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Une enquéte sérologique a été réalisée sur 200 sérums de bovins de
'0uest du Zaire envers 8 virus : BHV-1, BHV-2, BHV-4, virus BYD-
MD, adénovirus bovins A et B, rotavirus bovin et coronavirus bovin.
Des sérums positifs ont été trouvés vis-a-vis de tous ces virus. Pour les
animaux dont origine est certaine, les résultats les plus marquants
sont la haute fréquence des infections par le rotavirus et le BHV-4 et la
rareté de celles par le virus BVD-MD et le coronavirus. Mots clés :
Bovin - Sérologie - Herpesvirus bovin - Diarrhée a virus des bovins -
Maladic des muqueuses - Adénovirus- Rotavirus - Coronavirus -
Zaire.

INTRODUCTION
e — e

Lors d’'une enquéte précédente (12), les prévalences
des infections par le bovine herpesvirus 1 (BHV-1), le
virus de la maladie des muqueuses, le virus para-
influenza 3, le virus respiratoire syncytial bovin et le
virus bovipestique ont été déterminées dans la popula-
tion bovine de I'Ouest du Zaire. Cette enquéte a été
étendue a d'autres virus. En conséquence, la présence
d'anticorps contre les virus suivants a été recherchée :
virus de la rhinotrachéite infectieuse bovine (bovine
herpesvirus 1, BHV-1), virus de la thélite herpétique
bovine (bovine herpesvirus 2, BHV-2), bovid herpesvi-
rus 4 (BHV-4), virus de la diarrhée virale bovine -
maladie des muqueuses (virus BVD-MD), adénovirus
bovins A et B, rotavirus bovin et coronavirus bovin.
Chaque sérum a été testé par deux ou trois méthodes
différentes qui ont été comparées. Les tests ont été
effectués a I'Institut National des Recherches Vétéri-
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VIROLOGIE

Recherche des anticorps dirigés
contre les BHV-1, BHV-2, BHV-4, le
virus BVD-MD, les adénovirus A et B, le
rotavirus et le coronavirus bovins chez
des bovins de I’Ouest du Zaire :
résultats complémentaires

naires (INRV) a Bruxelles (Belgique) et au service de
Virologie de la Faculté de Médecine vétérinaire de
I'Université de Liége a Bruxelles (Belgique) et éven-
tuellement comparés a ceux précédemment obtenus
(12) au laboratoire vétérinaire (Labovet) de Kinshasa
(Zaire).

MATERIEL ET METHODES

Sérums

Les sérums examinés, au nombre de 208, proviennent
de 18 élevages privés de type extensif ; 159 sérums
sont originaires de 14 élevages du Bas-Zaire et du
Bandundu (type |) : la taille de ces élevages varie ; elle
est connue avec certitude pour 8 d'entre eux : 16, 20,
50, 64, 67, 72, 800 et 2 142 animaux. Cing élevages ont
une taille variant entre 100 et 400 tétes. Le dernier lot
de sérum provient de plusieurs élevages dont la taille
varie entre 150 et 300 animaux. Dix-neuf sérums ont
été prélevés dans 2 grosses exploitations de type
industriel du Bas-Zaire (type |l) (de 15000 et 30 000
animaux) et 30 sérums de 2 arrivages d'animaux
abattus a Kinshasa et déclarés originaires de Libenge,
ville de la région de I'Equateur située a la frontiére de
la République Centrafricaine (type Ill). Dans cette
région, la taille des troupeaux est d'environ 500
animaux. Les sérums ont été prélevés sur le terrain
lors des visites dans les élevages et dans deux
abattoirs de Kinshasa. Aprés décomplémentation a
56 °C pendant 30 minutes, les sérums ont été conser-
vés a -20°C.

