qui est
aujourd’hui devenue une indication majeure. Les criteres d’efficacité sont la production, apres
épreuve virulente, d’une infection de tous les feetus issus de vaches non vaccinées, associée a

une absence d’infection sur au moins 90 % des fcetus issus de vaches vaccinées.
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2) Lesvaccins

a) Vaccins vivants

Les vaccins vivants modifiés contre le BVDV ont été les premiers produits, et ce des les
années 1960 aux Etats-Unis (Van Oirschot et al., 1999).

L’atténuation des souches utilisées dans les vaccins commercialisés en France a été obtenue
par passages en serie sur cellules (exemple de la souche Oregon C24V contenue dans le
Mucosiffa®, Mérial) ou par mutagenése chimique (exemple de la souche thermosensible RIT
4350 contenue dans le Rispoval®, Pfizer) (Douart et al., 1997).

En Europe, les vaccins vivants actuellement sur le marché contiennent tous une souche de
génotype BVDV 1, et le plus souvent de biotype cytopathogene (CP). En Amérique du Nord,
de nouveaux vaccins contenant a la fois une souche BVDV-1 et une souche BVDV-2 font leur
apparition.

La réponse humorale provoquée par les vaccins vivants modifiés est rapide et durable : les
anticorps neutralisants apparaissent en trois semaines, et leur titre se maintient pendant au

moins 18 mois. Leur utilisation permet d’effectuer la primovaccination en une seule injection.

b) Vaccins inactives

Les vaccins inactivés contre le BVDV, également appelés vaccins inertes, ont été développés
ultérieurement. Les souches utilisées ont été inactivées a I’aide d’agents chimiques divers. En
raison du caractére peu immunogene du virus, ces vaccins nécessitent 1’apport d’adjuvants de
I’immunité tels que 1’hydroxyde d’alumine, afin d’entrainer une réponse sérologique
satisfaisante.

De la méme fagon que les vaccins vivants, ils contiennent tous une souche de génotype
BVDV1, mais ces souches sont ici beaucoup plus diverses : elles peuvent étre de biotype non
cytopathogéne (nCP) comme les souches New York et Aveyron contenues dans le
Mucobovin® (Mérial), ou de biotype cytopathogéne (CP) comme la souche C86 contenue
dans le Bovilis BVD® (Intervet).
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La réponse humorale provoquée par ces vaccins inactivés est plus faible et de plus courte
durée, généralement inférieure a un an. Leur utilisation nécessite souvent deux injections pour
réaliser la primovaccination.

c) Caracteristiques des vaccins commercialisés en France

IIs sont au nombre de 7, contre plus de 180 aux Etats-Unis (Kelling, 2004).

Nom commercial Souche | Vivant/Inactivé | Génotype | Biotype
Bovilis BVD® C86 | CP
Mucobovin® New York

I nCP

Aveyron

Mucosiffa® Oregon \Y CP
Pregsure® 5960 | 1 CP
Rispoval BVD® RIT 4350 V CP
Rispoval RS-BVD® RIT 4350 \Y} CP
Rispoval RS-BVD-PI3® 5960

I CP

6309

Tableau 2 : Caractéristiques des souches vaccinales utilisées en France

3) Performances des vaccins

a) Innocuité

Les dangers liés a la vaccination contre le BVDV concernent en grande majorité les vaccins

vivants atténués, en raison de leur virulence élevée.

Le risque le plus frequemment décrit est représenté par les accidents de contamination de lots
vaccinaux. Le plus souvent, ¢’est le sérum de veau feetal utilisé pour la fabrication des vaccins

qui est initialement contaminé par une souche de virus BVD non cytopathogéne. Plusieurs
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« épidémies » ont été décrites (Kreeft et al., 1990 ; Levings et al., 1990) suite a 1’utilisation de
vaccins vivants modifiés contaminés, y compris des vaccins destinés a lutter contre d’autres

agents pathogénes que le BVD.

La diffusion de la souche vaccinale constitue un autre risque potentiel. Elle peut avoir lieu
dans ’organisme des animaux, entrainant alors une virémie (Cortese et al., 1997), ou bien
entre les animaux, par infection transplacentaire (Liess et al., 1984 ; Orban et al., 1983).
Aucune de ces ¢études n’a mis en évidence la possibilité d’une excrétion nasale et d’une
transmission horizontale. De plus, d’aprés les connaissances actuelles sur les modalités de
transmission des différents biotypes, le risque de diffusion est tres faible avec les souches CP.
Pourtant, par précaution, ces observations ont conduit a limiter 1’utilisation de certains vaccins
vivants modifiés au dernier tiers de gestation lors de vaccination d’animaux gravides.

Le déclenchement d’une maladie des muqueuses au sens strict a déja été rapporté suite a la
vaccination (Rosner et al., 1968), mais 1’incidence reste trés faible (maximum un cas sur
15000 doses administrées). Il est admis que ce cas de figure ne se présente que chez des
animaux infectés permanents par une souche non cytopathogene, lorsqu’ils sont vaccinés avec

une souche cytopathogene (Bolin, 1995a).

Il existerait également pour les vaccins vivants modifiés, un risque de recombinaison
génétique avec I’ARN de I’individu vacciné ou avec I’ARN d’autres virus (Meyers et al.,
1991 et 1992 ; Qi et al., 1992). 1l y aurait alors la possibilité de création et de diffusion d’une
nouvelle souche, potentiellement pathogene. Ce cas de figure se pose notamment dans le cas
particulier de la vaccination d’un individu IPI, si la souche vaccinale est génétiquement

éloignée de la souche pour laquelle il est immunotolérant.

Certains vaccins vivants modifiés pourraient également avoir un effet immunosuppresseur
(Roth et al., 1983), a I’origine d’une diminution des défenses face a d’autres agents infectieux,

aboutissant a des « maladies post-vaccinales ».
Enfin, des désagréments mineurs peuvent étre notés apres vaccination, tels qu’une réaction

inflammatoire locale au point d’injection, ou une légere baisse de production laitiere chez la

vache laitiére dans les quelques jours suivant 1’injection.

39



b) Efficacité vaccinale

Les objectifs de la vaccination, nous I’avons vu, sont ’apparition d’une protection clinique
post-natale et une protection feetale. L’évaluation de 1’efficacité vaccinale dépend donc de ces

deux criteres.

(i) Protection clinique post-natale

L’efficacité vaccinale vis-a-vis de la protection clinique est évaluée par I’intermédiaire
d’études expérimentales se basant sur différents critéres. Le premier est de nature clinique,
avec vérification de 1’absence de symptomes chez les animaux vaccinés apres une inoculation
d’épreuve avec du BVDV. Des critéres hématologiques sont également pris en compte, par
I’observation d’une réduction voire d’une absence de leucopénie aprés cette méme épreuve.
Enfin, en raison du caractere peu expressif sur le plan clinique des souches d’épreuve utilisées
(virus BVD de génogroupe 1), une grande importance est accordée aux critéres virologiques
tels qu’une réduction de la fréquence, de la durée, voire de I’intensité de la virémie et/ou de

I’excrétion nasale aprés épreuve virulente (Howard et al., 1994).

La protection des veaux nouveau-nés vis-a-vis d’une infection transitoire aigué constitue un
cas particulier. Les deux possibilités envisageables sont une protection passive par
I’intermédiaire de la vaccination des méres en cours de gestation, et une protection active par
la vaccination directe des veaux.

La vaccination des vaches gravides doit induire des titres suffisamment élevés en anticorps
neutralisants, afin d’assurer un transfert satisfaisant de I’immunité passive. Malgré tout, la
virémie et I’excrétion nasale restent possibles en présence de titres élevés d’anticorps
maternels (Bolin et Ridpath, 1995).

