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RESUME

Une enquéte sérologique a été effectuée pour
deéterminer la fréquence de la stomatite papuleuse
bovine (S.P.B.) en Belgique. Des sérums de veau,
d’'animaux adultes ou extraits de colostrum ont été
analysés a l'aide d'une technique d'immunodiffusion
double en gélose.

Une forte proportion (52,7 %) des bovins adultes
(1 an et plus) de provenances diverses posséde des
anticorps précipitant I'antigéne du virus S.P.B. utilisé;
dans les sérums extraits de colostrum, la présence
d’'anticorps est encore beaucoup plus fréquente
(87,3 %). Chez les veaux séjournant au centre de
sélection bovine de Ciney, la fréquence, nulle a 2-3
mois, atteint 42 % a 9-10 mois.

INTRODUCTION miére fois en 1884, par le Professeur
Degive. Cette maladie est réguliérement

La stomatite papuleuse bovine (S.P.B.) diagnostiquée parmi les bovins présentés
est connue de longue date en Belgique, a la Faculté de Médecine vétérinaire de
puisqu’elle y a été décrite pour la pre- I’Université de Liége, et lors des examens
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nécropsiques pratiqués au laboratoire de
Marloie : elle semble donc particuliére-
ment fréquente dans notre pays.

Bien que la stomatite papuleuse ait
généralement peu d’importance écono-
mique, son agent étiologique, un virus du
groupe Parapox, a souvent été associé
chez le veau a des troubles notamment
digestifs, dont les répercussions peuvent
étre marquantes (Crandell, 1978 ; Brown
et al., 1974 ; Pallaske, 1955 ; Jolly et
Daniel, 1966 ; Gibbons, 1963).

Une enquéte sérologique a dés lors été
entreprise en région wallonne, afin de re-
chercher les anticorps dirigés contre le
virus S.P.B. dans des sérums de veau et
d’animaux adultes ou extraits du colos-
trum.

Ce travail a été réalisé en employant
une technique d’immunodiffusion double
(Papadopoulos et al., 1968) ; en effet, il
est difficile de procéder a des réactions
de neutralisation avec le virus S.P.B. ou
d’autres du méme groupe (Jansen et
Kunst, 1959 ; Plowright et Ferris, 1959 ;
Pournaki et al., 1964 ; Castrucci et al.,
1970 ; Rossi et al., 1977 ; Rondhuis et
Straver, 1974 ; Crandell, 1978).

MATERIEL ET METHODES

a. Antigénes

L’antigéne S.P.B., utilisé pour I'immuno-
diffusion double en gélose, a été préparé en
adaptant la technique décrite par Hopkin-
son et al. (1979).

Voici bri¢vement la description de la tech-
nique : le virus S.P.B., souche Cu 1 (Agui-
lar-Setién et al., 1979), est cultivé en bou-
teilles de Roux d'une surface de 200 cm?,
sur cellules testiculaires primaires de veau
(Aguilar-Setién et al., 1978).

Aprés 10 a 12 jours d’incubation & 37°
jusqu’a l'obtention d'un effet cytopathogéne

presque complet (90 %), le surnageant est
récolté et soumis & une centrifugation de
700 g pendant 10 minutes ; les cellules ainsi
récoltées sont ajoutées a celles toujours pré-
sentes dans les bouteilles de Roux. Le tout
est additionné de 3 ml d’eau distillée pour
étre soumis A une sonication de 200 W
(sonicateur MSE) pendant 2 minutes dans
un bac de glace. Aprés ce traitement, la
suspension est centrifugée pendant 20 mi-
nutes & 9 000 g; le surnageant est récolté
et sa valeur antigénique estimée en immu-
nodiffusion double, & I'aide des sérums de
référence.

Des cellules testiculaires de veau, non
infectées et traitées de la méme fagon,
constituent I'antigéne témoin négatif.

b. Sérums de référence

Deux sérums de référence ont été choi-
SIS :

— Un sérum sélectionné parmi plusieurs
prélevés chez un veau soumis a une
infection expérimentale par le virus
S.P.B., souche Cu 1 (figure 1).

