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INTRODUCTION

Le virus BVD-MD, responsable de
la diarrhée virale bovine (Bovine Vi-
ral Diarrhoea, BVD) et de la mala-
die des muqueuses (Mucosal Di-
sease, MD) est tres répandu en Eu-
rope et en Amérique du Nord, oi1 36
a 88 % des bovins possédent des
anticorps spécifiques de ce virus
(PASTORET et al., 1986). '

Le virus BVD-MD peut se trans-
mettre horizontalement ou de fagon
épigénétique (transplacentaire). Au
sein d’un rassemblement de tauril-
lons a Pengrais, le seul mode de
transmission possible est évidem-
ment horizontal: le virus pénétre au
niveau de I'appareil respiratoire, de
I'appareil digestif ou de la conjonc-
tive. La maladie aigué qui suit la
primo-infection d’un animal sen-
sible se traduit par une période d’in-

cubation de 5 a 7 jours suivie d’une

hyperthermie transitoire (DUFFEL
et HARKNESS, 1985) et d’une vi-
rémie; le virus va ensuite coloniser
les organes-cibles, tels que la mu-
queuse digestive. Chez la majorité
des individus, I'infection.est subcli-
nique, mais I'immunodépression
transitoire qui en découle pourrait
potentialiser 'action d’autres agents
pathogénes (PASTORET - et al,
1986). ‘

La faculté d’établir des infections
persistantes (par passage transpla-
centaire) cst une propriété impor-
tante des pestivirus. La prévalence
des animaux infectés de maniére
persistante est relativement faible
(BOLIN et al, 1985; PETERS et al,
1987, WAXWEILER et al, 1989).
Ces animaux peuvent rester en
bonne santé apparente pendant plu-
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ARTICLES ORIGINAUX

RESUME

Des prises de sang ont été régulie-
rement effectuées pendant cing
ans chez les taurillons du centre de
sélection bovine de Ciney, afin d’y
détecter les animaux infectés de
maniere persistante par le virus de
la diarrhée virale bovine (BVD).

La prévalence des animaux in-
fectés de maniére persistante était
comparable a celle généralement

observée dans les populations bo-
vines, et était similaire chaque an-
née. »

Certains prélévements ont été ana-
lysés par isolement viral en culture
de cellules, la méthode de réfé-
rence, et par ELISA sandwich; les
résultats obtenus par les deux
types de tests concordaient parfai-
tement.

sieurs années (BROWNLIE et al,
1987; CORIA et Mc CLURKIN,
1978) et jouent un role essentiel
dans I’épidémiologie de la maladie.
Ils représentent en effet une source
permanente de virus pour leurs
contemporains et leur présence au
sein des troupeaux peut entrainer
des pertes financieres considérables
(HARKNESS, 1987). Clest pour-
quoi des directives ont été édictées
par le journal officiel des Commu-
nautés Européennes, fixant les exi-
gences de police sanitaire appli-
cables aux échanges intracommu-
nautaires et aux importations de
sperme congelé d’animaux de Ies-
péce bovine (PASTORET et al,
1989). Ces directives comportent
des implications qui touchent direc-
tement le centre de sélection bovine
de Ciney et les centres d’insémina-
tion qui en dépendent. Elles concer-
nent, entre autres maladies, I'infec-
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tion par le virus BVD-MD, pour la-
quelle aucune mesure n’était encore
prise: les animaux infectés de ma-
niére persistante devront étre abat-
tus, ou retournés a I'éleveur aprés
castration.

Depuis 1987, tous les taurillons du
centre de sélection bovine de Ciney
sont soumis a un test de détection
du virus BVD dans les leucocytes
sanguins, afin d’identifier les ani-
maux infectés de manicre persis-
tante. Par ailleurs, la circulation de
souches non cytopathogénes du vi-
rus BVD parmi ces animaux a déja
été observée au cours des années
1987, 1988 et 1989 (WAXWEILER
et al., 1989).

La méthode classique de détection
des animaux infectés de manicre
persistante consiste dans I'amplifi-
cation en culture de cellules du virus
présent dans les leucocytes des ani-
maux, suivie d’un test d’immuno-
fluorescence indirecte. Cette tech-
nique étant longue et coiiteuse, un
test immunoenzymatique (ELISA
sandwich) a été mis au point par MI-
GNON et al. (1991). La détection du
virus BVD en culture de cellules re-
présente cependant la méthode Ié-
gale établie en accord avec les direc-
tives de la Commission des Commu-
nautés Européennes, elle est donc
systématiquement employée pour
I’identification des animaux infectés
de maniére persistante par le virus
BVD. Par ailleurs, elle constitue la
méthode de référence a laquelle se
trouve confronté 'ELISA, dont la
sensibilité et la spécificité sont ac-
tuellement évaluées sur un grand
nombre d’échantillons; aprés vali-
dation, ’ELISA pourrait donc rem-
placer la détection virale en culture
de cellules pour le dépistage des
animaux infectés de maniére persis-
tante par le virus BVD.