Le choix de la vaccination directe des veaux nouveau-nés peut étre envisagé, mais il faut alors
prendre en compte I’interférence de I’immunité maternelle colostrale sur le développement de
la réponse immunitaire post-vaccinale (Ellis et al., 2001 ; Menanteau-Horta et al., 1985). Il a
notamment été montré que, méme si I’immunité maternelle bloquait la réponse vaccinale en
anticorps neutralisant, une réponse immune cellulaire pouvait cependant étre genérée
(Endsley et al., 2003).

40



(i) Protection feetale

La protection du feetus vis-a-vis d’une transmission transplacentaire est devenue une
indication majeure de la vaccination. De la méme fagcon que pour la protection clinique post-
natale, 1’efficacité vaccinale vis-a-vis de la protection feetale est évaluée par I’intermédiaire
d’études expérimentales suivant des critéres précis. Le premier concerne les effectifs : le lot
vacciné doit comporter au moins 12 vaches, tandis que le lot témoin doit en compter au moins
7. Le critere majeur d’efficacité repose sur le caractére infecté ou non des feetus apres épreuve
virulente sur les meres : tous les feetus issus des vaches témoins doivent étre infectés, tandis

qu’au moins 90 % des feetus issus des vaches vaccinées doivent étre indemnes de BVDV.

Selon la nature des vaccins, les résultats d’efficacité en termes de protection feetale sont

caractérisés par une tres grande diversité.

Concernant les vaccins inactivés, les différentes études expérimentales menées ont révélé des
résultats mitigés en termes de protection feetale. Ainsi, apres utilisation d’un vaccin inactivé A
ou d’un vaccin inactivé B, respectivement 6 génisses sur 9 et 8 génisses sur 15 ont donné
naissance a des veaux IPI, aprés inoculation intra-nasale d’une mixture de 3 souches de
BVDV différentes, 82 jours aprés insémination. On obtient donc une efficacité respective de
33% et 47% en termes de protection feetale (Zimmer et al., 2002).

De méme, I’utilisation d’un vaccin inactivé a montré une efficacité de 73% en termes de
protection feetale (4 IPI sur 15 meres vaccinées), apreés mise en contact avec le virus entre 52
et 150 jours de gestation (Grooms et al., 2007).

Un autre vaccin inactivé a permis d’obtenir une protection feetale de 100% apres challenge
entre 25 et 80 jours de gestation (Brownlie et al., 1995). Ces résultats ne peuvent toutefois pas
étre objectives puisque les effectifs étaient insuffisants (6 et 9 animaux pour les 2 groupes
vaccinés, et 6 animaux pour le groupe témoin), et seulement 4 génisses sur les 6 du groupe
témoin ont donné naissance a des individus IPI.

Certains vaccins inactivés possédent tout de méme une indication de protection feetale. Par
exemple, aprés utilisation d’un vaccin inactivé, 9 genisses sur les 11 vaccinees ont donné
naissance a des veaux sains non IPI, apres infection par un virus BVD a 87 jours de gestation.

Les 2 restantes ont avorté avant terme mais le virus n’a pas pu étre mis en évidence dans les
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tissus feetaux récoltés lors de I’avortement. De plus tous les animaux du groupe témoin

(N =7) ont donné naissance a des veaux IPI (Patel et al., 2002).

Les études expérimentales mises en ceuvre avec des vaccins vivants atténués ont-elles aussi
apporté des résultats divers.

Par exemple, ’utilisation d’un vaccin vivant modifié a révélé une efficacité de 58% en termes
de protection feetale (8 IPI sur 19 méres vaccinées), aprés inoculation intra-nasale de virus
BVD a 75 jours de gestation (Brock et Cortese, 2001).

De la méme fagon, une protection feetale de 83% (2 veaux IPI sur 12 meéres vaccinées) a été
démontrée avec I’utilisation d’un autre vaccin vivant, apres inoculation entre 70 et 75 jours de
gestation (Cortese et al., 1998a).

Enfin, une efficacité de 91% (2 IPI sur 22 méres vaccinées) a été amenée par 1’utilisation d’un
vaccin vivant atténué, apres inoculation entre 55 et 100 jours de gestation (Dean et al., 2003).
D’autres études ont montré des protections feetales pouvant aller jusqu’a 100% (Kovacs et al.,

2003 ; Fairbanks et al., 2004 ; Ficken et al., 2006).

(iii)Protection hétérologue

La diversité antigénique des Pestivirus ameéne a s’interroger sur la question de la protection
croiseée.

En termes de protection clinique, I’efficacité de certains vaccins contenant une souche BVD
de génotype 1, a été démontrée pour des virus hétérologues de type 2 (Shimazaki et al., 2003 ;
Makoschey et al., 2001 ; Hamers et al., 2003 ; Cortese et al., 1998b ; Kelling et al., 2007 ;
Dean et al., 1999). L’une de ces études expérimentales ne tient compte que de critéres
cliniques et hématologiques pour conclure a la protection clinique hétérologue (Makoschey et
al., 2001), alors que toutes les autres incluent un critére de virémie. L’une de celles-ci prend
¢galement en compte un critére d’excrétion nasale, pour lequel 1’efficacité du vaccin utilisé

est de 87% (Dean et al., 1999).

En ce qui concerne la protection feetale hétérologue, les résultats en termes d’efficacité sont
globalement médiocres.
Ainsi d’aprés deux études mettant en ceuvre le méme protocole, 1’utilisation d’un vaccin

vivant modifi¢ contenant une souche BVD de génotype 1 a entrainé une protection feetale
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respective de 58 % et 67 %, apres inoculation d’épreuve avec un virus de type 2 (Brock et al.,
2001 ; Ficken et al., 2006).

Une protection feetale compléte a par ailleurs été¢ démontrée pour le protocole combinant un
vaccin inactivé et un vaccin vivant modifié, tous deux du génotype 1, contre une inoculation
d’épreuve avec un mélange de deux souches, I’'une de type 1 et I’autre de type 2 (Frey et al.,
2002).

D’autre part, certaines études sont difficilement interprétables en ce qui concerne la protection
feetale hétérologue, en raison de 1’utilisation de préparations vaccinales mixtes, contenant a la
fois une souche BVD de type 1 et une souche BVD de type 2 (Kovacs et al., 2003 ; Fairbanks
et al., 2004).

(iv)Durée d’immunité

La durée d’immunité est trés variable d’un vaccin a ’autre, et on considére souvent qu’elle est
supérieure pour les vaccins vivants modifiés par rapport aux vaccins inactivés (Bolin, 1995b ;
Kelling, 2004 ; Fulton, 2001).

Ainsi par exemple, pour un vaccin vivant modifié, les titres en anticorps neutralisants se
maintiennent pendant au moins 18 mois, méme si une fraction d’animaux présente une chute
de ces anticorps 12 mois apres la vaccination (Cortese et al., 1998c).

Pour les vaccins inactivés, la durée d’immunité est généralement considérée inférieure a un an

(Bolin, 1990).
c) Performances des vaccins utilisés en France

La protection vis-a-vis d’une infection horizontale des jeunes bovins et des adultes a été
démontrée pour tous les vaccins actuellement commercialises en France, et constitue pour

certains d’entre eux la seule indication retenue.

En ce qui concerne la protection feetale, seuls deux vaccins commercialisés en France
possédent I’indication dans leur AMM : Bovilis BVD® (Intervet) et Pregsure® (Pfizer).
D’autre part, cette protection feetale a été démontrée pour un protocole combinant une

primovaccination avec Mucobovin®, vaccin inactivé, et un rappel avec Mucosiffa®, vaccin
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vivant modifié mis en jeu dans 1’étude illustrant notre travail (Frey et al., 2002 ; Moennig et

al., 2005).