Bovine herpesvirus 1

Les sérums ont été titrés par séroneutralisation en
microplaque avec la souche Los Angeles et la lignée
cellulaire Georgia Bovine Kidney (GBK) selon une
procédure déja décrite (U.Lg., 28). Les titres égaux ou
supérieurs a 1/8 ont été considérés positifs. Les
résultats ont été comparés a ceux obtenus auparavant
par séroneutralisation en tube (Labovet, 12) sur ces
mémes sérums testés a la dilution 1/5 avec la souche
IPV 3760 (2) et des cellules secondaires de rein de
veau. Les résultats repris dans les tableaux sont ceux
de la microméthode.
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Bovine herpesvirus 2

Les sérums ont été titrés par séroneutralisation en
microplaque a virus constant (U.Lg.) et & sérum
constant (INRV). Pour la premiére méthode, les sérums
ont été testés avec la souche 69/ILO sur la lignée GBK
comme déja décrit (28). Pour la seconde méthode, des
volumes de 50 ! de sérum dilué 10 fois sont mis en
contact dans un puits de microplaque avec un méme
volume de dilution d’ordre 10 de la souche TVA durant
deux heures a 37 °C, aprés quoi des cellules secondai-
res de testicule de veau sont ajoutées (32). La lecture
est effectuée aprés 4 jours et un indice de neutralisa-
tion est calculé d'aprés le titre du virus d'épreuve. Un
titre de 1/8 et un indice de neutralisation de 1 ont été
considérés positifs. Les tableaux ne reprennent que
les sérums simultanément positifs pour les deux tests.

Bovid herpesvirus 4

Les sérums ont été testés par immunofluorescence
indirecte selon deux méthodes. Pour la premiére
(U.Lg.), le sérum dilué 20 fois puis selon une raison
d'ordre 4, est titré au moyen de la souche V. Test (27)
multipliée sur la lignée GBK cultivée en microplaque
(28). Pour la seconde méthode (INRV), le sérum dilué
100 fois est testé au moyen de la souche LVR 140 (31)
cultivée sur cellules secondaires de rein de foetus
bovin ou sur la lignée PK 15. Les cellules infectées
sont déposées sur des lames a cupules et le test est
réalisé comme déja décrit (36). Les tableaux repren-
nent les sérums positifs a la dilution 1/20 avec la
premiére méthode.,

Virus de la diarrhée virale bovine -
maladie des muqueuses

Les sérums ont été testés par immunodiffusion en
gélose (INRV) et par immunofluorescence indirecte
(INRV). L'immunodiffusion a été effectuée comme
déja décrit (29), I'antigéne étant préparé par multipli-
cation de la souche NADL sur cellules secondaires de
rein de foetus bovin. L'immunofluorescence indirecte
a été réalisée sur lame & cupules avec la souche
Oregon C 24 multipliée sur culture de cellules secon-
daires de rein de foetus bovin ou de testicule de veau
(35). Les résultats ont été comparés a ceux obtenus
précédemment par séroneutralisation en microplaque
(Labovet, 12) sur les sérums testés a la dilution 1/5
avec la souche NADL et des cellules secondaires de
rein de veau. Les tableaux reprennent les résultats de
I'immunodiffusion.

Adénovirus A et B

Les sérums ont été testés par immunodiffusion en
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gélose (INRV, 33), I'antigéne étant produit par multipli-
cation des souches WBR 1 et Mink respectivement sur
cellules secondaires de rein de foetus bovin et de
testicule de veau.

Rotavirus

Les sérums ont été testés par immunodiffusion en
gélose (INRV) et par immunofluorescence indirecte
sur lame a cupules (INRV). L'antigéne pour immuno-
diffusion est obtenu avec des matiéres fécales de veau
et contr6lé selon VAN OPDENBOSH et al. (30). Les
lames pour immunofluorescence indirecte (35) sont
préparées par multiplication de la souche Q3 sur
cellules PK 15. Les tableaux reprennent les sérums
positifs a la dilution 1/20 en immunofluorescence
indirecte.

Coronavirus

Les sérums ont été testés par immunofluorescence
indirecte sur lame a cupules avec la souche EV 800
(34) multipliée sur la lignée cellulaire HRT (Human
Rectal Tumoun) selon une méthode déja décrite
(INRV, 35). Les tableaux reprennent les sérums positifs
a la dilution 1/20.

