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C H A P I T R E  2 . 4 . 1 4 .  

DERMATOSE NODULAIRE  CONTAGIEUSE  

R…SUM… 

La dermatose nodulaire contagieuse (DNC) est une maladie virale du bÈtail due ‡ un poxvirus et 
caractÈrisÈe par de la fiËvre, líapparition de volumineux nodules sur la peau, les muqueuses et les 
organes internes, de líanÈmie, une hypertrophie des noeuds lymphatiques et de líúdËme cutanÈ, 
spÈcialement dans les parties dÈclives. Elle peut entraÓner la mort. Son importance Èconomique est 
due aux pertes de production quíelle occasionne, en particulier dans les troupeaux laitiers. Elle 
cause Ègalement des dommages importants aux cuirs. La DNC est causÈe par diverses souches 
de Capripoxvirus indistinctes au plan antigÈnique des souches responsables de la variole ovine et 
de la variole caprine. Cependant, la distribution gÈographique des deux affections est diffÈrente, ce 
qui suggËre que les souches bovines de Capripoxvirus ne peuvent infecter ni se transmettre au 
mouton ou ‡ la chËvre. La transmission du virus síeffectue essentiellement par des insectes, la 
contamination par contact direct en líabsence díinsectes níayant pas ÈtÈ observÈe. Jusquí‡ 1988, la 
DNC Ètait confinÈe aux rÈgions sub-sahariennes ainsi quí‡ lí…gypte. Toutefois, deux foyers de cette 
maladie, confirmÈs par le laboratoire, ont ÈtÈ observÈs : líun, en IsraÎl en 1989, o˘ il a ÈtÈ ÈliminÈ 
par abattage de tous les animaux infectÈs, malades et contaminÈs, et par des mesures de 
vaccination et líautre ‡ la RÈunion en 1993. Un foyer a ÈtÈ rapportÈ Ègalement ‡ BahreÔn la mÍme 
annÈe, mais il nía pas ÈtÈ confirmÈ par líisolement du virus. En 2000, un foyer est apparu sur des 
bovins importÈs dans líÓle Maurice ; le diagnostic a ÈtÈ confirmÈ par microscopie Èlectronique. 

Identification de líagent pathogËne : le moyen le plus rapide de confirmation de la maladie chez 
les bovins est la mise en Èvidence au laboratoire des particules virales du Capripoxvirus soit dans 
les biopsies, soit dans les cro˚tes lÈsionnelles par examen en microscopie Èlectronique directe 
aprËs coloration nÈgative, ce dans le cas díune affection nodulaire cutanÈe gÈnÈralisÈe 
accompagnÈe díune hypertrophie des núuds lymphatiques superficiels. Le Capripoxvirus 
responsable de la DNC est diffÈrent des parapoxvirus agents de la stomatite papuleuse bovine et 
de la pseudo-cowpox, mais il ne peut pas Ítre diffÈrenciÈ au plan morphologique des virus de la 
vaccine et de la variole bovine, toutes deux des infections du bÈtail causÈes par des orthopoxvirus. 
Aucune de ces derniËres níest cependant ‡ líorigine díinfections gÈnÈralisÈes chez les bovins. En 
outre, elles sont relativement peu frÈquentes. Le virus de la DNC se multiplie dans des cultures de 
tissus díorigine bovine, ovine ou caprine, son titre maximum Ètant atteint sur cellules de testicule 
díagneau. Il engendre un effet cytopathogËne (ECP) caractÈristique avec prÈsence de corps 
díinclusion intracytoplasmiques, distinct de celui du virus de la pseudo-dermatose nodulaire 
contagieuse (thÈlite ulcÈrative herpÈtique ou maladie díAllerton), due ‡ un herpËsvirus produisant 
des syncytiums et des corps díinclusion intranuclÈaires. Les antigËnes du Capripoxvirus peuvent 
Ítre mis en Èvidence en culture de tissu par les techniques díimmunoperoxydase ou par 
immunofluorescence, et le virus peut Ítre neutralisÈ par des anticorps spÈcifiques. 

La dÈtection de líantigËne par une mÈthode immuno-enzymatique (ELISA) a ÈtÈ mise au point en 
utilisant un sÈrum polyclonal produit ‡ partir díun antigËne de Capripoxvirus immunodominant 
recombinant. La dÈtection du gÈnome a pu Ítre Ègalement rÈalisÈe en utilisant des amorces 
spÈcifiques pour les gÍnes codant les protÈines de fusion et les protÈines díattachement et une 
rÈaction díamplification en chaÓne par polymÈrase (PCR) utilisable tant sur des Èchantillons de tissu 
que sur le sang ÈtÈ dÈcrite. 

…preuves sÈrologiques : líÈpreuve sÈrologique la plus spÈcifique est la sÈroneutralisation virale ; 
mais, comme líimmunitÈ vis-‡-vis de líinfection est ‡ prÈdominance cellulaire, cette Èpreuve níest 
pas suffisamment sensible pour identifier les animaux qui ont ÈtÈ en contact avec le virus et qui ont 
dÈveloppÈ des anticorps neutralisants ‡ des titres peu ÈlevÈs. LíÈpreuve díimmunodiffusion en 
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gÈlose et líÈpreuve díimmunofluorescence indirecte sont moins spÈcifiques du fait des rÈactions 
croisÈes avec díautres poxvirus. Le western blot faisant appel ‡ la rÈaction entre líantigËne P32 du 
virus et les sÈrums ‡ tester est ‡ la fois spÈcifique et sensible mais il est co˚teux et difficile ‡ mettre 
en úuvre. Líutilisation de cet antigËne, exprimÈ par un vecteur appropriÈ, dans un ELISA offre la 
perspective díun test sÈrologique acceptable et normalisÈ. 

SpÈcifications applicables aux vaccins et aux produits biologiques ‡ usage diagnostique : 
toutes les souches de capripoxvirus examinÈes jusquí‡ prÈsent, quíelles soient issues de bovins, 
de moutons ou de chËvres, ont des antigËnes immunisants communs. Des souches attÈnuÈes 
issues de bovins ou de souches isolÈes de mouton ou de chËvre ont ÈtÈ utilisÈes comme vaccins ‡ 
virus vivant. 

A.  INTRODUCTION 

La dermatose nodulaire contagieuse (DNC) a ÈtÈ isolÈe pour la premiËre fois en Zambie en 1929, síÈtendant au 
Botswana en 1943 (16) puis en Afrique du Sud o˘ elle affecta plus de 8 millions de bovins, occasionnant 
díÈnormes pertes Èconomiques. En 1957, elle fit son apparition au Kenya, associÈe ‡ la variole ovine (28). En 
1970, elle diffusa dans le Nord du Soudan ; en 1974, elle síÈtendit ‡ líouest jusquíau Nigeria et, en 1977, atteignit 
la Mauritanie, le Mali, le Ghana et le LibÈria. Díautres Èpizooties de DNC affectËrent, entre 1981 et 1986, la 
Tanzanie, le Kenya, le Zimbabwe, la Somalie et le Cameroun occasionnant la mortalitÈ de 20 % des animaux 
infectÈs. Cependant, líÈtendue vÈritable de líÈpizootie reste mal connue et il est vraisemblable quíelle affecte une 
grande partie du centre de líAfrique. En 2000/2001, une autre grande Èpizootie síest rÈpandue dans toute 
líAfrique sub-saharienne (11). En 1988, elle Ètait bien installÈe en …gypte, et, en 1989, la prÈsence díun foyer 
Ètait rapportÈe en IsraÎl. La DNC doit Ítre considÈrÈe comme une maladie pouvant síÈtendre hors díAfrique. Son 
principal mode de transmission est mÈcanique, en particulier par les piq˚res díarthropodes vecteurs (6, 9).  

La sÈvÈritÈ des signes cliniques de la DNC est fonction de la souche de capripoxvirus en cause et de líespËce 
affectÈe. Bos taurus est plus sensible ‡ la maladie que Bos indicus. Le buffle asiatique peut Ègalement Ítre 
atteint par la maladie. La race peut aussi revÍtir une certaine importance car les lignÈes ‡ peau fine Channel 
Island dÈveloppent une maladie plus sÈvËre, les vaches en lactation Ètant les plus sensibles au virus. Cependant, 
de grandes variations cliniques peuvent Ítre observÈes au sein mÍme díun groupe díanimaux ÈlevÈs ensemble 
dans des conditions similaires, depuis líinfection inapparente jusquí‡ la mort (7). Au sein díun troupeau, certains 
animaux peuvent trËs bien ne pas Ítre infectÈs si la prÈvalence vectorielle est faible. 

