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RESUME

Vingt-huit veaux males, de race Blanc-Bleu Belge,
maintenus en station de sélection, ont été vaccinés
selon les prescriptions de la firme, a I'aide de souches
vaccinales du Bovine herpesvirus 1 (BHV 1 ; virus
IBR) : la souche ts RLB 106 (Trachérhine®, Smith-
Kline, RIT) ou la souche IBR-IPV (Bayer). Ces bovins
ont subi une seconde vaccination un mois plus tard,
soit avec la méme souche vaccinale, soit avec une
souche différente de celle ayant servi a la premiére
vaccination.

L'excrétion du virus vaccinal a été étudiée dans
les differents cas : elle est faible et elle n'a pas pu
étre mise en évidence chez les veaux revaccinés a
I'aide d’une souche différente de celle utilisée pour
vacciner la premiére fois. L'état immunitaire des ani-
maux a été suivi par séroneutralisation. Un grand
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nombre d’animaux (10 sur 28) n'ont pas présenté de
séroconversion aprés vaccination et revaccination.

Des prises réguliéres d’écouvillons nasaux jusqu’au
9° mois aprés la vaccination n’ont pas permis de
mettre en évidence une réexcrétion spontanée de
virus vaccinal. Trois mois aprés la seconde vaccina-
tion, un seul bovin possédait encore des anticorps
neutralisant le BHV 1. Ensuite, jusqu’au 9¢ mois aprés
la premiére vaccination, toutes les séroneutralisations
sont restées négatives.

INTRODUCTION

La vaccination a ’aide de souches atté-
nuées du Bovine herpesvirus 1 (BHV 1 ;
virus IBR) est une mesure prophylacti-
que efficace dans la lutte contre la rhino-
trachéite infecticuse bovine. Chez des
bovins vaccinés, subissant une infection
expérimentale par une souche sauvage,
la vaccination prévient I’apparition de
la maladie clinique ; cependant, elle n’em-
péche pas l’excrétion du virus sauvage
(Zygraich et al., 1974 ; Nettleton et
Sharp, 1980 ; Pastoret et al., 1980 ; Fre-
richs et al., 1982 ; Lucas et al., 1982).

L’injection de dexaméthasone a un
bovin vacciné a I’aide d’une souche atté-
nuée de BHV 1 provoque la réactivation
et la réexcrétion du virus vaccinal : celui-
ci se maintient donc a I’état latent chez
le bovin. De plus, la vaccination par une
souche atténuée ne prévient pas I'instal-
lation a I’état latent d’une souche sauva-
ge chez le bovin vacciné (Nettleton et
Sharp, 1980 ; Pastoret et al., 1982).

L’excrétion des souches vaccinales de
BHV 1, et principalement de la souche
thermosensible ts RLB 106, a déja été
étudiée de manicre expérimentale (Zy-
graich et al., 1974 ; Nettleton et Sharp,
1980 ; Frerichs et al., 1982), mais dans

les conditions de la pratique, peu de
résultats sont disponibles (Straub, 1977 ;
Lucas et al., 1982).

Cet article décrit I'excréticn de deux
souches vaccinales de BHV 1 chez des
veaux maintenus en station de sélection :
la souche ts RLB 106 thermosensible,
dont la température optimale de multi-
plication est 35 °C et la température res-
trictive, 40 °C, et la souche IBR-IPV de
Bayer, atténuée de maniére convention-
nelle, qui se multiplie a 35, 37 et 40 °C.

Il étudie aussi la réexcrétion spontanée
du virus vaccinal durant 9 mois aprés la
vaccination. L’état immunitaire des ani-
maux est évalué par le titrage des anti-
corps neutralisant le BHV 1.