Analyse des résultats

La sensibilité, la spécificité, la concordance (kappa) et
le coefficient de corrélation entre deux tests ont été
estimés selon MARTIN et collab. (15) et SNEDECOR et
COCHRAN (25). Un effet de I'origine des animaux sur
les pourcentages de sérums positifs a été recherché
par un test d'"homogénéité de proportions (Chi carré)
selon SNEDECOR et COCHRAN (15). Un effet de
I'origine des animaux sur le titre des sérums positifs a
été recherché par analyse de variance et par la
méthode de Scheffe (25).

RESULTATS
e ——

Les comparaisons de deux tests différents pour un
méme virus sont reprises dans le tableau |. Les
résultats de I'immunofluorescence indirecte envers le
virus BVD-MD ne sont pas exposés, la concordance
avec la séroneutralisation et I'immunodiffusion étant
trop faible (kappa de 0,12 et 0,26 respectivement).

Les pourcentages des troupeaux de type | présentant
au moins un sérum positif envers les divers virus sont
detaillés dans le tableau Il. Les deux troupeaux positifs
pour le virus BVD-MD ne présentent chacun qu'un
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TABLEAU I Comparaison des tests utilisés pour un méme virus (n : nombre de sérums examinés, SN : séroneutralisation ; IFI :
immunofluorescence indirecte, 1D : immunodiffusion). La sensibilité et la spécificité sont celles du premier test par rapport au

second.
icE s e e Concordance Coefficient de
Sensibilite Spéecificite ‘ (kappa) corrélation (1)

BHV-1 ‘
SN en tube/ | %
SN en microplaque 0.66 0,95 0,63 .
n =191

BHV-2
SN virus var./
SN virus const. . o 0,99 0,81
n = 207 (kappa) et 44 (r)

BHV-4
IFl sur lame/ . 1
IFI sur microplaque 0:80 0,98 Gl
n =263

Virus BVD-MD
ID/SN en microplague 0,80 0,99 0.83 —
n = 166
Rotavirus

ID/IFI sur lame 0,62 0,89 0,42 =
n = 2086
[

TABLEAU I Nombre de troupeaux de types I, II, Il pré-
sentant au moins un animal séropositif envers les différents
virus étudiés. n : nombre de troupeaux positifs ; N : nombre
total de troupeaux.

™~ T i i T SR
~Mirus 3 3 ;. Adéno | Adéno | BVD- ;
TYpE BHV-1' BHV-2 BHV-4 Rola A B MD Corona
Type |
N =14 |
n 11 3 14 13 11 13 2 3
P. 100 79 21 100 93 9 93 14 21
| Type Il !
N=2
n 2 2 2 2 14 = gl
Type Il
N=2
n 2 2 2 ‘ 2 | 2 2 2 ‘ 2
0 L eel ) T e = ——1 == ==

seul sérum positif en immunodiffusion, les deux
sérums étant par ailleurs négatifs en séroneutralisa-
tion et un seul positif en immunofluorescence indi-
recte & la dilution minimale testée (1/20). Deux des
trois troupeaux positifs pour le coronavirus ne présen-
tent chacun qu’'un seul sérum positif (titres de 1/320 et
1/20). Pour le seul troupeau négatif envers le rotavirus,
trois sérums seulement ont pu étre examinés. Le

tableau Ill reprend les pourcentages d'animaux infec-
tés selon le type d’élevage et le virus.

Les titres moyens (log 2) obtenus sur les sérums
positifs ne dépendent pas du type d'élevage, sauf en
ce qui concerne le rotavirus ou la moyenne des titres
pour les élevages de type | est inférieure (6,8,
P < 0,01) a celle des élevages de type Il (8,5) et Il (8,1).
A titre indicatif, les résultats moyens sont les suivants :
4,7 pour le BHV-1, 6,9 pour le BHV-2 (U.Lg.), 8,0 pour
le BHV-4, 7,3 pour le rotavirus et 7,2 pour le coronavi-
rus.

Bien que les résultats du test d'immunofluorescence
indirecte envers le BVD-MD doivent étre considérés
avec prudence, les élevages peuvent étre répartis en 4
catégories : un élevage (type lll) positif en immunodif-
fusion et séroneutralisation, 6 élevages (type I) positifs
en immunofluorescence indirecte, un élevage (type Ill)
positif pour les trois tests et 10 élevages (types | et Ill)
négatifs pour les trois tests.