Nom commercial Labo Vivant/Inactivé | Protection feetale
Bovilis BVD® Intervet | +
Mucobovin® I -

Mérial +
M ucosiffa® \V/ _ (Frey et al., 2002)
Pregsure® | +
Rispoval BVD® \Y -

Pfizer
Rispoval RS-BVD® \Y -
Rispoval RS-BVD-PI3® | -

Tableau 3 : Efficacité de protection feetale des vaccins commercialisés en France

C) Les différentes stratégies de lutte contre le virus BVD

Nous avons vu des mesures sanitaires, dont la principale est 1’élimination des IPI, et des
mesures médicales par la vaccination. Différentes stratégies de lutte existent, mettant en

ceuvre [’une ou I’autre de ces mesures, voire un couplage des deux.

Les programmes de maitrise de 1’infection par le virus BVD sont mis en ceuvre a 1’échelle

individuelle de I’élevage ou a une échelle collective de populations d’¢élevages.

1) Echelle individuelle

a) Cas des elevages a circulation virale démontrée

11 s’agit des troupeaux dans lesquels on a mis en évidence un ou plusieurs bovins virémiques

ou des séroconversions.
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Dans ce cas, la stratégie la plus pertinente consiste a coupler les deux types de mesures
décrites précédemment : élimination des éventuels animaux IPl et vaccination. Cette
vaccination aura alors deux objectifs : a la fois la protection clinique des animaux encore
séronégatifs et la protection feetale des vaches en début de gestation encore séronégatives, de

facon a limiter la naissance de nouveaux individus IPI.

Les stratégies vaccinales vont varier en fonction des modalités de dépistage retenues au debut
du plan de lutte.

Si le dépistage préalable des animaux IPI a été effectué par sérologie exhaustive suivie d’une
virologie sur les animaux séronégatifs, les statuts sérologiques individuels sont connus et on
pourra vacciner uniquement les sujets séronégatifs. La vaccination des bovins séropositifs
suite a une infection sauvage ne semble en effet pas nécessaire, étant donné que la durée des
anticorps neutralisants est d’au moins trois ans, dans les conditions naturelles et en dehors de
toute nouvelle exposition au virus (Fredriksen et al., 1999).

Si en revanche le dépistage des animaux IPI a été effectué par virologies successives directes
sur les jeunes animaux (moins de trois ans environ), alors les statuts sérologiques individuels
sont inconnus, et il semble économiquement plus avantageux d’effectuer une vaccination
exhaustive systématique. Les colts analytiques représentés par un sondage sérologique pré-

vaccinal sont alors évités.

b) Cas des élevages sains a risque

I s’agit ici des élevages ayant un fort risque d’exposition au virus BVD :

- Troupeaux comportant de nombreuses introductions d’animaux, sans quarantaine et

sans controle a 1’achat

- Elevages ayant des contacts avec d’autres bovins. Les foires et les concours
constituent le risque le plus élevé puisque aucun des exposants ne peut garantir
I’absence d’infection transitoire pendant la durée de la manifestation. Le voisinage
peut également représenter un risque non negligeable, en particulier en période de

paturage.
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- Elevages bovins dans lesquels les contacts avec d’autres especes animales sont

possibles. Le cas le plus répandu correspond aux élevages mixtes ovins-bovins.

Au sein de ce type d’élevage, la stratégie généralement conseillée utilise la vaccination
comme principal support de la lutte. Des mesures sanitaires sont cependant recommandées en
complément, telles que les contrdles a I’introduction, la certification des cheptels et la garantie

d’animaux non IPI.

2) Echelle collective

A T’échelle collective, les stratégies de lutte sont mises en place de maniére différente en
fonction de la région. Ainsi la vaccination est diversement intégrée dans les programmes

d’éradication.

Dans certaines régions comme la Bourgogne, la vaccination est considérée comme 1’outil

principal de lutte, et cette stratégie repose sur le volontariat des éleveurs.

D’autres plans combinent a la fois les mesures sanitaires de dépistage et €limination des

individus IPI, et la vaccination. Il s’agit d’une stratégie couramment utilisée.

En revanche, certaines régions comme la Bretagne axent leur stratégie collective sur les
mesures de dépistage et élimination des individus IPI, sans recours systématique a la
vaccination, dont [’utilisation est laissée a [D’appréciation des acteurs individuels

(vétérinaires...).
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DEUXIEME PARTIE :

ETUDE EXPERIMENTALE
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I) Objectifs de ’étude

Comme nous I’avons vu, la protection feetale est devenue une indication majeure de la
vaccination contre les infections par le virus BVD. Une certaine compétition s’est donc mise
en place entre les différents laboratoires commercialisant des vaccins contre le BVD, avec

d’un c6té ceux qui ont I’AMM protection feetale, et de I’autre ceux qui ne 1’ont pas.

L’étude porte sur lutilisation du vaccin vivant modifié Mucosiffa® (Mérial) qui, selon
I’AMM actuellement en vigueur, ne comporte que 1’indication protection clinique contre les
infections par le virus BVD. Une étude expérimentale (Frey et al., 2002) incluant une
premiére injection avec Mucobovin® (vaccin inactivé commercialisé par le méme laboratoire)
et une deuxiéme injection avec Mucosiffa®, a démontré une protection feetale, mais aucun
élément ne permet de dire si cette protection est permise par la premiére, la deuxiéme ou les

deux injections.
Ce vaccin possédant déja une AMM, les expérimentations démontrant son efficacité vis-a-vis

de la protection clinique et son innocuité ont déja été menées. L objectif de I’étude est donc

simple et unique : évaluer la protection feetale induite par la vaccination avec Mucosiffa®.
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I1) Matériel et méthodes

A) Animaux

L’¢étude porte sur 30 génisses nullipares de races Charolaise (n=22) et Salers (n=8), en bonne
sante, agées de 17 a 36 mois au début de la manipulation, et issues de trois élevages indemnes
de BVDV.

Dés leur entrée dans I’expérimentation, les statuts sérologiques vis-a-vis du BVDV ont été
confirmés négatifs, individuellement, a I’aide d’un kit ELISA NS3 (SERELISA BVD p80 Ab
Mono Blocking®, Synbiotics), et par séroneutralisation. La recherche individuelle de virus
BVD dans le sang a également été confirmée négative par RT-PCR sur la totalité des
animaux. D’autre part, les statuts sérologiques vis-a-vis de la néosporose, de la

chlamydophilose et de la fievre Q ont eux aussi été confirmés négatifs.

Le logement comprenait une stabulation libre paillée couverte et une aire d’exercice bétonnée
donnant sur une auge couverte avec cornadis. La ration distribuée tout au long de
I’expérimentation comprend du foin de prairie permanente a volonté et un granulé concentré

pour jeunes bovins a raison de 2 kg par jour, distribué en 2 fois.

Les animaux ont été répartis en deux groupes expérimentaux, approximativement homogénes
par rapport a leur race et a leur age :
e Groupe 1: 18 animaux vaccinés avec Mucosiffa®

e Groupe 2 : 12 animaux témoins

B) Vaccination
Les 18 animaux du groupe 1 ont été vaccinés avec Mucosiffa® (lot SMCA 2101/0036 et lot

5MCA 2101/0071) selon le protocole AMM : une administration, a raison de 2 mL par

animal, par voie intramusculaire dans I’encolure.
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Ce vaccin vivant atténué est prépare a partir de la souche Oregon C24V, de génotype 1 et de
biotype cytopathogene. Chaque dose de 2 mL contient une quantité de Pestivirus atténué
supérieure ou égale & 10*° DICCsy.

