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RESUME. Des syndromes hémorragiques associés a une infection aigué par le virus de la diarrhée virale
bovine (BVDV) sont décrits de plus en plus souvent en Europe et en Amérique du Nord. La reproduction
expérimentale de syndromes hémorragiques a déja été réalisée avec des souches d’origine américaine. Le but
de cette étude était de tester des souches de BVDV isolées a partir de cas sporadiques de syndrome
hémorragique survenus en France et en Belgique. Six souches virales ont été multipliées en culture de cellules
puis inoculées & des veaux indemnes de BVDV. Des tests d’isolement viral, I’ analyse des paramétres sanguins
et 'examen clinique des animaux ont été réalisés tous les deux jours jusqu’au 25¢ jours aprés inoculation. Tous
les veaux inoculés ont séroconverti sans cependant présenter de signes cliniques particuliers.

Ce reésultat pourrait indiquer une virulence moindre des souches testées, par rapport aux souches

hémorragiques de BVDV isolées en Amérique du Nord.

INTRODUCTION

Jusqu’en 1985, le virus de la diar-
rhée virale bovine (BVDV) était clas-
siquement associé a deux entités cli-
_ niques distinctes: la diarrhée virale
bovine (BVD) et la maladie des mu-
queuses (MD), décrites respective-
ment en 1946 (Olafson et al.) et en
1953 (Ramsey et Chivers). En 1989,
Corapi et al. identifient, aux Etats-
Unis, une nouvelle entité clinique
provoquée par ce virus, caractérisée
“par une thrombocytopénie sévére as-
sociée a un syndrome hémorragique.
Peu de temps apres, Pellerin et al.
(1994) décrivent au Canada de sé-
veres épidémies associées au BVDV,
caractérisées elles aussi par un taux
de mortalité qui atteint 30 4 50 %, y

compris chez les bovins adultes. Ces
infections par des souches thrombo-
cytopéniques peuvent conduire a des
pertes économiques trés impor-
tantes; ainsi, au Québec, I'appari-
tion de ces nouvelles souches a coin-
cidé avec une multiplication par 4
des mortalités enregistrées chez les
veaux. Les signes cliniques présentés
par les animaux sont similaires &
ceux observés aprés infection par le
virus de la'peste porcine classique
(Classical Swine Fever Virus,
CSFV) chez le porc, et comprennent
notamment fiévre, anorexie, leuco-
pénie marquée, thrombocytopénie
sévere, anémie et de nombreuses hé-
morragies disséminées. Ces syn-
dromes hémorragiques semblent
d’ailleurs liés a des souches trés par-

ticulieres de BVDV, plus proches par
certaines de leurs caractéristiques
génomiques et antigéniques des
souches de CSFV ou du virus de la
maladie de Border (BDV) que des
souches classiques de BVDV
(Ridpath et al., 1994; Tijssen et al.,
1996). Sur base de leurs caractéris-
tiques génotypiques, ces nouvelles
souches de BVDV dites de type II
sont aujourd’hui classées, au sein du
genre pestivirus, séparément des
souches de BDV, de CSFV et des
souches BYDV classiques de type L.
Le typage rétrospectif de souches de
BVDV conservées dans les collec-
tions de divers laboratoires montre
que des souches de type II circulent
depuis longtemps y compris en
Europe et que toutes les souches de
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type 1I ne sont pas associées a une
hypervirulence.

La reproduction expérimentale de la
maladie fut notamment réalisée aux
Etats-Unis par inoculation de leuco-
cytes sanguins isolés d’un animal en
phase clinique (Corapi et al.,1989)
ou aprés passage du virus en culture
de cellules (Bolin et Ridpath, 1995).
Cette reproduction semble- cepen-
dant difficile méme chez de jeunes
animaux.

Les premiers cas de syndrome hé-
morragique associés au BVDV appa-
raissent en Europe au début des an-
nées 1990, notamment en Belgique
(Broes et al., 1992) puis en France
(Lecomte et al.,, 1996) et de nou-
veaux cas sont régulierement identi-
fiés depuis. Contrairement aux cas
décrits en Amérique du Nord, il
s’agit le plus souvent de cas spora-
diques qui ne semblent pas systéma-
tiquement associés a des souches de
type 1L

Une tentative de reproduction expé-
rimentale du syndrome thrombocy-
topénique lié au virus BVDYV, a partir
de souches de BVDV, isolées en
France et en Belgique, d’animaux
présentant une maladie hémorra-
gique, est décrite dans cet article.

MATERIEL ET METHODES

Souches virales

Culi 1 et Culi 3 : ces deux souches de
BVDV ont été isolées de deux cas
distincts de syndrome hémorragique
(Lecomte et al. 1996).

Culi 4 : a été isolée a partir du ca-
davre d’un veau blanc-bleu belge de
6 semaines, mort 3 jours apres I’ap-
parition de troubles respiratoires.
Lexamen nécropsique mettait en

évidence de nombreuses pétéchies
disséminées au niveau du cceur, de
la muqueuse de la caillette, de la sé-
reuse des rumen, réseau et feuillet,
sur la muquetise intestinale et sur les
reins. Une hémorragie cérébro-spi-
nale avait également été observée.