MATERIEL ET METHODES

Souches virales et vaccination

La souche thermosensible (ts RLB 106 ;
Trachérhine®, Smith-Kline, RIT) (Zygraich
et al.,, 1974) et la souche vaccinale IBR-
IPV (Bayer) ont servi a vacciner les animaux.
Les bovins, agés de 3 mois, ont été vaccinés
par voie intranasale selon les prescriptions
de la firme. Le jour de la vaccination est
considéré comme jour 0. Les veaux ont été
revaccinés au jour 27, selon le protocole
suivant :
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Veaux n° Jour 0 Jour 27
Groupe 1 . 1a 7 Trachérhine IBR-IPV
Groupe 2 . 8 al4 Trachérhine Trachérhine
Groupe 3 . 15 a 21 IBR-IPV Trachérhine
Groupe 4 . 22 a4 28 IBR-IPV IBR-IPV
La souche internationale de réfirence et al., 1981), dans des microplaques de 96

IBR/Los Angeles (IBR/LA) est utilis¢e pour
la séroneutralisaton.

Animaux

Vingt-huit veaux males, de race Blanc-
Bleu Belge, agis de 3 mois au début de
I'expérience, sont utilisés. Au jour O, ils
n'excrétent pas le BHV 1 (tests utilisés :
infection de culture cellulaire par les écou-
villons nasaux ; immunofluorescence directe
sur culture infectie). Au jour 0, les veaux
12, 14 et 24 possédent des anticorps neutra-
lisant le BHV 1 (titres : 2 ou < 2). Le veau
14 est mort le jour 7 et a été remplacé, sous
le méme numéro, par un veau vacciné de la
méme maniére, mais dont I'état immuni-
taire initial et le taux d’excrétion de virus
vaccinal sont inconnus. Le veau 19 est éga-
lement mort en cours d’expérience et n’a
pas été remplacé.

Prélévements

Les veaux ont subi des écouvillonnages
nasaux aux jours O (jour de la vaccination),
1, 4, 7, 27 (jour de la seconde vaccination),
28, 31 et 34. Des prélévements nasaux ont
été régulierement effectués aux jours 77,
112, 167, 216 et 244. Les écouvillons sont
maintenus a 4 °C et leur infectivité mesurée
le lendemain des prélevements, par titrage
des particules infectieuses. Du sérum est
prélevé aux jours 0, 27, 77, 112, 167, 216
et 244, Aucun prélévement n’a pu étre réa-
lisé au jour 244 sur les bovins 15 4 18 et
21.

Titrage des particules infectieuses

Les particules infectieuses de BHV 1 sont
titrées par une méthode d’obtention de pla-
ges sous antisérum. Les cellules GBK (Geor-
gia Bovine Kidhey) confluentes sont entre-
tenues comme précédemment décrit (Thiry

puits. Chaque puits est inoculé¢ avec 50 pl
d’une dilution de raison 10 de la suspension
virale a tester. Aprés une heure d’adsorp-
tion, les cellules sont recouvertes de MEM
dépourvu de sérum de veau foetal, contenant
5 % dun sérum bovin (titre en anticorps
neutralisant le BHV 1 : 4). Les titrages sont
réalisés en double et chaque échantillon est
titré en parallele a 35 et 409C. Aprés 3
jours, les cellules sont fixées et colorées par
une solution hydro-alcoolique de Cristal
Violet. Les plages cont dénombrées au
microscope inversé.

Séroneutralisation

Les séroneutralisations sont réalisées par
microméthode sur cellules GBK, selon la
technique de Jenny et Wessman (1973). Le
titre en anticorps neutralisant le BHV 1
représente la plus grande dilution d’ordre 2
du sérum testé neutralisant 50 % de I'effet
cytopathogéne induit par 100 unités formant
plages (ufp) de la souche IBR/LA. Un ani-
mal est considéré positif en séroneutralisa-
tion dés qu'une réduction importante de
Peffet cytopathogéne est dicelée a la dilu-
tion la plus faible (< 2).