Dans le cas díune infection aiguÎ, on observe une hyperthermie initiale qui peut dÈpasser 41 dC et persister 
durant 1 semaine. La durÈe de líincubation, dans les conditions naturelles, nía pas ÈtÈ rapportÈe, mais le pic 
thermique dÈbute 6 ‡ 9 jours aprËs líinoculation expÈrimentale. Une rhinite et de la conjonctivite apparaissent et, 
chez les vaches en lactation, la sÈcrÈtion lactÈe diminue. Des nodules de 2 ‡ 5 mm de diamËtre se dÈveloppent 
sur le corps, en particulier sur la tÍte, líencolure, la mamelle et le pÈrinÈe entre 7 et 19 jours aprËs líinoculation 
(11). Ces nodules envahissent le derme et líÈpiderme, et peuvent au dÈbut laisser exsuder un peu de sÈrositÈ 
mais, au cours des 2 semaines suivantes, ils se nÈcrosent et forment des ulcËres dans toute líÈpaisseur de la 
peau. Tous les ganglions lymphatiques superficiels sont hypertrophiÈs, les membres peuvent Ítre le siËge 
díúdËmes importants et líanimal a du mal ‡ se dÈplacer. Les nodules localisÈs sur les muqueuses des yeux, du 
mufle, de la bouche, du rectum et des organes gÈnitaux, ainsi que sur la peau de la mamelle síulcËrent 
rapidement et toutes les secrÈtions sont virulentes. Suivant la gravitÈ des signes cliniques, les excrÈtions 
oculo-nasales deviennent muco-purulentes, et une kÈratite peut se dÈvelopper. Les nodules peuvent aussi 
apparaÓtre dans la bouche, le tissu sous-cutanÈ et les muscles, la trachÈe et le tube digestif, en particulier dans le 
rumen et les poumons, occasionnant une pneumonie primaire et secondaire. Les animaux en gestation peuvent 
avorter et certaines publications font Ètat de foetus couverts de nodules. Les taureaux peuvent devenir 
temporairement ou dÈfinitivement stÈriles et le virus peut Ítre excrÈtÈ longtemps dans le sperme (18). La 
guÈrison díune infection sÈvËre est lente : líanimal est ÈmaciÈ ; il peut subsister une pneumonie et une mÈtrite ; 
les lÈsions nÈcrotiques ´ clouteuses ª de la peau, qui peuvent Ítre aggravÈes par des attaques díinsectes, 
laissent de profondes cicatrices dans le tissu cutanÈ (23). 

La dermatose nodulaire contagieuse níest pas transmissible ‡ líhomme. 
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B.  TECHNIQUES DE DIAGNOSTIC 

1. Identification de líagent pathogËne 

ï Collecte et prÈparation de líÈchantillon 

Le matÈriel pour la prÈparation et líisolement de líantigËne doit Ítre rÈcoltÈ par biopsie ou, sur un animal mort, par 
prÈlËvement de nodules cutanÈs, de lÈsions pulmonaires ou de noeuds lymphatiques. Les Èchantillons destinÈs ‡ 
líisolement du virus et ‡ la mise en Èvidence de líantigËne par une mÈthode immuno-enzymatique (ELISA) 
doivent Ítre rÈcoltÈs au cours de la premiËre semaine suivant líapparition des signes cliniques, avant líapparition 
des anticorps neutralisants (12, 13). Les Èchantillons destinÈs ‡ la dÈtection du gÈnome viral par une rÈaction 
díamplification en chaÓne par polymÈrase (PCR) peuvent Ítre rÈcoltÈs quand les anticorps sont apparus. DËs 
líapparition des lÈsions cutanÈes, le virus peut Ítre isolÈ jusquí‡ 35 jours aprËs et líacide nuclÈique peut Ítre mis 
en Èvidence par PCR jusquí‡ 3 mois aprËs (26, 27). La fraction leucocytaire (´ buffy coat ª) rÈcoltÈe ‡ partir de 
sang hÈparinÈ ou additionnÈ díEDTA (acide ÈthylËne-diamine-tÈtra-acÈtique) au cours du stade virÈmique de la 
maladie (avant la gÈnÈralisation des lÈsions ou dans les 4 jours qui suivent) peut aussi Ítre utilisÈe pour 
líisolement viral. Les Èchantillons destinÈs ‡ líhistologie doivent inclure les marges de la lÈsion et Ítre placÈs 
immÈdiatement aprËs leur prÈlËvement dans un flacon contenant un volume de formol ‡ 10 % Èquivalent ‡ 10 
fois celui de la lÈsion. 

Les tissus conservÈs dans du formol ne nÈcessitent pas de prÈcautions particuliËres pour leur transport. Les 
prÈlËvements sanguins sur anticoagulant destinÈs ‡ líisolement du virus ‡ partir de la fraction leucocytaire doivent 
Ítre placÈs immÈdiatement dans de la glace et traitÈs aussi vite que possible. Dans la pratique, ils peuvent Ítre 
conservÈs ‡ 4 dC pendant plus de 2 jours avant leur traitement, mais ils ne doivent en aucun cas Ítre congelÈs ou 
maintenus ‡ tempÈrature ambiante. Les tissus destinÈs ‡ líisolement du virus ou ‡ la dÈtection de líantigËne 
doivent Ítre conservÈs ‡ 4 dC dans la glace ou ‡ ñ20 dC. Si le transport des prÈlËvements ne peut Ítre effectuÈ 
sur de longues distances sous froid, le milieu de transport devra contenir 10 % de glycÈrol ; la taille des 
Èchantillons devra alors Ítre suffisante pour que le milieu de transport ne pÈnËtre pas au cúur du prÈlËvement 
qui servira ‡ líisolement viral. 

Le matÈriel destinÈ ‡ líhistologie devra Ítre prÈparÈ suivant les techniques usuelles et colorÈes ‡ 
líhÈmatoxyline-Èosine (HE) (2). Les prÈlËvements destinÈs ‡ líisolement du virus et de líantigËne sont dissociÈs ‡ 
líaide de ciseaux et de pinces stÈriles, broyÈs au mortier avec du sable stÈrile et un volume Èquivalent de solution 
physiologique tamponnÈe au phosphate (PBS) additionnÈ de pÈnicilline sodÈe (1 000 UnitÈs Internationales 
[UI]/ml), de sulfate de streptomycine (1 mg/ml), de mycostatine (100 UI/ml) ou de fongizone (2,5 μg/ml) et de 
nÈomycine (200 UI/ml). La suspension est congelÈeñdÈcongelÈe 3 fois de suite puis partiellement clarifiÈe par 
centrifugation ‡ 600 g pendant 10 min. La fraction leucocytaire peut Ítre recueillie ‡ partir du sang hÈparinÈ par 
centrifugation ‡ 600 g pendant 15 min et remise prÈcautionneusement en suspension dans 5 ml díeau bidistillÈe 
rÈfrigÈrÈe ‡ líaide díune pipette Pasteur stÈrile. AprËs un temps de latence de 30 s, on rajoute ‡ cette suspension 
5 ml de milieu de croissance rÈfrigÈrÈ concentrÈ 2 fois. Le mÈlange est alors centrifugÈ ‡ 600 g pendant 15 min ; 
le surnageant est ÈliminÈ et le culot cellulaire suspendu dans un milieu de croissance comme le milieu de Eagle 
modifiÈ par Glasgow (GMEM). AprËs centrifugation ‡ 600 g pendant 15 min, le culot est recueilli et ‡ nouveau 
suspendu dans 5 ml de GMEM frais. Une technique alternative consiste ‡ sÈparer la fraction leucocytaire de 
líÈchantillon de sang hÈparinÈ par utilisation díun gradient Ficoll. 

a) Culture 

Le virus de la DNC est apte ‡ se multiplier dans des tissus díorigine bovine, ovine ou caprine en culture, 
bien que les cultures de cellules de premiËre ou seconde explantation de testicule díagneau soient 
considÈrÈes comme les plus sensibles, particuliËrement celles issues díune lignÈe de moutons ‡ laine. Les 
Èchantillons de prÈlËvement prÈparÈs comme ci-dessus, par exemple 1 ml de surnageant de broyat 
cellulaire ou de plasma clarifiÈ, sont inoculÈs ‡ des cultures de cellules en boÓtes de 25 cms puis placÈs pour 
adsorption ‡ 37 dC pendant 1 h. La culture est ensuite lavÈe avec du tampon PBS chaud (37 dC) et 
recouverte de 10 ml díun milieu adÈquat tel que le GMEM additionnÈ díantibiotiques et de 2 % de sÈrum de 
veau foetal. On pourra aussi, les inoculer ‡ des tubes dits de tubes de Leighton contenant des lamelles de 
verre sur lesquelles on aura au prÈalable fait pousser des cellules sensibles, si líon en dispose. 