Certains prélévements de sang ef-
fectués au cours de I'année 1991 ont
été analysés par la méthode de ré-
férence et par ELISA; les résultats
obtenus par ces deux techniques ont
" été comparés. D’autre part, le bilan
de cinq années de détection du virus
BVD parmi les lots de taurillons du
centre de sélection bovine de Ciney
sera présenté dans cet article.
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MATERIEL ET METHODES ~
Animaux

Le centre de sélection bovine de Ciney
héberge des taurillons soumis au test de
performances avant d’étre classés; ces
animaux appartiennent en majorité a la
race Blanc Bleu Belge et sont de prove-
nances diverses.

Les taurillons arrivent au centre a I'age
de 4 mois, mais la premitre prise de
sang n’est réalisée chez ces animaux
qu’a partir de I’dge de 6 mois. Ils ne su-
bissent au centre aucune vaccination

contre le virus BVD, mais peuvent avoir

été vaccinés 2 la ferme d’origine.

En 1987, 100 taurillons et, en 1988, 277
animaux ont subi 2 prises de sang a un
mois d’intervalle. En 1989, dés prises de
sang ont été effectuées chez 331 tau-
reaux; en 1990, chez 296 animaux et, en
1991, chez 200 animaux; seuls les ani-
maux positifs lors du premier préléve-
ment ont subi un deuxi¢me test de dé-
tection.

Prélevements

Les prélevements ont été réalisés sous
héparine-lithium. Tous les échantillons
ont été testés par immunofluorescence
indirecte; le sang a été centrifugé 30 min
4900 g et le «buffy coat» (zone de sépa-
ration entre le plasma et les érythro-
cytes) a été prélevé et congelé a —
80 °C. Certains prélevements effectués
en 1991 ont également été testés par
ELISA; 1 ml de sang a alors été addi-
tionné de 10 ul de NP40, incubé 10 min
3 température ambiante (T.A.), centri-
fugé 5 min & 10000 g, pour conserver le
surnageant comme antigéne 3 — 80 °C.

Anticorps

Des anticorps monoclonaux produits
contre la souchec NY-1 non cytopatho-
géne du virus BVD (anticorps NY-6, 8,
9, 10, 15) ct contre la souchc OSLOSS
cytopathogéne (OSc-22, 23 ct 25) ont ¢1¢
utilisés. Les anticorps NY-9 ct NY-10
reconnaissent la glycoprotéine de 53kd,
tandis que les anticorps NY-6, 8 ct 15
sont spéciliques de la glycoprotéine de
48kd; lcs anticorps produits contre la
souche. OSLOSS cytopathogene préci-
pitent la protéine de 80kd et son précur-
scur de 120kd (BOULANGER ¢t «l,
1991).

Les anticorps monoclonaux ont ¢té€ pro-
duits in vivo et in vitro. Le liquide d’as-
cite obtenu A partir des anticorps NY-6,

8, 15 et OSc-22, 23 a €té concentré par
précipitation au sulfate ammonique a
saturation et purifié par chromatogra-

phie d’affinité sur colonne de Protéine-.

A sépharose (Pharmacia). Les anticorps
purifiés ont ensuite été couplés i la bio-
tine (Calbiochem) selon la méthode de
O’SHANNESSY (1990) et utilisés
comme réactifs pour PELISA.

Analyses effectuées

Détection du virus BVD dans le
«buffy coat» par isolement viral
en culture de cellules

La détection du virus BVD dans le sang
de tous les animaux.a été réalisée par
isolement viral en culture de cellules, se-
lon une procédure empruntée a NETT-
LETON et collaborateurs (1985) et mo-
difiée par WAXWEILER et al. (1989).