Le jour de la vaccination correspond au jour 0 de 1’étude (Figure 4). L’injection a été
effectuée a I’encolure, a I’aide de seringues et d’aiguilles a usage unique. Les manipulateurs
étaient munis de gants a usage unique changés entre chaque animal, ainsi que de

combinaisons et bottes jetables.

C) Reproduction et selection des vaches gravides

L’objectif étant d’étudier la protection feetale induite par le vaccin, il est indispensable
d’obtenir un nombre suffisant d’animaux gravides. D’autre part, cette étape de reproduction
est a envisager en relation avec [’étape future d’inoculation: I’important est ici de
synchroniser le plus possible de génisses de fagon a obtenir des animaux a des stades de
gestation approximativement équivalents. Ainsi on pourra infecter les animaux pendant la
période a risque au cours de laquelle le passage transplacentaire est susceptible de donner

naissance & des veaux IPI.

Un protocole de synchronisation classique a été utilisé pour grouper les chaleurs :

pose de spirales & imprégnation progestéronique (PRID®, CEVA) pendant 10

jours

- injection de PGF20 (ENZAPROST®, CEVA): 5 mL par animal,

intramusculaire, 24 h avant le retrait des spirales

- injection de PMSG (SYNCRO-PART PMSG®, CEVA) : 450 Ul par animal,

intramusculaire, le jour du retrait des spirales

- insémination artificielle 60 h apreés le retrait, a I’aide d’une semence de taureau

Gascon indemne de virus BVD
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Plusieurs méthodes de diagnostic de gestation ont ensuite été employées :

e Controle des retours en chaleur autour de 21 jours post IA
Deux génisses observées en chaleur 21 et 22 jours aprés I’TA1 ont donc été réinséminées
(1A2).

e Dosage de la PSPB (UNCEIA...) a 31 jours post IA
La PSPB est une glycoprotéine spécifique des ruminants, secrétée par les cellules binucléés
du trophoblaste lorsque 1’animal est gravide. Tout au long de la gestation, la quantité secrétée
augmente progressivement, et peut étre détectée a partir de 30 jours aprés I’insémination
fécondante. La sensibilité de ce test est de I’ordre de 85 % et il a une spécificité de pres de
100 %. Cette protéine possede une demi-vie trés longue, et une sécrétion résiduelle peut
persister jusqu’a 100 jours aprés la mise-bas. Dans notre étude il s’agit de génisses, ce qui

exclut tout probleme de faux positif d0i & une gestation antérieure.

e Echographie génitale a 37 jours post 1A

A T’issue de cette premiere étape de reproduction, les génisses diagnostiquées vides par
échographie et dosage de PSPB ont de nouveau subi un protocole de synchronisation
identique au premier, a la suite duquel une 1A3 a été effectuée. Cette insémination a eu lieu 48
jours apres I’IA1, soit 78 jours apres la vaccination.

Deux derniers diagnostics de gestation ont alors été effectués : dosage de la PSPB sur les
génisses ayant subi I’IA3, puis une derniére échographie sur la totalité des animaux de

I”étude.

D) Inoculation

Le jour de I’inoculation (J126) a été choisi afin que toutes les génisses se trouvent dans la
fenétre d’infection (40-120 jours) au cours de laquelle la contamination peut conduire a la
naissance de veaux IPI. Les genisses se trouvaient aux stades de gestation suivants :

- 96 jours pour les meres fécondées lors de I’'TA1

- 74 jours pour celles fécondées lors de I’1A2

- 48 jours pour celles fécondées lors de I’TA3
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La voie intra nasale, voie naturelle de contamination lors d’infection naturelle, a été choisie
pour inoculer les animaux. L’inoculum a été acheminé et conservé sous froid positif jusqu’au
moment de I’instillation intra nasale. Les manipulateurs étaient munis de combinaisons a

usage unique, de surbottes, et d’une paire de gants changée entre chaque animal.

Photo 1 : Inoculum conservé dans la glace

Photo 2 : Contention et inoculation intranasale

La souche d’épreuve utilisée est la souche 22146/Han 81, de génotype 1 et de biotype non
cytopathogéne, fournie par le Professeur Irene Greiser Wilke (Hannover Institute,
Allemagne). Ce virus avait été isolé a partir d’un animal IPT en 1981, et classé dans le sous
génotype BVDV 1f (Tajima et al., 2001). Avant congélation, il a été répliqué par trois
passages sur cellules MDBK (ATCC CCL-22) et titré par immuno-histochimie (Kramps,
1994) 4 7,5.10" TCIDso / mL.
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Avant inoculation, la solution virale a été diluée & 10°> TCIDso / mL dans un milieu MEM. Le
titre de la solution diluée a été vérifié immédiatement apres inoculation intranasale, et établi &

8.10* TCIDso / mL, ce qui est trés proche du titre de départ.

La dose inoculée est de 10° TCIDs, par animal, & raison de 5.10° TCIDs, par narine.

E) Abattage des génisses

A J218, soit environ 3 mois aprés 1’inoculation, les génisses ont ét¢ abattues et les foetus
récupérés. Les stades de gestation étaient alors les suivants :

- 1Al fécondante : 188 jours

- 1A2 fécondante : 166 jours

- |A3 fécondante : 140 jours

F) Parameétres étudiés

1) Suivi sérologique

Un suivi de la réponse humorale a été effectué pendant toute la durée de I’expérimentation,

par 'intermédiaire de différentes méthodes.
a) Utilisation de kits ELISA

Ces kits de détection n’ont été utilisés que ponctuellement, aprés la vaccination, de fagon a
objectiver la réponse humorale induite. Les prélévements sanguins ont eté effectués

successivement 42, 77, 95 et 112 jours apres la vaccination.

Deux types de tests ont été employés :
e ELISA indirect anticorps : kit HERDCHECK BVDV Antibody Test® (Idexx®)
e ELISA NS2/3 : kit SERELISA BVD p80 Ab Mono Blocking® (Synbiotics®)
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Ces deux kits permettent d’obtenir une réponse qualitative quant a la présence ou 1’absence
des anticorps recherchés. Leur objectif principal était de vérifier la présence d’une réponse

humorale a la vaccination, par le biais de méthodes simples, rapides et peu chéres.

b) Séroneutralisation

Le suivi régulier tout au long de 1’étude a été effectué par séroneutralisation. Ainsi la réponse
mesurée est une réponse en anticorps neutralisants, qui sont responsables de la protection. De
plus, cette méthode apporte des résultats quantitatifs. On a ainsi pu obtenir une valeur
individuelle du titre en anticorps neutralisants par mois, depuis le début de I’expérimentation
jusqu’a quelques jours avant 1’abattage des animaux.

La réponse en anticorps neutralisants a été étudiée par des tests de seéroneutralisation a
quantité de virus constante (Hamers et al., 2002). Le virus utilisé pour la séroneutralisation
était la souche cytopathogéne BVDV-1 NADL (Gutekunst et Malmquist, 1964). Les titres en
anticorps neutralisants ont été exprimés en dose effective 50 (EDsg, dilution effective inhibant

50% des puits infectés), calculée par la méthode de Spearman-Karber.
2) Suivi clinique et hématologique

a) Suivi clinique, pendant les 20 jours post-inoculation
De fagon a détecter toute manifestation clinique due au virus BVD, des points représentatifs a
surveiller de maniére biquotidienne ont été choisis : appétit, dyspnée, jetage, toux, diarrhée,
écoulements vulvaires. De la méme facon, un suivi de la température rectale a été effectué,
avec un relevé par jour vers 19 heures.

b) Suivi des avortements, de I’inoculation jusqu’a 1’abattage
A partir de I’inoculation, un suivi biquotidien a été effectué de facon a détecter tout éventuel
avortement. Cela a été permis par une vérification de la présence d’écoulements vulvaires et

par la recherche d’avortons ou de restes placentaires a8 méme le sol dans 1’enceinte de la

stabulation expérimentale.
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c) Suivi hematologique, pendant les 20 jours post-inoculation

La réponse cellulaire a également été prise en compte durant les trois semaines post-
inoculation. Pour cela, une prise de sang sur tube EDTA a été effectuée toutes les 48 heures
afin de déterminer les numeérations cellulaires et les formules leucocytaires individuelles

(MS9-5 analyser ; Melet Schloesing Laboratories).