Les flacons seront examinÈs quotidiennement pendant 14 jours pour rechercher un Èventuel effet 
cytopathogËne (ECP) sur les cultures et le milieu sera changÈ lorsquíil deviendra trouble. Les cellules 
infectÈes dÈveloppent un ECP caractÈristique se manifestant par la rÈtraction de la membrane, 
Èventuellement par líarrondissement des cellules et la margination de la chromatine nuclÈaire. Au dÈbut, 
seules pourront Ítre observÈes quelques petites zones díECP, parfois dËs le 2e jour suivant líinfection ; dans 
les 4 ‡ 6 jours qui suivent, líECP síÈtend ‡ la totalitÈ du tapis. Síil níest pas dÈcelable au 14e jour, la culture 
devra subir 3 congÈlations-dÈcongÈlations successives, puis Ítre clarifiÈe par centrifugation, et le 
surnageant sera repris et inoculÈ ‡ de nouvelles cultures de cellules de testicule díagneau. Au premier signe 
díECP ou dËs les premiers signes de dÈgÈnÈrescence cellulaire affectant les cultures sur lamelles de verre, 
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celles-ci doivent Ítre retirÈes des tubes, fixÈes ‡ líacÈtone (‡ ñ20 dC) et colorÈes par líhÈmatoxyline-Èosine. 
Le diagnostic de líinfection par un poxvirus se fait par la mise en Èvidence dans le cytoplasme de corps 
díinclusion Èosinophiliques, de taille variable mais supÈrieure ‡ la moitiÈ de celle du noyau et entourÈs par 
un halo clair. LíECP peut Ítre ÈliminÈ ou attÈnuÈ par líadjonction au milieu de culture díun sÈrum spÈcifique 
anti-dermatose nodulaire contagieuse. LíherpËs-virus de la pseudo dermatose nodulaire contagieuse 
(Maladie díAllerton) produit des corps díinclusion intranuclÈaires de type A de Cowdry. La formation de 
syncitiums níest pas caractÈristique de líinfection par un capripoxvirus, ‡ la diffÈrence de líherpËsvirus 
responsable de la pseudo-dermatose nodulaire contagieuse. 

Les souches de capripoxvirus responsables de la DNC ont ÈtÈ adaptÈes ‡ la culture sur membrane 
chorio-allantoÔdienne díúuf embryonnÈ de poule ainsi quíaux cellules rÈnales en lignÈe continue de singe 
vert africain (Vero). 

• Microscopie Èlectronique 

Avant díeffectuer les opÈrations de centrifugation, le matÈriel issu de la biopsie originale et en suspension 
dans du PBS, est traitÈ en vu de son examen en microscopie Èlectronique ‡ transmission. Une gouttelette 
de cette suspension est dÈposÈe sur une grille de microscopie Èlectronique de 400 mesch hexagonales, 
prÈalablement recouverte díun film de nitrocellulose renforcÈ par des projections de carbone en vapeur de 
pentylamine. Au bout de 1 min, la grille est transfÈrÈe ‡ líaide de pinces spÈciales dans une goutte de 
tampon Tris/EDTA ‡ pH 7,8 durant 20 s puis dans une goutte díacide phosphotungstique ‡ 1 % et ‡ 
pH 7,2 pendant 10 s. Le surplus de suspension est ÈliminÈ par adsorption sur un morceau de papier filtre, 
puis la grille est sÈchÈe par agitation ‡ líair et placÈe dans le rÈceptacle porte-grille du microscope 
Èlectronique. Le capripoxvirus a la forme díune ´ brique ª recouverte de courts ÈlÈments tubulaires 
entrecroisÈs qui mesurent approximativement 290 w 270 nm. Une membrane dÈrivÈe de la cellule-hÙte peut 
englober certains virions et il faudra autant que possible effectuer plusieurs examens pour confirmer le 
diagnostic (21). 

Les capripox virus ne peuvent Ítre morphologiquement diffÈrenciÈs des orthopoxvirus mais, mis ‡ part les 
virus de la vaccine et de la variole qui sont tous les deux rares chez le bÈtail et ne causent pas díinfection 
gÈnÈralisÈe, aucun autre orthopoxvirus ne cause de lÈsions chez les bovins. Cependant, le virus de la 
vaccine peut Ítre ‡ líorigine díune infection gÈnÈralisÈe chez les jeunes veaux immunodÈprimÈs. A líinverse, 
les orthopoxvirus sont communÈment la cause díaffections cutanÈes chez le buffle, en particulier celui de la 
variole du buffle, maladie qui se manifeste habituellement par la prÈsence de lÈsions nodulaires sur les 
trayons mais qui peut causer des lÈsions en díautres sites tels que le pÈrinÈe, la partie mÈdiane des Èpaules 
et la tÍte. Líorthopoxvirus ‡ líorigine de la variole du buffle ne peut pas Ítre facilement distinguÈ en 
microscopie Èlectronique des capripoxvirus. Les parapoxvirus ‡ líorigine de la stomatite papuleuse et de la 
pseudo-variole sont plus petits, de forme ovale et recouverts par un simple ÈlÈment tubulaire continu qui 
donne líaspect de striation que líon observe ‡ la surface du virion. Le capripoxvirus est Ègalement diffÈrent 
de líherpËsvirus responsable de la pseudo-dermatose nodulaire contagieuse (maladie díAllerton). 

b) MÈthodes immunologiques 

• …preuves díimmunofluorescence 

LíantigËne du capripoxvirus peut aussi Ítre identifiÈ par immunofluorescence sur cultures infectÈes des 
lamelles de verre des tubes de Leighton. Ces lamelles ou lames couvre-objet peuvent Ítre lavÈes au PBS, 
sÈchÈes ‡ líair et fixÈes dans líacÈtone ‡ ñ20 dC pendant 10 min. LíÈpreuve indirecte faisant appel ‡ un 
immune-sÈrum bovin est sujet ‡ de trop grandes variations de la couleur de fond et ‡ líorigine de rÈactions 
non spÈcifiques. Cependant, un conjuguÈ direct peut Ítre prÈparÈ ‡ partir de sÈrums de bovins 
convalescents (ou de moutons ou chËvres convalescents de variole caprine) ou, encore, de lapins 
hyperimmunisÈs avec du capripoxvirus purifiÈ. Des cultures de cellules non infectÈes doivent Ítre utilisÈes 
comme tÈmoins nÈgatifs en raison des rÈactions croisÈes provoquÈes par les anticorps du sÈrum rajoutÈ ‡ 
la culture cellulaire et qui peuvent poser des problËmes. 