Brigvement, des cellules MDBK (Madin
Darby Bovine Kidney, fournies par
FATCC) confluentes en plaques de 24
cupules ont été infectées a l'aide du
«buffy coat» des animaux. Les plaques
ont été incubées pendant une semaine 2
37°C-5 % CO,-100 % HR, puis soumises
4 un cycle de congélation-décongélation.
Le surnageant issu de ces plaques a en-
suite été inoculé a des cellules MDBK
confluentes en microplaques de 96
cupules. Aprés 3 jours d’incubation, les
microplaques ont été fixées a P'acétone
95 %-5 %H,0. Un test d’immunofluo-
rescence indirecte a alors été réalisé a

‘Paide d’'un mélange d’anticorps mono-

clonaux (surnageant d’hybridomes) di-
rigés contre les protéines de 48kd (NY-6
et 8), 53kd (NY-9 et 10) et 80/120kd
(OSc-25) du virus BVD, suivi d’un sé-
rum de lapin anti-immunoglobulines de
souris couplé 2 la fluorescéine (RAM-
Fitc, Prosan).

ELISA sardwich

Certains échantillons ont également €té
analysés par un ELISA sandwich, sclon
lc protocole déerit par MIGNON et al.
(1991).

Une combinaison d’anticorps monoclo-
naux dirigés contre la glycoprotéine de
48kd ct contre la protéine de 80/120kd
du virus BVD a servi a la détection de
Pantigtne. Bricvement, un  mélange
d’anticorps capteurs (NY-8, 15 ¢t OSc-
22) a été incubé unc nuit a 4 °C; 100 pl/
puits de Pantigéne ont ¢té incubés pen-
dant 1h a 37 °C. Un mélange d’anticorps
révélatcurs (NY-6 ct OSc-23), couplés a
la bioting, a alors été incubé pendant 1h
a T.A. Cent pl/puits de streptavidine liée




a la peroxydase (Amersham) et diluée 1/
400 dans du PBS additionné de 0,02 %
de Tween 80 (PBS-Tween) ont alors été
déposés; le chromogéne employé était
IABTS (Boehringer Mannheim). Entre
chaque étape, les plaques ont été lavées
5 fois au PBS-Tween. L’absorbance a
été mesurée aprés 8h, a2 414 nm, a l'aide
d’un Titertek Multiscan.

Analyse statistique des résultats

Les prévalences d’animaux infectés de
maniére persistante observées au cours
des 5 années consécutives ont été
comparées par un test de %2

RESULTATS

Résultats des tests réalisés par
isolement viral en culture de
cellules

En 1987, 100 taurillons et, en 1988,
277 animaux ont subi 2 tests de dé-

tection & un mois d’intervalle. En

1989, 331 taureaux; en 1990, 296 et
en 1991, 200 animaux ont été ana-
lysés.

Le tableau 1 reprend, année par an-
née, les résultats de chaque prise de
sang; les animaux positifs lors des
deux prélévements étaient consi-
dérés comme infectés de manicre
persistante.

L’évolution du statut des animaux
entre les deux prélevements succes-
sifs sont exposés dans le tableau 2.
La majorité (plus de 90 %) des ani-
maux- étaient négatifs (non viré-
miques) lors des deux prises de sang.
Certains animaux, positifs lors du
premier préléevement, sont devenus
négatifs par la suite. Les animaux in-
fectés de maniére persistante repré-
sentaient de 0,60 a 0,80 % des tau-
rillons.

Comparaison des résultats obtenus
par isolement viral en culture de
cellules et par ELISA.

Cent onze prélevements réalisés en
1991 ont été testés par isolement vi-
ral en culture de cellules et par
ELISA. Les résultats obtenus par
ces deux types de tests concordaient
parfaitement: un animal s’est révélé
positif lors de deux prélevements
successifs, tandis que tous les autres
étaient négatifs.

TABLEAU 1
Résultats des tests effectués lors de chaque prise de sang
pour les différentes années consécutives

Année Total + ala lére PS + ala 2éme PS +aux2PS
% % %
1987 100 1 1 1 1 1 1
1988 277 2 0,7 2 0,7 2 0,7
1989 331 8 2,4 2 06 2 0,6
1990 296 4 1,4 2 0,7 2 0,7
1991 200 1 0,5 1 0,5 1 0,5
K2 = 0,285
Total = nombre total d’animaux
PS = prise de sang
TABLEAU 2

Evolution du statut des animaux d’une prise de sang a ’autre

Nombre total Résultats des tests Nombre %
d’animaux d’animaux
1ére PS 2éme PS

1987-1988 - - 374 99,2
377 animaux — + 0 0
' + - 0 0

+ + 3 0,8

1989-1990- - NT 814 98,4
1991 + - 1

827 animaux + + 5 0,6

PS = prise de sang
NT = non testé

Comparaison des prévalences
d’animaux infectés de manicre
persistante

Les pourcentages d’animaux in-
fectés de maniére persistante ob-
servés au cours des 5 années ont été
comparés par un test de »*. L’hypo-
thése de départ était que la préva-
lence des animaux infectés de ma-
niére persistante ne variait pas
d’une année a P'autre; la valeur du #2
était de 0,285 (tableau 1) et cette hy-
pothése pouvait donc étre acceptée.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Depuis 1987, des prises de sang sont
effectuées au centre de sélection bo-
vine de Ciney, afin de détecter les
animaux infectés de maniére persis-
tante par le virus BVD, ce test de
détection étant rendu obligatoire,
au niveau des centres d’insémina-
tion artificielle, par une directive de

la Commission des Communautés
Européennes (PASTORET et al,
1989).