3) Suivi virologique

a) Dans le sang des génisses, pendant les 20 jours post-inoculation

Les virémies ont été mesurées a partir de prélevements sanguins effectués sur EDTA toutes
les 48 heures. La recherche du virus a été effectuée a la fois dans les cellules sanguines et
dans le plasma, par I’utilisation d’une méthode de RT-PCR quantitative en temps reel

‘panpesti’, inspirée des travaux de Hofmann et al., 2006.

Différentes étapes ont été nécessaires a la détection du virus.

Une centrifugation & 2500 tours par minute pendant 20 minutes a d’abord été réalisée afin de

séparer les fractions cellulaire et plasmatique.

L’extraction d’ARN a été effectuée a 1’aide de deux kits différents en fonction de la fraction
sanguine :
- fraction plasmatique : QIA amp Viral RNA mini kit® (Quiagen®)

- fraction cellulaire : RN easy kit® (Quiagen®)

Les amorces ‘Panpesti V-236" (TCAACTCCATGTGCCATGTAC) et ‘BVD 190-F’
(GRAGTCGTCAR TGGTTCGAC) ont été employées pour 1’amplification, ainsi que la
sonde TQ-Pesti (TGCCACGTGGACGAGGGCATGC).

Une gamme de plasmide a prealablement été réalisée de fagon a établir une équivalence entre
le Ct mesuré par PCR et la quantité correspondante de copies d’ARN. Pour cela le plasmide a
été amplifié a partir de la souche Han 81 par les amorces Panpesti V-236 et BVD 190-F, puis
cloné (Kit Topo TA Cloning, Invitrogen®), dosé et dilué de 10 en 10 pour obtenir une gamme
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comprise entre 10° et 10° copies. Enfin le plasmide, linéarisé par I’enzyme de restriction Notl,
a été rétrotranscrit (Kit Riboprobe In Vitro Transcription, Promega®). L’ARN ainsi obtenu a
été dosé et dilué pour obtenir une gamme elle aussi comprise entre 10° et 10° copies.

Les ARN (échantillons et gamme) ont été amplifiés a I’aide du Kit LightCycler RNA Master
HybProbe (Roche®). Le programme d’amplification, effectué sur LightCycler 480 (Roche®),
est le suivant :
e Rétro-transcription : 61°C pendant 20 minutes
e Dénaturation : 95°C pendant 5 minutes
e Amplification : - 95°C pendant 15 secondes
- 60°C pendant 1 minute

L’amplification a été répétée quarante fois.

L’analyse des résultats a été réalisée a 1’aide du logiciel LightCycler 480.

b) Dans les tissus feetaux, apres abattage des génisses
Apres abattage des génisses, les utérus contenant les feetus ont été prélevés, rigoureusement
identifiés, et transportés jusqu’au laboratoire de virologie. La rate, le thymus et le cervelet des

foetus ont alors été prélevés individuellement, ainsi qu’un morceau de caroncule placentaire.

L’extraction des ARN totaux a été effectuée le jour méme (kit RNeasy, Qiagen®) aprés
broyage et homogénéisation, et les prélevements ont immédiatement été placés a -80°C.

La recherche du virus a ensuite été effectuée par la méme méthode de RT-PCR quantitative

détaillée precédemment.
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I11) Résultats

A) Résultats de reproduction

- : . . . Total Total
Nombre de génisses gravides | apres IA1 | aprés IA2 | aprés IA3 -
retenues | écartées
Lot vacciné (n=18) 10 2 1 13 5
Lot non vacciné (n=12) 8 0 1 9 3
Totaux 18 2 2 22 8

Tableau 4 : Bilan des résultats de reproduction

Parmi les 30 génisses initialement comprises dans 1’étude, 22 seront donc retenues a 1’issue de

la premiére étape de reproduction : 13 dans le groupe vaccing, et 9 dans le groupe témoin.

B) Résultats sérologiques
1) Kits ELISA

Tous les animaux du groupe 1 (vacciné) étaient séropositifs aux quatre tests ELISA effectués
a partir d’un mois apres la vaccination, que ce soit en recherche d’anticorps totaux ou en
recherche d’anticorps anti-NS2/3.

Tous les animaux du groupe 2 (témoin) étaient séronégatifs aux tests de recherche d’anticorps
anti-NS2/3 (Kit SERELISA BVD p80 Ab Mono Blocking®, Synbiotics) réalisés a partir d’un
mois apres la vaccination, mais 2 génisses se sont révélées faiblement séropositives en
anticorps totaux (Kit HERDCHECK BVDV Antibody Test®, ldexx), 32 jours avant
I’inoculation. Ces deux animaux ont été confirmés séronégatifs par séroneutralisation a la
méme date, ce qui nous permet d’attribuer ces résultats faiblement positifs a un probable

défaut de specificité du test.
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2) Detection des anticorps neutralisants

Les résultats de la séroconversion sont présentés a la figure 5. Les titres en anticorps

neutralisants obtenus ont été convertis en logs.
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Figure 5 : Evolution de la moyenne des titres en anticorps neutralisants

Quatre semaines apres la vaccination, tous les animaux du groupe 1 avaient des titres élevés
en anticorps neutralisants, avec une moyenne a 7.9 + 0.7 log,EDso. Cette valeur est restée
constante a environ 4 log jusqu’a I’inoculation, suite a laquelle une augmentation d’environ

0.5 log a été observée.

Dans le groupe 2, aucun anticorps n’a été détecté jusqu’a I’épreuve virale. Quatre semaines
apres 1’inoculation, une forte augmentation du titre en anticorps neutralisants a été observée
dans ce groupe non vacciné, jusqu’a atteindre les mémes ordres de grandeur que le groupe
vacciné. Suite a cela, le titre moyen reste Iégerement supérieur pour les animaux vaccinés,
mais on observe une tendance a s’harmoniser au bout de deux mois. Aucune baisse du titre en

anticorps neutralisants n’a été observée au cours de 1’étude.
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On peut également noter la forte homogénéité de la réponse en anticorps neutralisants entre
les individus (écarts types faibles).

C) Suivi des avortements

Deux avortements ont été observés au cours de I’expérimentation :

- 48 jours aprés inoculation (animal n°411)
Il concerne une génisse du groupe témoin. Des écoulements vulvaires hémorragiques ont été
observés, et un avorton a été trouvé au sol. Les analyses virologiques par RT-PCR
quantitative en temps réel sur cet avorton ont mis en évidence la présence de virus BVD dans
la rate en quantité marquée (Tableau 5). Par ailleurs, d’autres causes possibles d’avortement
ont été écartées par la recherche directe de différents agents pathogenes : Chlamydophila
abortus, Coxiella burnetii, Neospora caninum, Leptospira interrogans et Toxoplasma gondii.
Ces analyses ont été effectuées par PCR quantitative (Laboratoire Vétérinaire Départemental

du Tarn et Garonne) et se sont toutes révélées négatives.