• …preuves díimmunodiffusion en gÈlose 

Une Èpreuve díimmunodiffusion en gÈlose (IDG) a ÈtÈ utilisÈe pour dÈtecter les antigËnes prÈcipitants du 
capripoxvirus mais le dÈsavantage de cette technique est que cet antigËne partage une partie commune 
avec les parapoxvirus. De líagarose ‡ 1 % est prÈparÈ en tampon borate ‡ pH 8,6, dissous par chauffage et 
2 ml est dÈposÈ sur une lame de verre de microscope (76 w 26 mm). Lorsque líagar est solidifiÈ, 6 puits sont 
dÈcoupÈs en rosette autour díun puits central. Chaque puits, díun diamËtre de 5 mm, est placÈ ‡ 7 mm de 
distance du milieu du puits central et du milieu de chacun des puits pÈriphÈriques voisins. Ces puits sont 
remplis de la faÁon suivante : 18 μl de la suspension prÈparÈe ‡ partir de la lÈsion sont placÈs dans trois 
des puits pÈriphÈriques, en alternance avec la suspension díantigËne positif servant de contrÙle, et 18 μl de 
sÈrum positif anti-capripoxvirus tÈmoin sont dÈposÈs dans le puits central. Les lamelles sont placÈes dans 
une chambre humide ‡ la tempÈrature du laboratoire pendant 48 h puis examinÈes par transparence ‡ líaide 
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díune boÓte lumineuse afin de visualiser les lignes de prÈcipitation. LíÈchantillon est positif si une ligne de 
prÈcipitation confluente se dÈveloppe entre le sÈrum tÈmoin et líantigËne positif tÈmoin. 

LíantigËne destinÈ aux rÈactions díimmunodiffusion en gÈlose est prÈparÈ de la maniËre suivante : 1 ou 
2 flacons de culture cellulaire de TA de 125 cms sont inoculÈs avec du capripoxvirus et congelÈs-dÈcongelÈs 
2 fois lorsque líECP atteint 90 % (8 ‡ 12 jours). Les cellules infectÈes cultivÈes dans leur milieu sont 
dÈcollÈes de leur support par agitation puis centrifugÈes ‡ 4 000 g pendant 15 min. La majeure partie du 
surnageant est recueillie et conservÈe sous rÈgime du froid, et le culot est remis en suspension dans le 
reste du surnageant. Les cellules doivent ensuite Ítre lysÈes par action des ultrasons pendant 60 s environ. 
La prÈparation homogËne obtenue est centrifugÈe comme prÈcÈdemment, et le surnageant est dËs lors 
aliquotÈ aprËs avoir ÈtÈ additionnÈ díun volume Èquivalent de sulfate díammonium saturÈ ‡ pH 7,4. AprËs 
avoir ÈtÈ maintenue pendant 1 h ‡ 4 dC, la suspension est centrifugÈe ‡ 4 000 g pendant 15 min, et le culot 
recueilli est ‡ nouveau suspendu dans un petit volume de solution saline ‡ 0,8 % en attendant son utilisation 
dans la rÈaction díimmunodiffusion. Les cultures non infectÈes subissent un traitement analogue pour 
produire un antigËne tissulaire tÈmoin (20). 

• MÈthode immuno-enzymatique  

Suite au clonage de la protÈine structurale P32 hautement antigÈnique du capripoxvirus, il est possible 
díutiliser líantigËne recombinant exprimÈ pour la production de rÈactifs de diagnostic, entre autres un 
antisÈrum polyclonal spÈcifique de la protÈine P32, et la production díanticorps monoclonaux. Ces rÈactifs 
ont facilitÈ le dÈveloppement díun ELISA hautement spÈcifique (5). En utilisant un antisÈrum de lapin obtenu 
par inoculation de lapins avec du capripoxvirus purifiÈ, de líantigËne de capripox peut Ítre mis en Èvidence 
sur une plaque ELISA dans des extraits de biopsies ou du surnageant de cultures cellulaires infectÈes. La 
prÈsence de líantigËne peut Ègalement Ítre dÈmontrÈe en utilisant un sÈrum de cobaye prÈparÈ contre une 
protÈine structurale P32 spÈcifique de groupe, une prÈparation commerciale díimmunoglobuline de lapin 
anti-cobaye conjuguÈe ‡ la peroxydase de radis et une solution substrat/chromogËne. 

c) MÈthodes de reconnaissance de líacide nuclÈique 

La PCR est une technique rapide et sensible pour la dÈtection du gÈnome des capripoxvirus dans du sang 
additionnÈ díEDTA, dans des biopsies ou des cultures de tissu. Cependant, elle ne permet pas la 
diffÈrentiation entre les virus de la DNC, de la clavelÈe ou de la variole caprine. Les amorces pour les gËnes 
de la protÈine díattachement et de la protÈine de fusion (17) sont spÈcifiques pour toutes les souches du 
genre Capripoxvirus. Par líÈtude des sÈquences ou de la phylogÈnÈtique, les souches de virus peuvent Ítre 
identifiÈes ; ce travail doit Ítre conduit dans des laboratoires de rÈfÈrence. Les diffÈrentes souches de virus 
peuvent aussi Ítre caractÈrisÈes par comparaison de leurs fragments de gÈnome obtenus par la digestion 
enzymatique de leur ADN purifiÈ par Hind III (1, 3, 19). Cette technique a permis de mettre en Èvidence des 
diffÈrences entre les isolats issus des diffÈrentes espËces mais ces diffÈrences ne sont pas consÈquentes ; 
en outre, il a ÈtÈ montrÈ des Èchanges de souches entre les espËces et mÍme la recombinaison entre 
souches du terrain (14, 15). 

Le gÈnome du virus de la DNC comporte vraisemblablement 156 gËnes (25). Un exemple de protocole 
publiÈ pour une PCR est dÈcrite ci-dessous (26). 

! RÈaction díamplification en chaÓne par polymÈrase 

! Protocole 

i) Congeler et dÈcongeler 200 µl de sang additionnÈ díEDTA et le suspendre dans 1000 µl de tampon de 
lyse. 

ii) DÈcouper les Èchantillons de peau ou díautres tissue en petits morceaux avec des ciseaux et des 
pinces stÈriles ou des lames de scalpel ‡ usage unique. Broyer dans un mortier avec un pilon. 
Suspendre líÈchantillon dans 1000 µl de tampon de lyse [tampon de lyse : 60 g de thiocyanate de 
guanidine ; 0,378 g de chlorure de potassium (KCl) ; 1 ml de Tris (1 M, pH 8) et 0,5 ml de Tween 20 
dans 100 ml díeau exempte de nuclÈase].  

iii) Ajouter 1 µl de protÈinase K (20 mg/ml, Invitrogen) dans les Èchantillons de sang et 10 µl de 
protÈinase K dans les Èchantillons de tissu. Incuber dans un four ‡ 56 dC pendant 2 h, puis chauffer ‡ 
100 dC pendant 10 min, afin díinactiver les enzymes. Ajouter 300 µl díun mÈlange de 
phÈnol/chloroforme/alcool isoamyl (25:24:1) dans les Èchantillons de sang et 1000 µl dans les 
Èchantillons de tissu. Passer au vortex et incuber ‡ tempÈrature ambiante pendant 10 min. Centrifuger 
les Èchantillons ‡ 10 000 g pendant 15 min ‡ 4 dC. RÈcupÈrer soigneusement la phase aqueuse 
supÈrieure et transfÈrer dans un tube propre de 2 ml. Ajouter deux volumes díÈthanol glacÈ (100 %). 
Placer les Èchantillons ‡ ñ20 dC pendant 1 h afin de prÈcipiter líADN. Centrifuger de nouveau ‡ 
10 000 g pendant 15 min ‡ 4 dC et Èliminer le surnageant. Laver les culots avec de líÈthanol ‡ 70 % 
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(100 µl) et centrifuger ‡ 10 000 g pendant 1 min ‡ 4 dC. …liminer le surnageant et sÈcher 
soigneusement les culots. Suspendre les culots dans 30 µl díeau exempte de nuclÈase (26). 

iv) Les amorces mises au point ‡ partir du gËne codant la protÈine díattachement sont dÈcrites par Ireland 
& Binepal (1998). La taille de líamplicon est de 192 pb. Les amorces ont les sÈquences suivantes: 

Amorce de tÍte : 5í-TTT-CCT-GAT-TTT-TCT-TAC-TAT-3í  

Amorce de queue : 5íñAAA-TTA-TAT-ACG-TAA-ATA-AC-3í. 

v) Líamplification de líADN est rÈalisÈe sous un volume final de 50 µl contenant : 5 µl de tampon PCR 
concentrÈ 10 fois, 1.5 µl de MgCl2 (50 mM), 1 µl de dNTP (10 mM), 1 µl díamorce de tÍte, 1 µl 
díamorce de queue, 1 µl de matrice ADN, 0.5 µl de Taq polymÈrase et 39 µl díeau exempte de 
nuclÈase. Le volume de la matrice ADN nÈcessaire peut varier et le volume díeau exempte díeau doit 
Ítre ajustÈ pour un volume final de 50 µl. 

vi) Incuber les Èchantillons dans le thermo-cycleur : premier cycle : 2 min ‡ 95 dC (Ètape initiale de 
dÈnaturation), deuxiËme cycle : 45 s ‡ 95 dC, 50 s ‡ 50 dC et 1 min ‡ 72 dC. RÈpÈter le deuxiËme cycle 
34 fois. Dernier cycle : 2 min ‡ 72 dC (Ètape finale díÈlongation) et conserver ‡ 4 dC jusquí‡ analyse. 

vii) MÈlanger 10 µl de chaque Èchantillon avec une solution de coloration et placer sur un gel díagarose ‡ 
1,5 % dans du tampon TBE (Tris-Borate-EDTA). Sur une ligne parallËle, placer un marqueur ADN pour 
100 pb. SÈparer les produits ‡ 80 V pendant 30 ‡ 40 min et visualiser.  