DISCUSSION
s o SR N TR I T A

En ce qui concerne le BHV-1, la séroneutralisation en
microplaque était effectuée sur le sérum dilué 8 fois. Il
y a donc peu de risque d'observer une neutralisation
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TABLEAU HlI Nombre de sérums examinés (n) et pourcen-
tage de sérums positifs (p. 100) concernant les divers virus
selon le type d’élevage. Pour un méme virus, deux pourcenta-
ges répertoriés par des letires différentes (“"*) présentent une
différence statistiquement significative (P < 0,01).

N e vl
1 ‘elevage
irus - |Elevage type || Elevage type |l Elevage type |Il  Total |
Virus ] |
BHV-1 |
P. 100 372 agb 73t 47
! 159 19 30 208
BHV-2
P. 100 50 100° 57¢ 21
. 153 19 30 208
BHV-4
P. 1100 60 1009 100" 70
: 159 19 30 208
BYD-MD
P00 14 ; 08 790 5
2 w1 30 208
Adénovirus A
F. 100 4Ga 21 43¢ S
! 198 19 30 | 207,
Adénovirus B [
P. 100 392 372 174 1%
n 158 19 30 207
Rotavirus |
P. 100 f54 ggb . joot -
n | 158 19 [ 30 207
Coronavirus
| n 131 149 9g 179

non spécifique et la concordance moyenne (kappa de
0.63) avec le test en tube doit étre attribuée a une
moindre sensibilité de ce dernier. La méthode en
microplaque étant en outre moins exigeante en réac-
tifs et en main-d'oeuvre, il y a tout lieu de la préférer.

L'infection par le BHV-1 est fréquente, comme déja
observé, dans la région étudiée (12) et dans divers
pays limitrophes (8, 9, 13, 20, 22, 24), mais aucune
affecticn clinique, sinon des vaginites (VERGHEENST
et MARCHOT, communications personnelles), ne lui a
été attribuée jusqu’ici au Zaire.

Pour les séroneutralisations en microplaque envers le
BHV-2, la concordance et la corrélation entre les deux
tests sont trés satisfaisantes et il n'y a pas lieu de
préférer I'un a l'autre. L'infection et son expression
clinique ont été diagnostiquées dans des pays voisins
(7, 11, 17). Dans la région étudiée ici, I'infection
semble rare, du moins dans les élevages de type |, et
son existence clinique reste a prouver d’autant qu’un
probléme de diagnostic différentiel se pose avec la
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maladie nodulaire cutanée (lumpy skin disease) déja
identifiee (14).

Au niveau individuel, le test d'immunofluorescence
indirecte sur lame a cupules envers le BHV-4 apparait
trés spécifique mais moins sensible que le test en
microplaque pris comme référence, mais il s'agit 1a
d’'un choix arbitraire motivé par la plus grande facilité
de lecture. La sensibilité du test sur lame a cupules
pourrait étre augmentée en testant le sérum a la
dilution 1/20 comme pour le test en microplaque mais
le résultat sur la spécificité est inconnu. Au niveau du
troupeau, le test sur lame a cupules a détecté 17 et 18
troupeaux positifs avec le test en microplague mais la
spécificité n'a pu étre estimée car tous les troupeaux
étaient positifs avec cette derniére méthode. La
méthode sur lame a cupules présente donc I'avantage
d'une préparation plus facile de I'antigéne et d'une
trés bonne spécificité tout en étant d’'une sensibilité
acceptable. L'infection par le BHV-4 est extrémement
fréquente au niveau de I'individu et du troupeau mais
son importance économique est inconnue.