- 62 jours aprés inoculation (animal n°4861)

Il concerne une génisse du groupe vacciné. Des écoulements vulvaires séro-hémorragiques en
tres faible quantité ont €t€ notés, mais aucun avorton n’a été retrouvé au sol. Aucune analyse
virologique n’a donc pu étre effectuée dans ce cas-I3, et il est impossible de conclure quant au
role du virus BVD dans cet avortement. Il est méme trés difficile d’affirmer qu’il s’agit d’un
avortement, et non d’écoulements sanguins consécutifs aux chaleurs de I’animal, dont le
diagnostic de gestation aurait été errone. Cette génisse ne pourra donc pas étre prise en
compte dans les résultats de I’étude.

Son statut virémique a toutefois été confirmé négatif par RT-PCR le jour de la découverte des
écoulements. Des analyses sérologiques ont également été effectuées pour écarter des
maladies telles que la fievre Q, la néosporose et la chlamydophilose. Les résultats étaient
négatifs pour les deux premiers, mais cet animal était faiblement positif en anticorps contre la
chlamydophilose le jour de I’avortement, ainsi qu’un mois avant. Ces résultats peuvent étre
expliqués de plusieurs facons. Il peut tout d’abord s’agir d’un probléme de spécificité du test

sérologique utilisé. Ceci serait conforté par le fait que la chlamydophilose ne provoque que de
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trés rares avortements dans 1’espeéce bovine, contrairement aux ovins. On peut aussi attribuer
ces résultats a une réelle implication de Chlamydophila abortus dans 1’éventuel avortement de
cet animal, ce qui confirmerait une absence d’implication du virus BVD. Dans tous les cas il

est impossible de conclure quant a 1’origine de ces écoulements, et la génisse a été écartée de
I’étude.

D) Etude de la réponse clinique
Aucun signe clinique n’a été observé au cours des trois semaines post-inoculation, que ce soit
chez les génisses du lot témoin ou du lot vacciné.
De la méme facon, la moyenne des températures rectales de chacun des deux groupes
expérimentaux n’a pas révélé de différence significative.

E) Résultats hématologiques

Les figures 6 et 7 représentent les résultats des numérations leucocytaires.
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Figure 6 : Evolution du nombre de leucocytes apres infection
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Figure 7 : Evolution du nombre de lymphocytes apres infection

Chez les animaux non vaccinés, on observe une diminution nette des leucocytes totaux entre 2
et 10 jours apres I’infection (Figure 6), principalement caractérisée par une lymphopénie
(Figure 7). A JO (inoculation), le nombre moyen leucocytes était de 10.1 10° / mm?
(extrémes : 6.1 et 15.3) et a atteint son plus bas niveau au jour 4 post-inoculation : 5.9 10°
leucocytes / mm?® (extrémes : 4 et 8.7).

De la méme facon, le nombre moyen de lymphocytes est passé de 5.7 10° / mm? (extrémes :

3.8 et 10.8) le jour de I’inoculation, & 2.8 10 / mm? (extrémes : 2 et 3.6) 4 jours apreés.

A T’opposé, aucune diminution du nombre de leucocytes totaux n’a été observée chez les

animaux vaccinés.

Les différences de moyennes du nombre de leucocytes et de lymphocytes entre le lot témoin
et le lot vacciné sont significatives (anova pour données repétées avec correction de
Bonferroni, dont le seuil de significativit¢ a a été fixé a 0.0001) entre J4 et J8 post-
inoculation.

En revanche, aucune différence significative n’a été observée pour les autres parameétres :

granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et basophiles), monocytes, hématies, plaquettes.
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F) Suivi virologique

1) Dans le sang des génisses

On note tout d’abord une absence de virémie dans le plasma et la fraction cellulaire pour les

génisses préalablement vaccinées avec Mucosiffa®.

Le graphique de la figure 8 représente la moyenne des charges virales mesurées en fonction

du temps, dans le plasma et la fraction cellulaire des animaux du groupe témoin :
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Figure 8 : Evolution de la virémie apres infection

Le virus BVD a été mis en évidence dans le sang des génisses non vaccinées entre le sixieme
et le quatorziéme jour post-inoculation, avec des titres faibles. La plus haute moyenne a été
atteinte au huitiéme jour post-inoculation pour la fraction plasmatique avec 1.5 10° copies par

millilitre de sang (extrémes : 0 et 1.5 10%), et au dixiéme jour pour la fraction cellulaire avec
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7.8 10° copies par millilitre de sang (extrémes : 0 et 5 10°). Individuellement, les résultats de
virémie sont trés variables d’un animal a ’autre. Ainsi pour la fraction cellulaire, cinq
génisses sur huit sont restées positives pendant au moins deux jours, alors que les trois autres
n’étaient que faiblement positives. De la méme fagon pour la fraction plasmatique, une
génisse est restée négative aprés I’inoculation, et seulement deux animaux se sont révélés
clairement positifs. Malgré cette variabilité individuelle, étant donné qu’aucun des animaux
du groupe vacciné n’a présenté de virémie positive, la différence entre les deux groupes est
significative.

Par ailleurs le virus a été détecte a des titres plus élevés dans la fraction cellulaire que dans

fraction plasmatique, mais la différence n’est pas significative (anova).

2) Dans les tissus foetaux

Le jour de I’abattage, les génisses ont été testées négatives en BVDV dans le sang, par RT-

PCR.

A T’issue de 1’abattage, 23 foetus ont été récupérés. Ceci est di au fait que la génisse n°419
(lot vacciné) a donné des triplés (notés 419a, 419b et 419c dans le tableau 5).

Un feetus de 188 jours né de mére non vaccinée était anormal : la longueur atlo-caudale était
de 34 cm, alors que la moyenne pour les autres foetus du méme age était de 45 cm (extrémes :
40 a 53). Il présentait une coloration jaune diffuse, un cedéme sous-cutané, une décoloration

du foie, des reins et de la rate.

Les résultats des virologies (RT-PCR en temps réel) sur les tissus foetaux sont synthétisés
dans le tableau 5. Les organes de tous les foetus issus de méres vaccinées avec Mucosiffa®
sont vironégatifs. En revanche ceux de tous les foetus issus de méres non vaccinées sont
positifs avec des charges virales élevées, dont les moyennes sont de 3.05 10°, 4.60 10* et 1.95
10° copies d’ARN viral par gramme d’ARN total, respectivement dans la rate, le thymus et le
cervelet.

Le virus a également été détecté dans les placentas des meres non vaccinées.
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Lot Feetus (numéros des meéres) Rate Thymus Cervelet
386 NEG NEG NEG
388 NEG NEG NEG
389 NEG NEG NEG
405 NEG NEG NEG
414 NEG NEG NEG
419a NEG NEG NEG
419b NEG NEG NEG
VACCINE | 419c NEG NEG NEG
1215 NEG NEG NEG
5611 NEG NEG NEG
5633 NEG NEG NEG
5639 NEG NEG NEG
6088 NEG NEG NEG
6986 NEG NEG NEG
7703 NEG NEG NEG
393 5.1110° 1.33 10" 1.57 10°
408 2.1110° 2.3410° 8.83 10°
4611 6.20 10° 1.46 10" 3.55 10°
TEMOIN 5613 43510 3.83 10" 6.81 10°
6089 8.70 10° 3.40 10* 5.65 10°
7699 5.2110° 2.32 10 6.52 10°
7700 4.4210° 2.2110° 2.00 10°
411 (Avortement 48 j post-inoc.) 3.1010° n.d. n.d.
Moyenne lot témoin 3.0510° 4.60 10" 1.95 10°