2. …preuves sÈrologiques 

Tous les virus du genre Capripoxvirus ont en commun un antigËne majeur pour les anticorps neutralisants et il 
níest donc pas possible de distinguer les souches de capripoxvirus de bovins, díovins et de caprins sur la base 
des techniques sÈrologiques. 

a) SÈroneutralisation du virus 

Un sÈrum ‡ tester peut Ítre titrÈ vis-‡-vis díun titre constant (100 DICT50 [Dose de virus infectant 50 % de la 
culture tissulaire) du capripoxvirus, ou bien une souche de rÈfÈrence de virus peut Ítre titrÈe vis-‡-vis díune 
dilution constante de sÈrum de rÈfÈrence, ce dans le but de calculer un index de neutralisation. Du fait des 
variations de sensibilitÈ des cultures tissulaires au capripoxvirus et des difficultÈs consÈquentes díobtention 
de 100 DICT50, la mÈthode de choix reste líindex de neutralisation. La description de cette Èpreuve fait appel 
‡ líutilisation de micro-plaques de titrage ‡ 96 puits ‡ fond plat pour culture cellulaire mais on peut aussi bien 
employer des tubes de culture en utilisant le volume de milieu de culture appropriÈ, bien quíil soit plus 
difficile de dÈterminer un titre prÈcis en tube. Líutilisation de cellules Vero dans ce type díÈpreuve de 
neutralisation donnerait de meilleurs rÈsultats. 

• Protocole 

i) Les sÈrums ‡ tester incluant un sÈrum tÈmoin positif et un nÈgatif sont diluÈs au 1/5 dans du milieu 
HEPES de Eagle (N-2-hydroxyethylpipÈrazine, N-2-acide sulfonique-Èthane) puis inactivÈs ‡ 
56 dC pendant 30 min. 

ii) 50 μl de sÈrum prÈalablement inactivÈ sont ensuite additionnÈs au contenu des cupules des colonnes 
1 et 2, rangÈes A ‡ H de la plaque de microtitrage. Le second sÈrum est placÈ dans les cupules 
des colonnes 3 et 4, le troisiËme dans les colonnes 5 et 6, le sÈrum tÈmoin positif dans les colonnes 
7 et 8, le sÈrum tÈmoin nÈgatif dans les colonnes 9 et 10, et 50 μl de milieu HEPES de Eagle sans 
sÈrum sont dÈposÈs dans les colonnes 11 et 12 et dans tous les puits de la rangÈe H. 

iii) Une souche de rÈfÈrence de capripoxvirus, habituellement une souche de vaccine connue pour ses 
aptitudes ‡ pousser facilement en culture de tissu ayant un titre logarithmique supÈrieur ‡ 6 DICT50 par 
ml, est diluÈe dans du milieu HEPES de Eagle et rÈpartie dans des flacons-bijoux afin díobtenir une 
sÈrie díÈchantillons de virus diluÈs respectivement ‡ 1/50, 1/40, 1/35, 1/20 et 1/15 DICT50 par ml 
(Èquivalant en log10 ‡ 3,7 ; 2,7 ; 2,2 ; 1,7 ; 1,2 ; 0,7 et 0,2 DICT50 par 50 μl). 

iv) Commencer par les puits de la rangÈe G et par la prÈparation virale la plus diluÈe en distribuant 50 μl 
dans chaque puits de la rangÈe. On rÈpÈtera líopÈration avec chaque dilution virale, la dilution de titre 
viral le plus ÈlevÈ Ètant placÈe dans le puits A. 

v) Les plaques sont recouvertes par un couvercle ou un film plastique et placÈes dans une Ètuve pendant 
1 h ‡ 37 dC. 

vi) Une suspension de cellules de TA dans du milieu de Eagle additionnÈ díantibiotiques et de 2 % de 
sÈrum de veau fútal est prÈparÈe ‡ partir de tapis cellulaires prÈalablement Ètablis ‡ raison de 
105 cellules/ml. A líissue de líincubation des plaques de titrage ‡ 37 dC, 100 μl de suspension cellulaire 
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sont ajoutÈs ‡ tous les puits, ‡ líexception des puits H11 et H12 qui servent de tÈmoins pour le milieu. 
Les autres puits de la rangÈe H sont les tÈmoins cellules et sÈrum. 

vii) Les plaques de titrage sont couvertes comme prÈcÈdemment et mises ‡ incuber pendant 1 h ‡ 37 dC 
pendant 9 jours. 

viii) Les tapis cellulaires sont examinÈs quotidiennement pendant 4 jours pour la recherche díun Èventuel 
ECP ‡ líaide díun microscope inversÈ. Les cellules de la rangÈe H ne doivent pas prÈsenter díECP. Si 
líon a utilisÈ la souche de capripoxvirus vaccinal 0240 KSGP, la lecture finale doit Ítre effectuÈe le 
9e jour suivant líinoculation, et le titre du virus sera calculÈ suivant la mÈthode de K‰rber (1931). Si la 
lecture est diffÈrÈe, il se produit une dissociation du complexe AntigËne-anticorps et le virus 
initialement neutralisÈ se sÈpare de líanticorps. 

ix) InterprÈtation des rÈsultats : le titre neutralisant correspond ‡ la diffÈrence logarithmique entre le titre 
obtenu avec un sÈrum nÈgatif et celui du sÈrum ‡ tester. Une rÈduction de titre supÈrieure ou Ègale ‡ 
1,5 log correspond ‡ un sÈrum positif. Le test peut Ítre plus sensible lorsque líon utilise un couple de 
sÈrums issu díun mÍme animal avant et aprËs infection. Ce en raison du fait que, suite ‡ une infection 
par le capripoxvirus, líimmunitÈ ‡ mÈdiation cellulaire prÈdomine ; un rÈsultat nÈgatif, particuliËrement 
consÈcutif ‡ une vaccination ‡ líissue de laquelle la rÈponse immunitaire est nÈcessairement faible, ne 
signifie donc pas que líanimal dont le sÈrum est issu níest pas protÈgÈ. 

On a dÈcrit une mÈthode ‡ virus constant et sÈrum variable utilisant des dilutions de sÈrum síÈtalant 
entre 1/5 et 1/500 et faisant appel ‡ des cellules musculaires díembryon de bovin. Du fait que la 
sensibilitÈ de ces cellules au capripoxvirus est plus faible que celle des cellules de TA, le problËme de 
dissociation du complexe antigËne-anticorps est rÈsolu. 