Les séroneutralisations ont été pratiquées
en deux fois: la premiere comportait les
sérums prélevés aux jours 0, 27 et 77 ; Ia

seconde, les sérums prélevés aux jours 112,
167, 216 et 244,

RESULTATS

Excrétion virale

Les taux moyens d’excrétion virale des
deux souches vaccinales de BHV | sont
présentés dans la figure 1. Chez 4 veaux
sur 14 vaccinés a l'aide de la souche
IBR-IPV, aucune excrétion n’est décelée.
Un seul de ces veaux (n° 24) possédait
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Fig. 1. — Evolution de I'excrétion des souches vaccinales de BHV 1 et du nombre d’animaux pré-

sentant une excrétion, aprés la premiére vaccination ; les moyennes sont exprimées par rapport au
nombre d’animaux qui excrétent.

Fig. 1la. — Aprés vaccination a l’aide de la sou-
che ts RLB 106 (1 veau sur 14 n’a jamais
montré d’excrétion virale).

au jour 0 des anticorps neutralisant le
BHV 1 (titre : 2). Parmi les 14 veaux
vaccinés a l'aide de la souche ts RLB
106, un seul (n° 14) n’a pas montré
d’excrétion virale décelable : il possédait
des anticorps neutralisants spécifiques
(titre : 2) et est mort le jour 7 des con-
séquences d’une hernie abdominale.

Les veaux revaccinés par une souche

différente de celle ayant servi a vacciner
la premi¢re fois n’ont présenté aucune

Fig. 1b. — Aprés vaccination 3 laide de la
souche IBR-IPV (4 veaux sur 14 n’ont jamais
montré d’excrétion virale).

T: vaccin Trachérhine® (souche ts RLB 106).
B : vaccin IBR-IPV de Bayer.

excrétion virale décelable. Parmi les
veaux vaccinés une seconde fois avec la
souche ts RLB 106, aucune excrétion
n’est détectée chez 4 animaux sur 7. Dans
le deuxieme groupe, vacciné deux fois
avec la souche IBR-IPV, 3 bovins sur 7
n‘ont pas montré d’excrétion virale.
L’excrétion virale a été, dans ce cas, posi-
tive seulement a 35°C, bien que ces
animaux aient recu uniquement la sou-
che IBR-IPV. La figure 2 expose les
résultats obtenus aprés revaccination.
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Fig. 2. — Evolution de l'excrétion des souches vaccinales de BHV 1 et du nombre de veaux chez

qui Pexcrétion est décelée aprés la seconde vaccination ; les moyennes sont exprimées par rapport
au nombre de veaux qui excrétent.

Fig. 2a. — Veaux vaccinés a I'aide de la sou-
che ts RLB 106 aux jours 0 et 27 (4 veaux
sur 7 n’ont pas présenté d’excrétion virale).

Fig. 2b. — Veaux vaccinés a l'aide de la sou-
che IBR-IPV aux jours 0 et 27 (3 veaux sur 7
n’ont pas montré d’excrétion virale).

Les animaux vaccinés a l'aide d’'une autre souche que celle utilisée pour la premiére vaccination
n’ont pas montré d’excrétion virale.

T : vaccin Trachérhine® (souche ts RLB 106).

Aucune excrétion virale n’a été mise
en évidence chez les différents bovins
testés, lors du titrage des particules infec-
tieuses contenues dans les écouvillons
prélevés aux jours 77, 112, 167, 216 et
244,

Séroneutralisation

La figure 3 donne, pour chaque grou-
pe de bovins, et en fonction du temps, le

B : vaccin IBR-IPV de Bayer.

nombre d’animaux possédant des anti-
corps neutralisant le BHV 1. Parmi ces
bovins, 10 sur 28 n’ont jamais montré
de séroconversion: 1 dans le groupe 1 ;
3 dans le groupe 2 ; 4 dans le groupe 3 ;
2 dans le groupe 4. Les titres en anti-
corps neutralisants étaient faibles: de
< 2 a 4, selon I’'animal, avec un seul
titre égal a 8 (veau n° 20). Au jour 112,
soit 4 mois apres la premiére vaccination
et 3 mois aprés la seconde, un seul veau
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Fig. 3. — Evolution du nombre d'animaux qui possédent des anticorps neutralisant le BHV 1