Culi 6: I'isolement de cette souche fut
réalisé suite a 'autopsie d’un veau
maéle blanc-bleu-belge de 3 mois,
mort quelques heures apres 'appari-
tion de troubles respiratoires. A ’au-
topsie, le cadavre présentait de nom-
breuses pétéchies disséminées au
niveau des muscles, de la caillette, de
Pintestin, de la vessie, de la plévre, du
péritoine et du thymus.

Marloie 01 : a été isolée suite a 'au-
topsie d’un veau de 6 mois, mort su-
bitement aprés avoir présenté du
méléna. Lexamen nécropsique per-
mit de mettre en évidence des lésions
hémorragiques du réseau, de I'en-
semble de l'intestin et de la rate.

L 256: est une souche d’origine
frangaise, isolée a partir de leuco-
cytes d’une génisse de 26 mois pré-
sentant une thrombocytopénie et
une anémie séveres, associées a des
hémorragies gingivales, vulvaires,
conjonctivales et de I'épistaxis. Six
cas similaires avaient été observés
3ans auparavant dans les environs
immédiats de 'exploitation.

Dans tous les cas, la recherche
d’autres agents pathogénes, notam-
ment de Salmonella sp., fut négative.

La recherche de biotype cytopatho-
geéne du BVDV, dans le but d’exclure
du diagnostic une forme atypique de
maladic des muqueuses, réalisée
pour les souches Culi par mise en
culture sur cellules testiculaires bo-
vines s’est révélée négative. Lors de
leur mise en culture, les souches
Marloie 01 et L256 n’ont pas non

plus présenté d’effet cytopathogéne.
Ces souches sont donc de biotype
non-cytopathogéne.

Un génotypage des souches testées a
été réalisé selon la méthode décrite
par Letellier et al. (1999), par RT-
PCR et amplification de fragments
spécifiques. Cette technique montre
que toutes les souches testées appar-
tiennent au génotype L.

Protocole expérimental

Premiére série: Dans un premier
temps, une série d’inoculations fut
réalisée sur-trois veaux de race pie-
noire, dgés de 6 a 8 semaines, néga-
tifs pour un test d’antigéniémie
BVDV et présentant un titre en anti-
corps neutralisant de la souche
NADL, mesuré selon la méthode dé-
crite par Rossi et Kiesel (1971), in-
férieur a 1/40. Les souches Culi 1,
Culi 3 et Marloie 1 furent inoculées
aprés 4 passages en culture de cel-
lules, selon la schéma présenté dans
le tableau 1. Le suivi journalier des
animaux jusqu’au jour 25 compre-
nait I'observation, le prélevement
d’écouvillons naseaux et de sang
pour détermination de la formule
sanguine, la numération des throm-
bocytes et la mise en évidence de
virus.

Seconde série : Lors d’une seconde
série d’inoculations, 8 veaux de race
Holstein danoise, dgés de 6 a 8 se-
maines, négatifs au test d’antigénié-
mie et dépourvus d’anticorps furent
inoculés par groupes de 2 avec les
souches Culi 4, Culi 6 et L256 selon
le schéma présenté dans le tableau 1.
Les animaux furent observés tous les -
jours, alors que les prélevements
étaient réalisés un jour sur deux. Les
paramétres étudiés étaient iden-
tiques a ceux de la premitre série
d’inoculations. En fin d’expérience,
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le veau utilisé comme contrdle a été
inoculé avec la souche Culi 3, selon
la procédure décrite pour Panimal 2
(tableau 1).

Détection des antigénes viraux

La détection des antigénes viraux sur
leucocytes sanguins fut réalisée par le
test de détection de I’antigéne p80
" (Serelisa BVD-MD AG mono indi-

rect, Synbiotics), puis par immuno-

fluorescence indirecte (IFI), selon la
méthode décrite par Boulanger et al.
(1991), aprés isolement viral et am-
plification en culture de cellules. La
détection dans les écouvillons na-
seaux fut réalisée par isolement viral
en culture de cellules et IFI.

Détection des anticorps anti-BVDV

La présence d’anticorps anti-BVDV
dans le sérum des animaux fut testée
par la technique de séroneutralisa-
tion vis-a-vis de la souche NADL.
Les sérums des jours 0 et 25 furent
testés afin de mettre en évidence une
séroconversion éventuelle.

Formule sanguine

Les parameétres hématologiques sui-
vants ont été mesurés : numération
et formule leucocytaires, numération
des hématies, hématocrite et dosage
de ’hémoglobine, numération des
thrombocytes sanguins. Les numé-
rations de cellules ont été effectuées
sur Coulter Counter ZM, la formule
leucocytaire a été effectuée par exa-
men microscopique et la numération
plaquettaire a été réalisée sur appa-
reil Technicon.

RESULTATS

Lors des deux séries, les animaux
ont présenté une légere diarrhée
transitoire dans les jours qui ont
suivi 'inoculation. Seul I’animal 2 a
présenté des troubles respiratoires
aboutissant a sa mort, au jour 11.
Lautopsie a révélé des lésions de
pneumonie sévére avec présence de
Pasteurella sp.