Les anticorps dirigÈs contre le capripoxvirus dËs le second jour suivant le dÈbut des signes cliniques. 
Ils restent dÈtectables durant 7 mois, mais un accroissement significatif de leur titre peut Ítre mis en 
Èvidence entre les 21e et 42e jours. 

b) Immunodiffusion en gÈlose 

LíÈpreuve díimmunodiffusion en gÈlose ne peut Ítre recommandÈe comme Èpreuve sÈrologique de 
diagnostic de la DNC du fait de la rÈaction croisÈe avec la stomatite papuleuse et la pseudo-cowpox, ‡ 
líorigine de rÈsultats faussement positifs. La perte de sensibilitÈ de líÈpreuve peut aussi engendrer des 
rÈsultats faussement nÈgatifs. 

c) …preuve de dÈtection des anticorps par immunofluorescence indirecte 

Les cultures de tissu infectÈes sur lamelles de tubes de Leighton ou sur lames de microscope peuvent Ítre 
utilisÈes pour les Èpreuves de dÈtection des anticorps par immunofluorescence indirecte. Des cultures de 
tissu tÈmoin non infectÈes et des sÈrums tÈmoins positif et nÈgatif seront inclus dans líÈpreuve. Les cultures 
infectÈes et les tÈmoins sont fixÈs dans líacÈtone ‡ ñ20 dC pendant 10 min et conservÈes ‡ 4 dC. Les 
sÈrums ‡ Èprouver seront diluÈs dans le tampon PBS ‡ partir du 1/20 ou du 1/40, et la positivitÈ Èventuelle 
de la rÈaction sera mise en Èvidence en utilisant des gamma-globulines anti-bovin conjuguÈes ‡ 
líisothiocyanate de fluorescÈine. Des rÈactions croisÈes peuvent se produire avec les virus de líecthyma, de 
la stomatite papuleuse et, peut-Ítre Ègalement, avec díautres poxvirus. 

d) Analyse par western blot 

Líanalyse par western blot des sÈrums ‡ Èprouver contre un lysat cellulaire infectÈ par le capripoxvirus est 
un systËme sensible et spÈcifique, utilisable pour la dÈtection des anticorps dirigÈs contre les protÈines 
structurales du capripoxvirus mais cette Èpreuve est co˚teuse et difficile ‡ mettre en úuvre. 

Les cellules de TA infectÈes par le capripoxvirus doivent Ítre rÈcoltÈes lorsque líECP atteint 90 % ; elles 
sont alors congelÈes-dÈcongelÈes 3 fois de suite et les dÈbris cellulaires culottÈs par centrifugation. Le 
surnageant doit Ítre dÈcantÈ et les protÈines sÈparÈes par SDS/PAGE (ÈlectrophorËse en gel de 
polyacrylamide/dodÈcyl sulfate de sodium). Un systËme de gel vertical discontinu faisant appel ‡ un stacking 
gel ‡ 5 % díacrylamide en tampon Tris (125 mM), pH 6,8 et SDS (0,1 %) et ‡ un gel de rÈsolution constituÈ 
par de líacrylamide (entre 10 et 12,5 %) en Tris (560 mM), pH 8,7 et du SDS (0,1 %) est recommandÈ pour 
cette utilisation avec un tampon ñ glycine courant contenant du Tris (250 mM), de la glycine (2 M), et du 
SDS (0,1 %). Les Èchantillons de surnageant doivent Ítre chauffÈs par Èbullition pendant 5 min dans un 
tampon de lyse appropriÈ avant díÍtre chargÈs sur le gel. Alternativement du virus purifiÈ ou des antigËnes 
recombinants peuvent Ítre utilisÈs ‡ la place de líantigËne issu de la culture de tissu. 

Des marqueurs de poids molÈculaire doivent Ítre dÈposÈs en mÍme temps que les Èchantillons de 
protÈines. Les protÈines sÈparÈes sur gel de polyacrylamide doivent Ítre transfÈrÈes ÈlectrophorÈtiquement 
sur une membrane de nitrocellulose. AprËs le transfert, la membrane est rincÈe minutieusement en PBS 
puis bloquÈe en tampon PBS additionnÈ de 3 % de sÈrum albumine bovine ou en PBS additionnÈ de 5 % de 
lait en poudre. Cette opÈration devra Ítre rÈalisÈe sur un agitateur-balanÁoire durant une nuit ‡ 4 dC. La 
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membrane de nitrocellulose est ensuite dÈcoupÈe en bandes soit ‡ líaide díun appareil permettant 
díÈprouver en mÍme temps un grand nombre de sÈrums, soit manuellement, chaque bande Ètant traitÈe 
sÈparÈment par la suite. La membrane est lavÈe minutieusement dans 5 bains successifs de PBS pendant 
5 min sur agitateur puis incubÈs ‡ tempÈrature ambiante pendant 1,5 h sur líagitateur avec le sÈrum 
appropriÈ diluÈ au 1/50 dans le tampon de blocage (PBS avec 3 % de sÈrum albumine bovine et 0,05 % de 
Tween 20 ou PBS avec 5 % de lait en poudre et 0,05 % de Tween 20). La membrane est ‡ nouveau lavÈe 
minutieusement et incubÈe (dans le tampon de blocage) avec des immunoglobulines anti-espËce 
conjuguÈes ‡ la peroxydase ‡ une dilution dÈterminÈe par titrage. AprËs une nouvelle incubation ‡ 
tempÈrature ambiante pendant 1,5 h, la membrane est lavÈe, et une solution de tÈtra-hydrochlorure de 
diaminobenzidine (10 mg dans 50 ml de tampon Tris-HCl, pH 7,5 et 20 μl de peroxyde díhydrogËne ‡ 
30 % [poids/poids]) est ajoutÈe. AprËs une incubation de 3 ‡ 7 min ‡ tempÈrature ambiante sur agitateur et 
sous observation constante, la rÈaction est stoppÈe par lavage en PBS avant quíune coloration trop 
importante du fond ne se manifeste. Un sÈrum tÈmoin positif et un sÈrum tÈmoin nÈgatif doivent Ítre utilisÈs 
dans chaque Èpreuve. 

Les Èchantillons positifs et le tÈmoin positif doivent produire une rÈponse conforme ‡ celle attendue pour 
des protÈines de poids molÈculaire de 67, 32, 26, 19 et 17 kDa (les protÈines structurales majeures du 
capripoxvirus), tandis que les sÈrums nÈgatifs ne donneront pas de rÈaction. Un sÈrum hyperimmun prÈparÈ 
vis-‡-vis des parapoxvirus (stomatite papuleuse bovine, pseudo-variole) rÈagira avec plusieurs protÈines du 
capripox virus mais pas avec la protÈine de 32 kDa spÈcifique du capripoxvirus. 

e) MÈthode immuno-enzymatique 

Un test ELISA pour la dÈtection des anticorps dirigÈs contre le capripoxvirus a ÈtÈ mis au point en utilisant la 
protÈine structurale P32 exprimÈe par le capripoxvirus et des anticorps monoclonaux prÈparÈs contre cette 
protÈine (8). 

C.  SP…CIFICATIONS APPLICABLES AUX VACCINS  
ET AUX PRODUITS BIOLOGIQUES ¿ USAGE DIAGNOSTIQUE 

Deux souches attÈnuÈes de capripoxvirus ont ÈtÈ utilisÈes dans la fabrication de vaccins spÈcifiques de la DNC 
(3, 4), díune part une souche ovine du Kenya et un virus de la variole caprine ayant subi 18 passages sur cellules 
de TA ou sur cellules foetales de muscle de veau, díautre part une souche díAfrique du Sud ayant subi 
60 passages sur cellules rÈnales díagneau et 20 passages sur membrane chorioallantoÔdienne díúuf embryonnÈ. 
Toutes les souches de capripoxvirus examinÈes, quíelles proviennent de bovin, díovin ou de caprin, ont un site 
neutralisant majeur commun, ce qui dÈtermine le fait que tout animal ayant guÈri díune affection causÈe par líune 
des souches est rÈsistant ‡ líinfection causÈe par líune des autres. En consÈquence, il est possible de protÈger 
les bovins contre la DNC en utilisant des souches de capripoxvirus issues de moutons ou de chËvres (10). En 
1989 et 1990, la souche roumaine de variole ovine a ÈtÈ utilisÈe pour contrÙler les foyers de DNC en …gypte (22). 
Cependant, il est indispensable díeffectuer des contrÙles prÈalables, tout particuliËrement dans les races les plus 
sensibles ‡ líacmÈ de la lactation, avant díintroduire une souche vaccinale non habituellement utilisÈe chez les 
bovins. La protection confÈrÈe par la vaccination persiste vraisemblablement toute la vie malgrÈ la chute de 
líimmunitÈ car le capripoxvirus se rÈplique au niveau du site díinoculation, mais ne provoque pas díinfection 
gÈnÈralisÈe. Les deux souches de capripoxvirus utilisÈes en routine dans les vaccins sont susceptibles de 
produire une vaste rÈaction locale au site díinoculation, notamment dans les races de Bos taurus (11), ce que 
certains Èleveurs acceptent difficilement. Ce fait a parfois empÍchÈ líutilisation du vaccin, mÍme si les 
consÈquences pathologiques engendrÈes par un foyer de DNC sont inÈvitablement plus sÈvËres. 