— Un sérum de mouton immunisé avec le
virus de l'ecthyma contagieux, gracieu-
sement offert par le D* C. Le Jan, de la
station de recherches de virologie et
d’'immunologie, I.N.R.A., Thiverval -
Grignon, France.

Fig. 1. — Evolution des anticorps précipitant
les antigénes du virus S.P.B. aprés infection
expérimentale d'un veau avec le méme virus.

Abscisse : nombre de jours.

Ordonnée : Dilution log. des antigénes du virus
S.P.B.

Jour 0: correspond au jour de l'infection.
Sérum utilisé comme référence.



c. Technique d’immunodiffusion double
en gélose

Une technique voisine de celle décrite
par Hopkinson et al. (1979) pour le virus de
la maladie des muqueuses (B.V.D.) a été
utilisée.

Une plaque de verre (65 mm X 65 mm)
est recouverte de 8 ml d’'une solution, préa-
lablement portée a 90 °C, de tampon TNE
contenant 1 % d’agarose. Le tampon TNE
est composé de: 0,1 M NaCl; 0,001 M
du sel disodique de l'acide éthylénedinitri-
lotétraacétique (EDTA) dihydraté; 0,01 M
hydroxyméthylaminométhane (Tris); pH
7.4

Apres solidification du gel, on y décou-
pe un puits central de 6 mm de diamétre,
entouré de 6 autres de méme grandeur, dis-
tants bord a bord de 3 mm du puits cen-
tral (figure 2).

On verse ensuite 0,05 ml de I'antigéne
S.P.B. ou de l'antigéne cellulaire témoin
dans le puits central et le méme volume de
sérum dans chacun des puits périphériques.

Fig. 2. — Réaction d'immunodiffusion double
en gélose entre l'antigéne du virus S.P.B. et
divers sérums extraits de colostrum.

A : Antigéne de référence.
T : Sérum bovin de référence.
1, 2, 3, 4, 5: Sérums extraits de colostrum.

Les sérums 3 et 5 ont produit respectivement
2 et 3 bandes de précipité.
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Dans une méme réaction, on utilise si-
multanément le sérum bovin de référence
et 5 autres sérums choisis parmi ceux des-
tinés a 'enquéte.

Les lectures sont faites aprés 48 heures
d’incubation dans une chambre humide, a
température ambiante.

d. Sérums utilisés pour Penquéte

Les 72 sérums bovins examinés se ré-
partissent comme suit :

— 18 sérums récoltés sur autant de veaux
dgés de 2 a 3 mois séjournant au cen-
tre de sélection bovine de Ciney ; ces
veaux sont arrivés a la station Agés
d’environ 1 mois, en provenance de
diverses exploitations ;

— 18 sérums récoltés chez les mémes ani-
maux a I'dge de 9 4 10 mois ;

— 36 sérums prélevés chez autant de bo-
vins adultes (1 4 10 ans), appartenant a
des privés.

Tous ces sérums ont été inactivés par
chauffage 4 56 °C pendant 30 minutes,
puis conservés a — 20 °C jusqu'au moment
de leur utilisation.

e. Sérums extraits de colostrum

Du sérum a été extrait de 47 échantillons
de colostrum de vaches appartenant i plu-
sieurs exploitations situées dans la province
de Luxembourg.

Les sérums de colostrum ont été obtenus
selon une technique courante: aprés cen-
trifugation et réfrigération (4 °C, 30 minu-
tes), la graisse surnageante est enlevée ; en-
suite, les colostrums sont soumis a I'action
de la rennine (10 mg pour 30 ml de colos-
trum pendant 24 heures & 37 °C), centri-
fugés (3 500 rpm durant 15 minutes) et le
surnageant est recueilli.

RESULTATS

a. Antigénes et sérums de référence

L’antigéne S.P.B. produit des lignes de
précipité avec les sérums du veau infecté
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expérimentalement par le virus S.P.B.,
souche Cu 1, dés le 9¢ jour aprés I'ino-
culation (figure 1) ; le sérum du 15¢ jour
a €té choisi comme sérum de référence.
A aucun moment, le sérum de cet animal
n’a précipité I'antigéne cellulaire utilisé
comme témoin.