Tableau 5 : Charges virales sur tissus feetaux le jour de I’abattage
(exprimées en nombre de copies d’ARN viral par gramme d’ARN total)
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I'VV) Discussion

Plusieurs points de méthodologie peuvent faire 1’objet d’une discussion, & commencer
par les résultats de la reproduction des génisses. La premiére insémination a donné lieu a 18
fécondations pour 30 animaux concernés, soit 60 % de réussite en premiere IA. Il s’agit d’un
bon résultat, montrant que le choix du protocole de synchronisation était adéquat. En
revanche, les résultats de la troisieme IA aprés mise en place du méme protocole de
synchronisation sont plus médiocres, avec seulement 2 animaux gravides sur 10, soit un taux
de réussite de 20 %. A I’issue des trois séries d’inséminations artificielles, 22 animaux sur 30
étaient gravides, ce qui donne un taux de réussite global de 73.3 %. Il s’agit d’un résultat
moyen, en comparaison avec les autres études menées sur le sujet. On n’accordera pourtant
que peu d’importance a ces taux de réussite chiffrés, le but étant d’atteindre les effectifs
minimums requis dans ce type d’expérimentation, soit 12 animaux dans le groupe vacciné et 7

animaux dans le groupe témoin. L’objectif est donc atteint pour ce qui est des résultats de

reproduction.

Le choix des méthodes de suivi sérologique mérite également d’étre abordé. Le
procédé de référence choisi est la séroneutralisation, méthode quantitative permettant un suivi
du titre en anticorps séroneutralisants tout au long de 1’expérimentation, et autorisant donc
une comparaison entre les différentes étapes de 1’étude. L’intérét de I’utilisation de cette
méthode réside dans le fait que les anticorps neutralisants sont les anticorps protecteurs contre
une infection par le virus BVD, et donc les principaux effecteurs de la réponse humorale.

Il ne faut toutefois pas oublier le réle de la réponse cellulaire, qui n’a pas été ¢tudiée dans ce
travail. En effet, une infection primaire par le BVDV entraine une réponse immunitaire a
médiation cellulaire capable d’éliminer le virus en deux a trois semaines. De plus, les
populations de lymphocytes T, combinées a I’action des anticorps neutralisants, contribuent a
une élimination rapide du BVDV apres exposition secondaire au virus (Silflow et al., 2005).

Le choix d’utiliser en parallele des tests ELISA qualitatifs est basé sur un souci de
simplification et de gain de temps lors de la vérification de la réponse humorale aprés

vaccination, et de la non séroconversion du lot non vacciné jusqu’a I’inoculation.
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Le choix d’abattre les génisses avant le terme de la gestation et de rechercher le virus
sur les tissus feetaux peut aussi faire 1’objet d’une discussion. En effet, 1’observation de la
protection clinique ne peut pas étre effectuée jusqu’a la fin de la gestation. En particulier, la
possibilité d’avoir des avortements dans le lot vacciné ne peut pas étre controlée. Un bon
nombre d’études sur le sujet comprennent un protocole dans lequel les animaux mettent bas
naturellement et les analyses ont lieu sur les veaux nouveau-nés avant prise colostrale. De
plus en plus d’auteurs emploient cependant un protocole avec récupération des feetus avant
terme, soit par abattage des meres (Fairbanks et al., 2004 ; Kovacs et al., 2003 ; Brock et al.,
2001) soit par césarienne (Grooms et al., 2007). Notre objectif est de définir si les produits des
génisses sont infectés permanents ou non. Il faut donc se trouver assez longtemps apres
I’infection. Ainsi dans notre étude, les foetus ont été récoltés 91 jours apres 1’inoculation. De
cette facon, les individus positifs le sont forcément depuis une longue durée, ce qui élimine
une infection transitoire et confirme leur statut IP1.

Ceci n’élimine pas la possibilité d’une infection transitoire par une souche différente de celle
utilisée pour I’épreuve, quelques jours avant 1’abattage des génisses. Pour s’assurer qu’un tel
phénomeéne ne se produise pas, le seul moyen serait d’effectuer un séquengage de la souche
retrouvée dans les tissus feetaux, pour la comparer a la souche d’épreuve. Malgré tout, la mise
en ceuvre de cette étape supplémentaire ne se justifiait pas dans le protocole de notre
expérimentation, étant donné les mesures sanitaires strictes adoptées afin d’éviter toute

contamination exogene.

Plusieurs points permettent de valider le modele expérimental mis en place, ainsi que

les résultats obtenus dans notre étude.

Premic¢rement, la totalité des témoins et de leurs foetus ont été infectés. Ceci est
démontré par plusieurs résultats, que nous allons discuter successivement: présence de
virémie, détection d’une réponse forte en anticorps neutralisants, et obtention de 100 % de

veaux IPI.

La virémie mesurée apres infection chez les genisses du groupe témoin a révélé des charges
virales relativement faibles s’étalant autour de 10° copies d’ARN par millilitre de sang, avec
un pic légérement inférieur & 10*. Ces résultats pourraient étre interprétés par le choix d’une

dose virale inoculée trop faible. L’infection a été effectuée par instillation de 5.10° TCIDsq par
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narine pour chaque génisse, soit 10° TCIDs par animal. L’analyse des autres études menées
sur le sujet montre que les doses utilisées sont en général comprises entre 10* et 10°° TCIDs
(Dean et al., 2003 ; Frey et al., 2002 ; Cortese et al., 1998a ; Zimmer et al., 2002 ; Kovacs et
al., 2003 ; Fairbanks et al., 2004 ; Ficken et al., 2006). La valeur choisie dans notre étude se
situe donc dans la moyenne par rapport aux protocoles couramment utilisés dans ce domaine.
Ces viremies faibles pourraient également étre expliquées par la moindre efficacité des
infections expérimentales par rapport aux infections naturelles a partir de virus sauvages. De
plus les souches virales couramment utilisées pour les inoculations expérimentales sont
beaucoup moins virulentes et n’entrainent que des formes cliniques trés discrétes,
accompagnées de virémies faibles.

La plupart des études sur le sujet révélent des virémies inférieures a 10*°> TCIDso/mL aprés
infection expérimentale (Makoschey et al., 2001 ; Kelling et al., 2007). Ces valeurs mesurées
par le biais de cultures cellulaires ne peuvent étre comparées a nos résultats obtenus par PCR,
mais on peut toutefois affirmer qu’il s’agit 1a aussi de virémies faibles. Les charges virales
sanguines faibles aprés inoculation ne semblent donc pas représenter un point négatif dans
notre ¢tude. Par ailleurs les quantités de virus mesurées ultérieurement dans les tissus foetaux
sont élevées (entre 10* et 10° copies d’ARN viral par gramme d’ARN total), ce qui montre

que la virémie induite a suffi a provoquer un passage viral transplacentaire.

La réponse en anticorps neutralisants aprés infection permet également de valider le modeéle
expérimental : la souche virale utilisée ainsi que les méthodes d’inoculation employées
(instillation intra-nasale) ont induit rapidement des taux d’anticorps neutralisants elevés chez

les animaux non vaccinés (Figure 5).

L’obtention de 100 % de veaux IPI chez les génisses du groupe témoin valide également les
résultats. Ce dernier point n’est pas toujours observé dans les différents travaux menés sur le
sujet. Ainsi, seulement 18 génisses sur les 19 du groupe témoin (soit 95 % environ) ont donné
naissance a des IPI aprés inoculation avec une souche de BVDV de type 2 entre 62 et 104
jours de gestation (Ficken et al., 2006). De la méme facon, seulement 4 des 6 génisses du
groupe témoin ont donné naissance a des veaux IPI aprés inoculation entre 25 et 80 jours de

gestation (Brownlie et al., 1995).
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Deuxiémement, la vaccination a entrainé une protection clinique et feetale. Ceci a été
démontré par plusieurs résultats : présence d’une réponse en anticorps neutralisants aprés
vaccination, absence de virémie apres inoculation chez les génisses vaccinées, et obtention de

100 % de veaux sains non IPI.