Une nouvelle gÈnÈration de vaccins contre les capripoxvirus, en cours de mise au point , fait appel au gÈnome du 
capripoxvirus comme vecteur de gËnes díautres agents pathogËnes pour les ruminants, comme par exemple les 
gËnes des virus de la peste bovine ou de la peste des petits ruminants. Ce vaccin recombinant confËre une 
protection ‡ la fois contre la DNC et la peste bovine ‡ la suite díune seule vaccination (24, 27). 

1. Gestion des semences virales 

a) CaractÈristiques de la semence virale 

Les souches de capripox virus utilisÈes pour la production des vaccins doivent Ítre accompagnÈes díun 
document mentionnant leur origine et le nombre de passages en culture ou sur animaux quíelles ont subi. 
Elles doivent Ítre inoffensives afin de pouvoir Ítre utilisÈes chez tous les animaux auxquels elles sont 
destinÈes, y compris les femelles en gestation. Elles ne doivent Ègalement pas Ítre transmissibles, rester 
attÈnuÈes ‡ la suite díun passage ultÈrieur en culture cellulaire et engendrer une protection totale durant 
une annÈe au moins ‡ la suite díune Èpreuve virulente. Une certaine quantitÈ de la semence primaire 
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vaccinale doit Ítre prÈparÈe et conservÈe en vue de permettre la constitution díune semence de travail 
destinÈe ‡ une production rÈguliËre de vaccin.  

b) MÈthodes de culture  

Les vaccins doivent Ítre lyophilisÈs et conservÈs dans des fioles de 2 ml ‡ ñ20 dC. Elles peuvent aussi Ítre 
conservÈes non dÈshydratÈes ‡ ñ20 dC mais, dans cet Ètat, elles sont plus stables ‡ ñ70 dC ou ‡ une 
tempÈrature infÈrieure. Le virus doit Ítre produit sur des cellules de TA, voire de cellules de mouton, en 
culture cellulaire de premiËre ou seconde explantation afin díobtenir une production virale maximale. Les 
cellules VERO peuvent Ègalement Ítre utilisÈes pour cette production. 

c) Validation de la semence candidate comme semence vaccinale 

Les lots de virus doivent prÈsenter les caractÈristiques suivantes : 

i) PuretÈ : ils doivent Ítre exempts de contaminants viraux, en particulier de pestivirus tels que ceux de la 
Border disease et de la Maladie des muqueuses, de bactÈries, de champignons et/ou de 
mycoplasmes. 

ii) SÈcuritÈ : ils doivent produire un minimum de rÈactions cliniques dans toutes les races de bovin chez 
lesquelles il est utilisÈ dans le respect des voies recommandÈes. 

iii) EfficacitÈ : ils doivent stimuler líimmunitÈ des bovins quelle que soit leur race pendant au moins 1 an. 

Les tests nÈcessaires pour rÈaliser ces contrÙles sont dÈcrits dans la section C.4. 

2. MÈthode de fabrication 

Les lots de vaccin sont produits sur des tapis de cellules de TA en culture primaire ou secondaire fraÓchement 
produites. Un Èchantillon du stock viral lyophilisÈ est remis en suspension dans du GMEM et inoculÈ ‡ des tapis 
de cellules de TA prÈalablement lavÈs avec du PBS tiËde puis mis ‡ adsorber pendant 15 min ‡ 37 dC. La culture 
est ensuite recouverte de GMEM. LíECP se manifeste au bout de 4 ‡ 6 jours par une lyse de 50 ‡ 70 % du tapis. 
La culture est alors congelÈe-dÈcongelÈe 3 fois et la suspension obtenue est centrifugÈe ‡ 600 g pendant 20 min. 
Avant díÍtre rÈcoltÈe, la culture doit Ítre examinÈe afin de dÈtecter un Èventuel ECP non spÈcifique, une opacitÈ 
du milieu de culture ou un changement du pH traduisant une Èventuelle contamination. Un second passage doit 
Ítre effectuÈ afin díobtenir une quantitÈ suffisante de virus pour la production díun lot de vaccin (pour produire 
10 millions de doses de vaccin, il est nÈcessaire díutiliser 5 flacons de 175 cm2). 

Ce procÈdÈ est renouvelÈ autant de fois que nÈcessaire et les culots cellulaires issus de chaque flacon sont 
rÈcoltÈs individuellement et remis en suspension dans un volume Ègal díhydrolysat de lactalbumine ‡ 5 %, stÈrile 
et rÈfrigÈrÈ, additionnÈ de 10 % de sucrose. Ils sont alors aliquotÈs en flacons numÈrotÈs avant díÍtre congelÈs ‡ 
ñ20 dC. Avant díÍtre stockÈs, 0,2 ml de chaque flacon sont prÈlevÈs en vue díun contrÙle de stÈrilitÈ. 0,2 ml sont 
‡ nouveau prÈlevÈs. Un pool de 2 ml constituÈ díÈchantillons de 0,2 ml chacun issus de 10 flacons est utilisÈ pour 
le titrage du virus. Un enregistrement du suivi de toutes les procÈdures sera conservÈ pour tous les lots de 
vaccin. 

3. ContrÙles en cours de fabrication 

Cellules : les cellules doivent provenir de TA en bonne santÈ issu díun troupeau indemne de tremblante. Durant 
leur mise en culture, elles ne doivent pas prÈsenter díECP et avoir une morphologie normale (‡ prÈdominance 
fibroblastique). Elles peuvent normalement subir plus díune dizaine de subcultures. Lorsquíelles sont utilisÈes 
pour la production de vaccin, des cultures tÈmoin non infectÈes doivent Ítre rÈalisÈes en parallËle et maintenues 
en observation pendant un laps de temps au moins Èquivalent ‡ la durÈe díune subculture supplÈmentaire. Elles 
doivent Ítre testÈes pour rechercher la prÈsence díune Èventuelle souche non cytopathogËne du virus de la 
diarrhÈe virale bovine ou de la Border disease par la technique díimmunofluorescence ou díimmunoperoxydase. 
Lorsque cela síavËre possible, les cellules sont prÈparÈes et triÈes avant la production vaccinale, et on en 
congËle un stock aliquotÈ (flacons de 1 ‡ 2 ml contenant 20 millions de cellules/ml) dans du DMSO (dimÈthyle 
sulfoxyde) stÈrile en azote liquide. Le sÈrum utilisÈ dans le milieu de croissance doit Ítre exempt díanticorps 
anti-capripoxvirus et de pestivirus. 

Virus : la souche de virus et le vaccin avec lequel il a ÈtÈ prÈparÈ doivent Ítre titrÈs sur des cultures de tissu en 
tubes ou en microplaques. Bien quíil suffise de 2 000 DICT50 de virus pour obtenir une protection, il est 
recommandÈ que le vaccin soit fabriquÈ avec une souche de virus sauvage du Kenya ou díAfrique du sud titrant 
au moins 3 500 DICT50. Le capripoxvirus est trËs sensible aux rayons ultraviolets qui líinactivent et il est 
nÈcessaire de tenir compte de ce fait pour Èviter une Èventuelle perte díactivitÈ sur le terrain. Pour une utilisation 
chez les bovins sur le terrain du vaccin fabriquÈ avec la souche roumaine du virus de la variole du mouton, le titre 
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recommandÈ est de 2 500 doses infectieuses pour le mouton (DIM50) et la dose de vaccin fabriquÈ avec la 
souche roumaine RM65 du virus de la variole du mouton est de 3 000 DICT50 (11).  

Des Èchantillons de vaccin doivent Ítre testÈs pour la recherche díÈventuels contaminants viraux, en particulier 
de souches cytopathogËnes et non cytopathogËnes de pestivirus ; ils doivent Ítre Ègalement mÈlangÈs avec un 
immunsÈrum de capripoxvurus de titre ÈlevÈ et qui ne contient pas díanticorps anti-pestivirus, afin de prÈvenir 
une Èventuelle interfÈrence du virus vaccinal lui-mÍme lors de la rÈaction. Le vaccin doit Ítre maintenu ‡ ñ20 dC 
jusquí‡ la fin des titrages et des tests de stÈrilitÈ, temps au bout duquel il peut Ítre lyophilisÈ. Un titrage 
supplÈmentaire peut Ítre rÈalisÈ sur 5 flacons de vaccin lyophilisÈ prÈlevÈs au hasard, afin de confirmer le titre. 