Tous les animaux ont conservé des
parameétres sanguins dans les limites
de la normalité, excepté 'animal 2
qui présentait une leucocytose im-
portante, du jour O jusqu’a sa mort.
Cette analyse montre que ’animal 2
était déja malade avant I'inoculation.

La détection des antigénes viraux
tant sur les écouvillons nasaux que
sur les prélevements sanguins sont
restés négatifs durant toute la durée
des manipulations. Tous les animaux
inoculés ont cependant séro-con-
verti, comme le montrent les résul-
tats des tests de séro-neutralisation
présentés dans le tableau 2.

sentant des 1ésions caractéristiques
de syndrome hémorragique. Lino-
culation de ces souches a des veaux
sains n’a, dans aucun des cas, per-
mis de reproduire le syndrome.

Les souches utilisées dans notre ex-
périence différent des souches nord
américaines impliquées dans les syn-

En fin d’expérience, la souche Culi 3
a été inoculée a ’'animal témoin de la
deuxiéme série, selon la méme pro-
cédure que pour 'animal 2. Lanimal
n’a pas présenté de signes cliniques
particuliers ni de variations patholo-
giques de ses parametres sanguins.

DISCUSSION

La transmission expérimentale de
syndromes hémorragiques associés a
des souches thrombocytopéniques
de BVDV a été réalisée par plusieurs
équipes nord américaines, soit par
injection de leucocytes sanguins iso-
l1és d’animaux en phase aigué de la
maladie (Corapi et al., 1989) soit au
départ de virus isolé et multiplié en
culture de cellules (Bolin et Ridpath,
1995). Tous les auteurs insistent sur
la difficulté & reproduire expérimen-
talement la maladie, méme sur de
jeunes animaux. Une maladie throm-
bocytopénique, aboutissant éven-
tuellement a la mort de I'animal était
observée dans 50 a 80 % des cas.

Dans nos expériences, toutes les
souches testées avaient été isolées
récemment a partir d’animaux pré-

dromes hémorragiques avérés par 2
caractéristiques importantes. D’une
part Panalyse de leur région 5’ non
codantes montre que nos souches
appartiennent toutes au génotype
BVDV I, comme les souches clas-
siques du virus. D’autre part ils ont
toujours été isolés a partir de cas
sporadiques de syndrome hémorra-
gique, alors que les cas nord améri-
cains l'ont été a I'occasion d’impor-
tantes épidémies.

Il est donc possible que nos souches
n’aient pas les mémes caractéris-
tiques de virulence que les souches
américaines testées par Corapi et
al.(1989) ou Bolin et Ridpath
(1994). Peut-étre méme ont-elles été
isolées fortuitement d’animaux at-
teints d’un purpura hémorragique,
lié a une autre condition. Lhypo-
thése de cas de maladies des mu-
queuses atypiques n’a, quant a elle,
pas été retenue : la présence d’une
souche cytopathogéne n’ayant ja-
mais été démontrée.

Bien que la littérature ne le décrive
pas, il n’est pas impossible que des
animaux infectés persistants et im-
munotolérants a I’égard du BVDV
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présentent une sensibilité particuliere
a des agents nosogenes induisant des
pathologies de type purpura. Cette
hypothése expliquerait I'isolement du
virus chez des animaux atteints de
syndrome hémorragique et I'impossi-
bilité de reproduire la maladie par
inoculation du virus a des animaux
sains. Elle expliquerait également
pourquoi la maladie revét en France
et en Belgique une allure essentielle-
ment sporadique.

Quelle que soit la raison de cette dif-
ficulté a reproduire la maladie, il n’en
demeure pas moins que des pertes
économiques considérables y sont
associées, notamment en Amérique
du Nord et qu’il est indispensable de
s’en prémunir. Il est donc nécessaire
de poursuivre les recherches sur les
cas de syndrome hémorragique asso-
ciés au BVDV et de viser au dévelop-
pement éventuel de vaccins confé-
rant une immunité protectrice contre
les souches impliquées.
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SUMMARY

Experimental infection of calves
with bovine viral diarrhea virus
strains isolated from haemor-
ragic syndromes

Acute bovine viral diarrhea virus
(BVDYV) infection associated with
thrombocytopenia and hemorrhages
is observed with increased frequency
in Europe and North America.
Experimental reproduction of he-
morrhagic syndromes has been pre-
viously performed by others with
American strains. The purpose of
this study was to test BVDV strains
isolated from sporadic cases of he-
morrhagic syndrome, in Belgium
and France. Six viral isolates were
grown on cell cultures and culture

supernatants were inoculated to
young BVDV-free calves. Viral isola-
tion tests, blood parameters analysis
and clinical signs recording were
performed every other day, for
25 days after inoculation.

For all BVDYV strains, calves sero-
converted but clinical signs of di-
sease were almost absent. This unex-
pected result could indicate a lower
virulence of strains tested in this
study as compared to American he-
morrhagic strains of BVDV.
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