La réponse en anticorps neutralisants aprés vaccination est satisfaisante (Figure 5): elle
démontre la capacité du vaccin a induire rapidement des taux ¢élevés (jusqu’a 8 logy),
similaires a ceux obtenus aprés une infection expérimentale. Par ailleurs au méme moment,

aucun anticorps neutralisant n’a été détecté chez les animaux non vaccinés.

L’absence de virémie apres inoculation sur la totalité des animaux du groupe vacciné, valide
également le modele utilisé. Par ailleurs la sensibilité élevée du test de détection utilisé (RT-

PCR quantitative) renforce ces résultats (Hoffmann et al., 2006).

Enfin, I’obtention de 100 % de veaux non IPI chez les génisses vaccinées constitue un
excellent résultat et valide I’objectif initial de démonstration de protection feetale. Ces
données sont renforcées par la grande variabilité des résultats de protection feetale (de 58 a
100 % pour les vaccins vivants atténués) obtenus jusqu’alors dans les différents travaux mis

en place sur le sujet (Cf. Premiére partie, 111/, B/, 3/, b/).

Le caractére vivant du vaccin Mucosiffa® participe beaucoup a I’obtention de tels
résultats. Ces vaccins induisent une réponse rapide et durable en anticorps neutralisants, et
donc une protection plus efficace que les vaccins inactivés. Malgré tout, comme nous 1’avons
décrit précédemment (Premiere partie, I/, B/, 3/, a/), ils possedent des inconveénients,
représentés par des problemes d’innocuité. En particulier, en cas de vaccination pendant la
gestation, ils présentent un risque potentiel d’infection du feetus par réversion de virulence et
passage transplacentaire. Cependant la souche contenue dans le vaccin Mucosiffa® est une
souche cytopathogéne. Or dans 1’état actuel des connaissances, une souche appartenant a ce
biotype n’est pas capable de traverser la barriére placentaire (Tableau 1) ni de diffuser dans
1’organisme apres vaccination.

Ainsi cette spécialité parait remplir les critéres d’innocuité nécessaires. Pourtant 1es risques
liés au caractére vivant de la souche, bien que trés faibles, ont conduit a déconseiller la

vaccination durant les deux premiers tiers de la gestation. Ils ont également mené certains
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auteurs a mettre en place un protocole combinant les deux types de vaccins (Frey et al.,
2002) : primovaccination a I’aide d’un vaccin inactivé (Mucobovin®, Mérial) suivie d’un
rappel avec Mucosiffa®, vaccin vivant atténué. Cette étude a abouti & la naissance de 100 %
de veaux sains chez les génisses vaccinées, et 100 % de veaux IPI dans le groupe témoin, soit
une protection feetale optimale. On combine ainsi 1’innocuité du vaccin inactivé, avec

I’efficacité protectrice du vaccin vivant.

Dans notre étude, la souche vaccinale et la souche d’épreuve n’appartiennent pas au
méme sous-groupe au sein du génotype 1 (respectivement la et 1f). Les résultats exposés
montrent donc efficacité de la protection feetale hétérologue permise par Mucosiffa®, contre

une infection par une souche du méme génotype, mais antigéniquement distincte.

Nous avons vu précédemment que les études en matiere de protection feetale hétérologue
contre une souche de génotype différent sont rares, et les résultats d’efficacité globalement
médiocres (Premiére partie, 11/, B/, 3/, b/, (iii)). Toutefois 1’étude précédemment décrite
combinant Mucosiffa® et Mucobovin® (deux vaccins contenant une souche de génotype 1)
met en évidence une protection foetale compléte contre une inoculation d’épreuve avec un
mélange de BVDV-1 et BVDV-2 (Frey et al., 2002). En association avec un vaccin inactivé,
Iutilisation de Mucosiffa® entraine donc une protection feetale croisée contre une souche de
BVDV de génotype 2.

Qu’en est-il de la protection feetale hétérologue permise par Mucosiffa® seul, contre une
souche de génotype 2 ? Cette question pourrait trouver réponse dans une autre étude,
combinant une vaccination avec Mucosiffa® et une épreuve virulente a 1’aide d’une souche
BVDV de type 2. Plus simplement, on pourrait aussi tester la capacité du sérum d’animaux
vaccinés a neutraliser un virus de type 2. Pour cela, on pourrait envisager d’utiliser le sérum
des génisses vaccinées lors de notre étude, et d’effectuer une séroneutralisation a 1’aide d’une
souche virale de génotype 2.

L’intérét scientifique de ces études parait grand, mais la justification pratique de la mise en
place de tels travaux est discutable dans le contexte européen. En effet, les différentes souches
de virus BVD mises en evidence sur ce continent appartiennent en grande majorité au
génotype 1. Dans la situation épidémiologique actuelle, il ne semble donc pas indispensable

de démontrer I’efficacité de protection feetale hétérologue des vaccins mis sur le marché. La
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situation est différente en Amérique du Nord, ou I’on met en évidence approximativement
autant de souches de génotype 1 que de souches de génotype 2. Le choix de développer des
spécialités vaccinales contenant une souche capable d’apporter une protection feetale
hétérologue parait donc ici beaucoup plus pertinent. A I’heure actuelle, compte tenu de la
diversité¢ des résultats d’efficacité obtenus dans ce domaine, la majorité des travaux sont

menés avec des vaccins contenant a la fois une souche de type 1 et une souche de type 2.

Au final, I’objectif initial de notre travail est atteint : par le biais d’un protocole
expérimental validé, nous avons démontré grace a des résultats sérologiques et virologiques

que la vaccination avec Mucosiffa® entraine une protection foetale compléte.
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CONCLUSION

Ce travail, par I’intermédiaire d’une étude expérimentale validée, montre 1’efficacité
optimale de la protection feetale induite par la vaccination avec Mucosiffa®. Il clét un long
parcours emprunté par la firme qui le commercialise, concurrencée par d’autres laboratoires
ayant déja mis sur le marché des vaccins dont I’AMM contient une indication de protection
foetale. En effet avec Mucosiffa®, Mérial a été un des premiers & sortir un vaccin BVD. Mais
avec 1’étude plus approfondie sur la maladie, et en particulier son épidémiologie, les
exigences en termes de vaccination ont évolué. Ainsi, apres la mise sur le marché des vaccins
Bovilis BVD® et Pregsure®, utilisation du vaccin Mucosiffa® « ancienne génération » avait
progressivement diminué. Dans un contexte trés concurrentiel, cette étude représente donc un
nouveau point d’appui dans la « course » a I’obtention de I’AMM protection feetale, a laquelle

se livrent les principaux laboratoires fabricants de vaccins.

Ces résultats ne doivent pas nous faire oublier I’importance de la mise en ceuvre des
mesures sanitaires dans les protocoles d’éradication du virus BVD. L’élimination des
animaux IPI doit en effet rester une des premieres régles a respecter, en association avec la

vaccination.

Dans le contexte épidémiologique rencontré outre-Atlantique, cette étude, associée aux
nombreux autres travaux publiés ces dernieres années sur la protection feetale vaccinale, ouvre
des perspectives d’expérimentations dont 1’objectif serait de mettre au point un vaccin avec

I’indication de protection feetale hétérologue contre une souche virale de génotype différent.
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