4. ContrÙles des lots 

a) StÈrilitÈ 

Les tests de stÈrilitÈ et díabsence de contamination ‡ partir de matÈriel biologique sont dÈcrits au Chapitre 
I.1.9., ´ ContrÙle de la stÈrilitÈ ou de líabsence de contamination des matÈriels biologiques ª. 

b) InnocuitÈ et efficacitÈ 

Six bovins sensibles au virus de la DNC sont placÈs dans une unitÈ de haute sÈcuritÈ pour grands animaux 
et du sang leur est prÈlevÈ. Cinq flacons de vaccin lyophilisÈ sont choisis au hasard. On rajoute ‡ chacun du 
PBS stÈrile pour les reconstituer et on les mÈlange. Deux des bovins reÁoivent 100 doses de vaccin. Le 
restant du vaccin est diluÈ dans du PBS stÈrile et deux autres bovins sont inoculÈs par voie sous-cutanÈe 
avec la dose vaccinale recommandÈe. Les deux derniers animaux servent de tÈmoin. Tous les bovins 
subissent un examen clinique quotidien et leur tempÈrature rectale est relevÈe. Le 21e jour suivant la 
vaccination, une prise de sang est ‡ nouveau rÈalisÈe sur les 6 animaux, ‡ la suite de laquelle ils reÁoivent 
une Èpreuve virulente díune souche connue de capripoxvirus par inoculation intradermique. Ils sont ensuite 
examinÈs durant les 2 semaines suivantes. Les animaux tÈmoins doivent dÈvelopper des signes cliniques 
de DNC, tandis que les bovins vaccinÈs ne doivent prÈsenter aucune rÈaction locale ou gÈnÈrale autre 
quíune rÈaction díhypersensibilitÈ de type retardÈ qui doit disparaÓtre au bout de 4 jours. Des prÈlËvements 
de sÈrum sont ‡ nouveau effectuÈs le 30e jour aprËs la vaccination. Les Èchantillons de sÈrum prÈlevÈs le 
21e jour font líobjet díune sÈroneutralisation vis-‡-vis de souches virales sÈlectionnÈes ayant pu contaminer 
le vaccin pendant sa prÈparation, et les sÈrums prÈlevÈs le jour de la vaccination et 1 mois plus tard sont 
Ègalement testÈs vis-‡-vis du pestivirus pour confirmer líabsence díune Èventuelle contamination. Du fait de 
la variabilitÈ de la rÈponse des bovins ‡ líÈpreuve virulente rÈalisÈe avec le virus de la DNC, une maladie 
gÈnÈralisÈe ne doit pas Ítre systÈmatiquement recherchÈe chez les animaux tÈmoins mais seulement une 
importante rÈaction locale. 

Le vaccin reconstituÈ est Ègalement testÈ chez la souris et le cobaye. Deux cobayes reÁoivent 0,5 ml de 
vaccin par voie intramusculaire au niveau de la patte postÈrieure, tandis que 2 autres cobayes et 6 souris 
reÁoivent respectivement, par voie intrapÈritonÈale, 0,5 et 0,1 ml de la suspension vaccinale. Deux cobayes 
et 4 souris sont conservÈs comme tÈmoins non inoculÈs. Les animaux sont observÈs durant 3 semaines, 
sacrifiÈs de faÁon humanitaire et autopsiÈs. Ils ne doivent pas prÈsenter de pathologie liÈe au vaccin.  

c) Tests díactivitÈ 

Chez les bovins, les tests díactivitÈ ayant trait aux souches de capripoxvirus doivent Ítre entrepris lorsque la 
dose minimum immunisante níest pas connue. Celle-ci est gÈnÈralement dÈterminÈe par comparaison des 
titres des Èpreuves virulentes effectuÈes sur les flancs díanimaux vaccinÈs et non vaccinÈs. ¿ la suite de la 
vaccination, les flancs díau moins 3 bovins ayant reÁu le vaccin et de 3 tÈmoins sont rasÈs. Des dilutions 
logarithmiques de virus díÈpreuve sont prÈparÈes en PBS stÈrile et 6 dilutions sont injectÈes par voie 
intradermique (0,1 ml par inoculum) sur une ligne horizontale sur le flanc des animaux. Ces injections sont 
rÈpÈtÈes 3 fois avec les mÍmes dilutions sur 3 lignes au dessous de la ligne supÈrieure. Un údËme localisÈ 
peut se dÈvelopper au niveau des 24 points díinoculation chez les animaux tÈmoins, bien quíil soit 
prÈfÈrable quíil ne se manifeste quíune petite rÈaction ou pas de rÈaction du tout au niveau des 4 sites o˘ la 
plus grande dilution de virus a ÈtÈ injectÈe. Les animaux vaccinÈs peuvent manifester dans les 24 h aprËs 
líinjection une rÈaction díhypersensibilitÈ qui doit síattÈnuer rapidement. Des petites aires de nÈcrose 
peuvent se produire au niveau du point díinoculation du virus le plus concentrÈ. Le titre du virus est ÈvaluÈ 
tant chez les animaux vaccinÈs que chez les tÈmoins ; une diffÈrence de titre de 2,5 log10 permet de 
conclure ‡ une bonne protection. 

d) DurÈe de líimmunitÈ 

LíimmunitÈ confÈrÈe par la vaccination avec la souche sauvage kenyane virulente est díau moins 2 ans, 
celle confÈrÈe par la souche de vaccin sud-africain est de 3 ans, et la protection obtenue ‡ la suite díune 
Èpreuve virulente persiste toute la vie. La durÈe de líimmunitÈ produite par díautres souches vaccinales doit 
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Ítre vÈrifiÈe chez les bovins en effectuant des tests de contrÙle dans une zone o˘ il níy a aucune possibilitÈ 
díinterfÈrence avec díautres souches sauvages de capripoxvirus. 

e) StabilitÈ 

Un vaccin contre la DNC correctement lyophilisÈ, particuliËrement síil contient un agent protecteur tel que du 
sucrose ou de líhydrolysat de lactalbumine, est stable pendant 25 ans síil est stockÈ ‡ ñ20 dC, et 2 ‡ 4 ans 
lorsquíil est conservÈ ‡ 4 dC. Il est Èvident quíil est Ègalement stable ‡ des tempÈratures plus ÈlevÈes mais 
aucune expÈrimentation permettant de le vÈrifier nía jusquí‡ prÈsent ÈtÈ effectuÈe. 

f) Agents de conservation 

Aucun agent conservateur autre quíune substance protectrice telle que du sucrose ou de líhydrolysat de 
lactalbumine níest requis pour les prÈparations lyophilisÈes. 

g) PrÈcautions d'emploi et Mise en garde 

Aucune prÈcaution spÈciale níest ‡ prendre mis ‡ part celles concernant la stÈrilitÈ et líÈventuelle 
contamination par díautres agents viraux. Le virus de la DNC ne prÈsente aucun risque pour la santÈ 
humaine. 

5. ContrÙles du produit fini 

a) InnocuitÈ 

Les tests de sÈcuritÈ doivent Ítre effectuÈs sur chaque lot de vaccin comme dÈcrit dans la section C.4.b. 

b) EfficacitÈ 

Lorsque líefficacitÈ díune souche destinÈe ‡ Ítre utilisÈe dans la fabrication díun vaccin a ÈtÈ dÈterminÈe 
quant ‡ la dose minimum permettant díengendrer líimmunitÈ, il níest pas nÈcessaire de rÈitÈrer les essais 
sur chaque lot, ‡ la condition que le titre du virus prÈsent ait ÈtÈ vÈrifiÈ. 
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NB : Il existe plusieurs Laboratoires de rÈfÈrence de líOIE pour la Dermatose nodulaire contagieuse (se reporter 
‡ la liste de la partie 3 de ce Manuel terrestre ou consulter le site internet de líOIE pour une liste actualisÈe : 
www.oie.int). 


