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PREAMBULE

Ce document deécrit les différentes méthodes vdidées par les Groupements de Défense
Sanitaire francais et leur Fédération Nationale, permettant de présumer qu'un bovin n'est pas
Infecté Permanent Immunotolérant (IP1) &I’ égard du virus delaBVD.

Il conditue la référence a utiliser lors de toute demande de garantie concernant la BVD a
I'occason de mouvement(s) impliquant un ou pluseurs bovins: transactions (achat, pré,
penson, ...) ou paticipation a des rassemblements de courte durée (concours, comices,
expogtions, ...).

En effet, les Groupements de Défense Sanitaire et leur Fédération Nationde ont convenu que
de telles demandes ne peuvent concerner que les bovins fasant eux-mémes I'objet de
mouvements, et ne peuvent porter que sur le fait que ces animaux ne soient pas IP1.

Dans tous les cas, le choix de faire cette demande reste a I’ entiere décison du responsable du
site accueillant le(s) bovin(s), la prise de garanties a I'égard de la BVD ne condituant en rien
une obligation.

En outre, il convient de rappeler ici les limites générdes de la garantie susceptible d'ére aing
apportée, qui ressortent de deux domaines principaux :

- la technique, a savoir quaucune méhode d'andyse n'est fiable a 100%. Sur le
nombre de tests rédises, quelques réaultats faussement pogtifs et/ou faussement
négatifs sont inévitables ;

- I'épidémiologie, dans la mesure ou il exige d autres sources de virus que les IPI, et
d autres circongances de contamination que les mouvements d'animaux (méme Sil
Sagit 1a d'un risque maeur). Le fat de Sassurer que les bovins introduits ne sont pas
IPl ne conditue donc pas une protection infallible a I'égard de la BVD, mas
smplement une précaution possble parmi dautres. Cda ne dispense notamment
nullement de la mise en quarantaine a I'introduction, mesure fondamentde vis a vis
tant de laBVD que de nombreuses autres maadies.

Toutefois, la mise en oawnvre du présent référentid permet d apporter quant au statut de norr
[P d'un bovin une garantie estimée au moins égae a 99,9 %. Elle est essentiellement destinée
aux animaux de reproduction et aux bovins en contact direct avec ces derniers, la démarche ne
présentant que tres peu dintéré pour les animaux dengraissement sans contact avec des
reproducteurs.
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Dans un premier temps, les différents criteres permettant de présumer qu'un anima est non
IPI seront décrits. 1ls peuvent étre regroupés en deux catégories :

- des méhodes pouvant ére qudifiées de «directes», c'est-adire fondées sur les
résultats d'andyses de I'enimd fasant lui-méme I'objet de la garantie. Ce chapitre
sa l'occason de passr en revue les différentes techniques de laboratoire
actudlement utilisables pour le dépistage des bovins IPI, e de faire un point rapide sur
leurs principes, caractéritiques et limites respectifs ;

- des méthodes pouvant étre qudifiées d «indirectes», c'est-a-dire nécesstant la prise
en compte d analyses rédisées sur d' autres animaux du troupeau.

Une synthese des différents criteres sera ensuite rédisée, pour aboutir a la définition d'un
référentid du statut de « bovin nor+IPI ».,

I. Analysesportant sur I’animal lui-méme
1. Techniquesvirologiques
Principe ; outils disponibles

Ces techniques ont en commun le fait qu'eles reposent sur la mise en évidence «directe » de
tout ou patie du virus. Sur anima vivant, les prdévements dassquement utilists sont le lait

et lesang.

Dans ce contexte, trois grandes familles de tests sont utilisables:

o0 ELISA, baste sur la mise en évidence de dtes antigéniques particuliers de différentes
paties du virus. Plusieurs antigenes servent and de support a différents kits de
dépistage : gp25 (= E1), gp44 (= EO = Eg/Ens), gp48 (= Erns), gp53 (= E2), P8O (=
NS2/3).

L'antigénémie P80 et actudlement, de trés loin, la plus utilisée sur le teran,
notamment en raison du caractere commun de la protéine P80 a toutes les souches
connues de BVDV.

0 PCR (Polymerase Chain Reaction), basée sur la mise en évidence, gores amplification,
du matérid généique du virus. Pluseurs laboratoires développent actuelement des
kits de diagnogtic reposant sur ce principe.

o Culture cdlulaire: gores mise en culture de I'échantillon, destinée a multiplier le virus
éventudlement présent, ce dernier est visudisé en immunofluorescence.

Principales caractéristiques des différents outils

Les tests ELISA sont disponibles sur préévements sanguins et, depuis peu, cutanés, aors que
la recherche du virus par PCR es rédisable sur échantillons de sang et de lait. La culture
cdlulaire peut ére effectuée a partir de tout substrat biologique, notamment le sang et le

sperme.

Les sangs ou laits de méange doivent ére traités par PCR, les deux autres techniques restant
limitées, dans la pratique courante, aux andyses individuelles.