Parmi les taurillons du test de per-
formances, les pourcentages d’ani-
maux infectés de maniére persis-
tante observés en 1990 et en 1991
étaient comparables aux valeurs en-
registrées au cours des années pré-
cédentes (tableau 1) et la prévalence
obtenue concordait avec les résul-
tats d’autres auteurs (BOLIN et al,
1985; PETERS et al, 1987). Malgré
cette faible proportion (0,5 a 1%)
d’animaux infectés de manicre per-
sistante, le virus BVD est particuli¢-
rement répandu dans les popula-
tions bovines, puisque 70 a 80 % des
animaux possédent des anticorps
neutralisant le virus BVD (BOLIN et
al, 1985; PASTORET et al., 1986;
PETERS et al, 1987, WAXWEI-
LER et al., 1989). Cette prévalence
élevée d’animaux présentant des
anticorps neutralisants n’empéche
cependant pas le virus de circuler
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parmi les animaux, puisque 8 tauril-
lons parmi les 827 animaux testés de
1989 a 1991 (0,97 %) présentaient
une virémie A la premiére prise de
sang, alors qu’ils se sont révélés né-
gatifs lors de la seconde (tableau 2).
Ces observations, réalisées en 1989
et en 1990 (tableau 1), démontrent
I'importance d’un deuxi¢me exa-
men, afin de confirmer la valeur
d’un premier test de détection posi-
tif; en effet, seuls les animaux viré-
miques lors des deux prélévements
successifs, réalisés 4 un mois d’inter-
valle, sont considérés comme in-
fectés de maniere persistante. Cer-
tains animaux n’étaient donc pas
réellement infectés de maniére per-
sistante, mais devaient se trouver en
état de virémie primaire suite a une
transmission horizontale du virus a
partir de quelques animaux réelle-
ment infectés de manitre persis-
tante, ou également en cours d’in-
fection primaire.

Les prélévements sanguins ne sont
réalisés qu’a partir de 1'age de 6
mois, afin d’éviter une interférence
éventuelle des anticorps colostraux
et Iobtention de résultats fausse-
ment négatifs; une telle situation a
en effet déja été observée chez les
veaux soumis au test de la descen-
dance au centre de sélection bovine
de Ciney (WAXWEILER et al,
1989).

Par ailleurs, certains prélévements
effectués en 1991 ont été testés par
isolement viral en culture de cel-
lules, la méthode de référence, et
par ELISA, dans le cadre de la vali-
dation du test ELISA sandwich mis
au point par MIGNON et al. (1991).
Les résultats des deux types de tests
concordaient parfaitement. L’ELI-
SA, plus rapide et plus sensible que
la méthode de référence, devrait
donc étre appelé a remplacer cette
derniére dans les plus brefs délais.

L’impact économique de 'infection
par le virus BVD est tel qu’il est pri-
mordial d’éviter la présence d’ani-
maux infectés de maniere persis-
tante dans les troupeaux; la détec-
tion et D’élimination subséquente
des animaux infectés de manicre
persistante demeure donc la meil-

- leure approche dans la lutte contre

laffection. Les tests de diagnostic
utilisés, basés sur 'emploi d’anti-
corps monoclonaux, sont tout a fait
fiables et reproductibles, et jouent
un rdle essentiel dans la prophylaxie
de la maladie.
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SUMMARY

Five years detection of young
bulls persistently infected with
bovine viral diarrhoea virus
(BVDV) in selection station of Ci-
ney (Belgium).

Since 1987, blood was regularly
collected from young bulls gathe-
red in a selection station of Belgian
Blue Breed, in order to identify
cattle persistently infected with Bo-
vine Viral Diarrhoea Virus (BVDV).

Percentages of persistently infec-
ted animals were similar to those

usually observed in bovine popula- -

tions and remained identical
through the different years.

Some samples were analyzed by
virus isolation in cell culture, the re-
ference test, and by ELISA; results
obtained by both assays were per-
fectly similar.
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