(titres de < 2 a 8); 10 veaux sur 28 n’ont jamais présenté de séroconversion.
T : vaccin Trachérhine® (souche ts RLB 106). B: vaccin IBR-IPV de Bayer.



possédait encore des anticorps neutrali-
sant le BHV 1 (titre : 4) (fig. 3). Ensuite,
jusqu’au 9¢ mois apres la premiére vacci-
nation, toutes les séroneutralisations ont
été négatives.

DISCUSSION

Peu de bovins ont présenté une séro-
conversion envers le BHV 1 aprés vacci-
nation par la souche ts RLB 106 ou la
souche IBR-IPV (fig. 3). Ce nombre a
augmenté apres la deuxiéme vaccination
(fig. 3), mais les titres en anticorps neu-
tralisants sont restés peu élevés (titres :
< 2 a 4). Ces résultats concordent avec
ceux décrits précédemment (Zygraich er
al., 1974 ; Nettleton et Sharp, 1980 ;
Lucas et al., 1982).

Trois mois aprés la seconde vaccina-
tion, un seul bovin possédait encore des
anticorps neutralisants ; ensuite, jusqu’au
9¢ mois aprés la premiére vaccination,
toutes les séroneutralisations sont restées
négatives (fig. 3). Des bovins vaccinés a
'aide d’une de ces deux souches vaccina-
les ne peuvent donc plus étre repérés par
une méthode sérologique comme la séro-
neutralisation, trois & cinq mois aprés la
vaccination. Ce résultat a d’importantes
conséquences €pidémiologiques, puisque
ces bovins sont susceptibles d’étre por-
teurs latents du virus vaccinal (Pastoret
et al., 1983), sans étre repérés par ce
test sérologique.

Malgré cette faible réponse en séro-
neutralisation, la vaccination par une sou-
che atténuée confére une protection effi-
cace aux bovins infectés par une souche
sauvage de BHV 1 : les signes cliniques
sont prévenus et 'excrétion de la souche
sauvage est diminuée (Straub er al.,
1973 ; Zygraich et al., 1974 ; Straub,
1977 ; Nettleton et Sharp, 1980 ; Fre-
richs et al., 1982 ; Zuffa et al., 1982).
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Puisque les taux d’anticorps neutrali-
sants sont faibles ou inexistants aprés
vaccination et revaccination, d’autres
mécanismes immunitaires doivent étre
impliqués dans la réponse développée
par le bovin vacciné lorsqu’il est infecté
par une souche sauvage. L’efficacité¢ de
cette défense dépend du contrdle de la
propagation du BHV 1 de cellule a cel-
lule, par les ponts intercellulaires : 1’im-
munité a médiation cellulaire joue ici un
role prépondérant. Gerber et al. (1978)
montrent en effet que la vaccination,
intranasale ou intramusculaire, a I'aide
de souches de BHV 1 thermosensible ou
atténuée de maniére conventionnelle, sti-
mule I'immunité & médiation cellulaire
spécifique. La vaccination intranasale
induit une meilleure protection lo-
cale, a la fois humorale et cellu-
laire. D’ailleurs, McKercher et Grenshaw
(1971) constatent que les bovins vaccinés
par voie intranasale présentent, aprés
infection par une souche sauvage, des
signes respiratoires antérieurs moins pro-
noncés que ceux vaccinés par voie intra-
musculaire.