Le sérum de mouton immunisé contre
le virus de I’ecthyma contagieux produit
des lignes de précipité en présence d’une
dilution 1 : 2 de I’antigéne S.P.B. Cette
réaction démontre la présence d’antige-
nes de virus du groupe des Parapox dans
notre préparation (Papadopoulos et al.,
1968).

b. Enquéte sérologique

Aucun des 18 sérums prélevés chez les
veaux de 2 a 3 mois séjournant au cen-
tre de sélection ne produit de lignes de
précipité en présence de I’antigéne S.P.B.

Par contre, 8 des 18 sérums (42 %)
prélevés chez les mémes animaux a I’dge
de 9 a 10 mois en produisent.

Parmi les 36 sérums provenant des
bovins adultes, 19 (52,7 %) possédent
des anticorps précipitant I'antigéne S.P.B.
Deux d’entre-eux produisent 2 lignes de
précipité en présence de I’antigéne.

Quarante et un des 47 sérums (87,3%)
de colostrum bovin précipitent I’antigéne
S.P.B. Parmi les 41 échantillons positifs,
7 ont produit 2 lignes de précipité et 2
en ont produits 3 (figure 2).

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Les techniques d’immunoprécipitation
en gélose réclament un antigéne concen-
tré, en quantité suffisante, pour faire ap-
paraitre un précipité. La méthode d’Hop-
kinson et al. (1979), adaptée au cas par-

ticulier du virus S.P.B., permet d’obtenir
une préparation antigénique autorisant la
recherche des anticorps précipitants spé-
cifiques chez les bovins.

L’immunodiffusion double en gélose est
particuliérement intéressante pour la re-
cherche des anticorps spécifiques du virus
S.P.B. chez les bovins, car la neutralisa-
tion est difficile a réaliser avec ce genre
de virus (Plowright et Ferris, 1959 ;
Crandell, 1978).

L’enquéte menée & I'aide de cette tech-
nique a permis de faire diverses consta-
tations. Les veaux séjournant a la station
expérimentale ne possédent pas d’anti-
corps sériques précipitant le virus S.P.B.
a des taux décelables, lorsqu’ils sont agés
de 2 a 3 mois, alors que 42 % des mé-
mes animaux en possédent a I'age de 9 a
10 mois. D’autre part, une forte propor-
tion (52,7 %) des bovins adultes (1 an et
plus), de provenances diverses, ont des
anticorps précipitant ’antigéne du virus
S.P.B. Elle montre la grande fréquence,
dans notre pays, de l'infection des bovins
par le virus S.P.B. (ou par d’autres virus
apparentés).

Dans les sérums extraits de colostrum,
la présence d’anticorps est encore plus
fréquente : 41 des 47 sérums (87,3 %)
précipitent I’antigéne S.P.B., ce qui peut
s’expliquer par la plus grande richesse du
colostrum en immunoglobulines.

Crandell, en 1978, a signalé I’existence
de foyers de S.P.B. ou tous les veaux
étaient infectés ; Rondhuis et Straver ont
également décrit une trés forte fréquence
en Hollande (1974). L’ensemble des ré-
sultats de notre enquéte plaide aussi en
faveur d’une morbidité élevée.

Comme le virus de la stomatite papu-
leuse bovine est trés répandu et peut,
dans certains cas, exercer une profonde



influence sur I'état de santé des animaux
(Brown et al., 1974 ; Irwin et al., 1976),
il faut en tenir compte dans les exploi-
tations bovines.
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SUMMARY

Serological survey on Bovine Popular Stomatitis

A serosurvey was made in Belgium to determine
the incidence of antibodies against S.P.B. virus, in
bovine sera, by immunodiffusion. The sera were
taken from calves, adult bovines or extracted from
colostrums.

Positive results were obtained (52,7 %) with adult
bovine sera (1 year or more), whatever the animal
provenance. But, among the sera extracted from
bovine colostrums, the incidence of specific antibo-
dies was much higher (87,3 %b).

In an experimental farm (centre for bovine selec-
tion, Ciney), the number of positive sera, null at 2-3
months old, became important (42 %) later (9-10
months old).