Pour le virus BVD-MD, le test d'immunodiffusion
apparait treés spécifique et suffisamment sensible pour
étre utilisé comme moyen de détection rapide et
simple (1, 23). D'aprés ce test et a I'exception des
troupeaux de type lll, I'infection semble quasiment
inexistante comme déja observé par séroneutralisa-
tion (12) et contrairement aux pays voisins (6, 19, 26).
Cependant, les résultats d'une enquéte sérologique
réalisée par séroneutralisation pourraient dépendre
de la souche choisie (5). L'immunofluorescence indi-
recte est moins sensible & un effet souche que |a
séroneutralisation (16) et, de plus, les deux tests ont
été réalisés avec deux souches sérologiquement diffé-
rentes (NADL et Oregon C 24) (4). En outre, I'immuno-
fluorescence indirecte est habituellement plus sensi-
ble que I'immunodiffusion. Comme il semble enfin
exister des souches particuliéres au plan antigénique
en Afrique centrale (18, 21), on pourrait expliquer la
présence de troupeaux positifs uniquement en immu-
nofluorescence indirecte, par I'excés de spécificité de
la séroneutralisation et le manque de sensibilité de
I'immunodiffusion (mais ceci ne peut expliquer I'exis-
tence d’'un troupeau positif en immunodiffusion et en
séroneutralisation et négatif en immunofluorescence
indirecte). Néanmoins, dans I'état actuel des connais-
sances, il semble que les différences antigéniques
entre les souches de virus BVD-MD (10, 16) soient
insuffisantes pour expliquer que, parmi plusieurs
centaines d'animaux susceptibles d’étre infectés par
une souche, quasiment aucun (12) ne présente un
sérum positif envers une autre souche, en 'occur-
rence celle utilisée dans le test de neutralisation.

Outre la trypanosomose, les diarrhées du nouveau-né
et surtout des animaux agés de quelques mois sont
les affections graves les plus évidentes aux yeux des
éleveurs. Les infections a rotavirus et adénovirus A et



B sont fréquentes dans la population étudiée.

Un isclement d’adénovirus bovin a d’ailleurs été réussi
au Soudan (3). En revanche, peu d'animaux séroposi-
tifs envers le virus BVD-MD et le coronavirus bovin ont
été identifiés. Pour le rotavirus, la concordance entre
les deux tests utilisés est faible et I'immunofluores-
cence indirecte est a préférer. Dans les élevages de
type |, le rotavirus pourrait utilement étre recherché
lors de diarrhée néonatale tandis que le coronavirus
semble trés rare.

Les deux élevages industriels du type |l se caractéri-
sent, par rapport a ceux du type |, par une plus grande
fréquence d'animaux positifs pour les trois herpésvi-
rus (et le rotavirus, 0,01<P<0,05) sans qu'on en
connaisse les causes et les conséquences.

Les élevages du type |ll se distinguent par la fréquence
elevée des infections par le coronavirus et surtout par
le virus BVD-MD. En outre, ces animaux étant les seuls
a étre séropositifs pour la peste bovine (12), maladie
inconnue actuellement dans la région de I'Equateur
(Zaire) et contre laquelle la vaccination n'est pas
pratiquée, leur origine exacte reste incertaine.

EYANGA (E.), JETTEUR (P.), THIRY (E.), WELLEMANS (G.),
DUBUISSON (J.), VAN OPDENBOSCH (E.), MAKUMBU (S.),
PASTORET (P. -P.). Occurrence of antibodies directed against
BHV-1, BHV-2, BHV-4, BVD-MD virus, bovine adenovirus A and
B, rotavirus and coronavirus in cattle from western Zaire : comple-
mentary results.  Revue Elev. Méd. vér. Pays trop., 1989, 42 (2):
155-161.

Two hundred bovine sera from western Zaire were screened for
antibodies to 8 viruses: BHV-1, BHV-2, BHV-4, BVD-MD virus,
bovine adenovirus A and B, bovine rotavirus and bovine coronavirus.
Positive sera were found to all these viruses. For animals whose origin
was undoubted, the main features were the high prevalence of
infections by rotavirus and BHV-4 and the low prevalence of infections
by coronavirus and BVD-MD virus. Key words : Cattle - Scrology -
Bovine herpesvirus- Bovine viral diarrhoca- Mucosal disease -
Adenovirus - Rotavirus - Coronavirus - Zaire.
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CONCLUSION
e

Les huit virus étudiés circulent tous dans la zone de
I'enquéte, au moins parmi certains des types d'éleva-
ges abordés. Il reste maintenant a évaluer leur impor-
tance clinique et économique, en particulier leur
intervention dans les diarrhées du nouveau-né et du
jeune de quelques mois qui sont deux des affections
graves les plus fréequemment observées dans la patho-
logie courante.
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