L’excrétion des deux souches vaccina-
les est faible et n’a pas été mise en évi-
dence chez certains animaux (fig. 1).
Lorsque des veaux ont été revaccinés par
la souche utilisée pour la premiére vacci-
nation, l'excrétion virale a été décelée
chez plusieurs animaux ; par contre, aprés
une seconde vaccination par une souche
différente de celle ayant servi i la pre-
micre vaccination, aucune excrétion de
virus vaccinal n’a été mise en évidence.
Ce résultat doit étre confirmé, car il pour-
rait représenter simplement un cas parti-
culier de Ia situation qui prévaut aprés
la seconde vaccination : la réduction du
nombre d’animaux qui excrétent le virus
vaccinal.
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Les prélévements pratiqués jusqu’au
9¢ mois aprés la vaccination n’ont pas
permis de détecter d’excrétion de virus
vaccinal. Pourtant, la revaccination n’a
pas hyperimmunisé les animaux ; en effet,
sauf une exception, aucun animal ne pos-
sédait d’anticorps neutralisant le BHV 1
du jour 112 au jour 244. L’immunité
humorale n’a donc pas pu contrdler un
éventuel acces de réactivation virale. De
plus, si un acces de réactivation virale
était survenu chez un bovin en dehors
des prélevements réalisés, il aurait été
décelé par la présence d’anticorps neutra-
lisants induite par la réponse anamnesti-
que que doit provoquer un premier acces
(Pastoret et al., 1979).

Dans nos conditions, le virus vaccinal
est donc a tout le moins peu réexcrété.
Selon les quelques cas rapportés, la ré-
excrétion nasale spontanée de BHV 1 est
un événement rare (Snowdon, 1965 ;
Bitsch, 1973). La réexcrétion spontanée
au niveau génital de souches IPV est
mieux détaillée : elle se produit régulié-
rement dans les deux sexes, méme plus
d’un an apres 'infection (Snowdon, 1965;
Bitsch, 1973 ; Kohler et Kubin, 1972).
Les conditions d’élevage jouent certaine-
ment un grand réle dans la fréquence
des réexcrétions spontanées : des circons-
tances défavorables telles que transport,
manipulations excessives, hygiéne défi-
ciente, ou des traitements aux cortisoni-
ques (Wellemans et al., 1976) sont autant
d’occasions de réactivation et de réexcré-
tion virales. Lorsqu’elles sont absentes
ou réduites au minimum, le BHV 1,

qu'il s’agisse d’une souche sauvage ou
vaccinale, n’a pas la possibilité d’étre
réactivé.

Chez des bovins en bonne santé, main-
tenus dans une méme exploitation, sans
introduction d’animaux étrangers, les
conséquences épidémiologiques de la ré-
excrétion spontanée de ces souches vacci-
nales sont donc restreintes : leur dissé-
mination est pratiquement réduite aux
jours qui suivent la vaccination et il
n’existe que peu de chances d’excrétion
de virus mutants, éventuellement patho-
génes, obtenus de souches vaccinales, ou
de virus formés par recombinaison entre
une souche pathogéne et une souche vac-
cinale.
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Studies on excretion and spontaneous reexcretion
of infectious bovine rhinotracheitis virus

(Bovine herpesvirus 1)

by healthy calves kept in selection station

Twenty-eight Belgian Blue bull calves, kept in selec-
tion station, were vaccinated in accordance with the
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manufacturer’s instructions, by the use of Bovine
herpesvirus 1 (BHV 1) vaccine strains: ts RLB 106
strain (Tracherine®, Smith-Kline, RIT) or IBR-IPV strain
(Bayer). Cattle were vaccinated again one month later
either with the same strain or with the other strain
than that used for the primary vaccination.

In the different cases, the number of calves excreting
vaccine virus was reduced ; even more, it was null
in cattle vaccinated at the second time with a strain
different from the previous one used for the primary
vaccination. The immune status was estimated by
seroneutralization. A large number of calves (10 out
of 28) did not show any neutralizing antibody against
BHV 1 after the two vaccinations.

Nasal swabs were regularly taken till 8 months
after vaccination : spontaneous reexcretion of vacci-
ne virus was never demonstrated. Three months after
the second vaccination, only one calf still presented
neutralizing antibodies against BHV 1; no positive
neutralization was observed after.