Cas paticulier du lait de tank : du fat de I'dosence de lige formdisée des animaux inclus
dans le prdevement, il sera nécessaire d attester que le bovin objet de la grantie entrait bien
dans la conditution du mélange andyse. Pour cette raison, un résultat unique ne peut étre
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retenu pour inscrire I'anima sur une liste de bovins nontIPl. Une seconde andyse PCR sur
lait de tank, distante de 3 a6 mois, et nécessaire. (Cf. §11. 4.)

En dépit dun manque de références rédles concernant leurs caractéristiques techniques,
I’ expérience permet de reconnaitre aux trois types de tests, sur le sang et/ou sur le lait, des
performances satisfaisantes, tant en termes de sensbilité que de spécificité. Ces tests sont
donc de ce fait utilisables dans le cadre d’un apport de garanties a I'égard de la BVD. En
revanche, les andyses ELISA sur préévements cutanés ne peuvent actuelement ére retenues,
du fait d’un mangue de recul concernant cette technique.

Limitesdes outils utilisables ; conséquences

Quelle que soit latechnique utilisée, deux types de limites se présentent toujours :
- par défaut : desanimaux IPl ne seront pas détecteés ;
- par excés: des animaux fourniront a I'analyse un résultat pogtif dors qu'ils ne sont
pas |Pl.

Pour I'antigénémie et la culture celulare, les ereurs par défaut sont fréquentes lors
d utilisation sur des animaux de moins de 6 mois, chez lesques la présence d anticorps
maernes diminue fortement la senghbilité de ces tests. Un résultat négatif en antigénémie
ou culture cdlulaire ne pourra donc ére pris en compte pour le statut de non-IPI que
Sil est obtenu sur un bovin agé de 6 mois au moins. En ce qui concerne la technique
PCR, son excellente sensibilité permet d’obtenir des résultats fiables quel que soit |’ age
del’animal testé.

Les ereurs par excés se produiront mgoritarement sur des bovins en phase de virémie
trangtoire, lors de dépistage par PCR ou culture cdlulaire et, dans une moindre mesure, par
antigénémie. En effet ces animaux sont, comme les IPl, porteurs du virus, méme 9§ cCet en
guantités moindres. Dans ce cas les réaultats négatifs de deux tests virologiques ultérieurs, ou
d'une virologie asociée a une sropodtivité P80, fourniront la preuve de la virémie
trangtoire, et permettront d’ accorder au bovin le statut de nor+1PI.

2. Techniques sérologiques
Principe ; outils disponibles

Ces techniques reposent sur la mise en évidence des témoins du contact, plus ou moins récent,
dun animd avec le virus, que sont les anticorps. Elles fournissent un résultat postif, que le
virus BVD incriminé soit d’ origine sauvage ou vaccinde.

Or, en regle générde, les IP ne produisent pas d anticorps contre les antigenes communs aux
différentes souches de BVDV, type P80 : un bovin séropositif P80 pourra donc étre consdéré
comme non-1PI.

En revanche, un bovin présentant une s&rologie podtive a I'égad d'un antigéne varigble
d une souche virde a I'autre peut magre tout ére IPI. En effet, tolérant al’égard de la souche
«X », il développera, en cas de contact avec une souche «Y », des anticorps spécifiques a
cette derniere, qui positiveront les recherches sérol ogiques correspondantes.

Ré&f/BVD/01 Page 4 sur 4
Rév C- 15/06/05



Seules les techniques sérologiques utilisant des anticor ps communs a toutes les souches
virales seront donc utilisables dans le cadre d’un apport de garanties pour le statut de
non-1PI. 11 Sagit en pratique de la sérologie EL I SA P80.

Principales caractéristiques des outils utilisables

La s&rologie ELISA P80 et disponible sur prélévements de sang et de lait, sous forme
dandyses individudles e de méange Néanmoins, son utilisation dans le cadre de la
connaissance du daut d'un anima donné devra bien entendu ére limitée aux anayses
individudles postives, le fait dgppartenir a un méange postif ne condituant nullement une
preuve que I’anima congdéré soit Iui-méme porteur d anticorps.

Comme pour les techniques virologiques, |'expérience acquise conduit & Iui reconndtre des
caractéristiques de sensibilité et de spécificité suffisantes pour permettre son utilisation
dansle cadre de I’ apport de garantiesal’égard dela BVD.

Limitesdes outils utilisables ; conséquences
Commelavirologie, la s&rologie connait des limites par défaut et par exces.

Dans le cas précis de la recherche d anticorps anti-BVD, les erreurs les plus fréquentes se
produiront par exces, sur de jeunes animaux porteurs d anticorps maternes. En effet |'anadyse
pourra adors fournir un résultat postif par déection des aticorps de la mére, adors que
lanimd lu-méme et ingpte a en produire. Dans ces conditions, des IPI sont donc
susceptibles de présenter une s&rologie podtive. Un résultat postif en sérologie ne pourra
par conséquent étre pris en compte pour le statut de non-I1PI que Sil est obtenu sur un
bovin &gé de 6 moisau moins.

A linverse, la plupat des bovins présentant une Siologie négative ne sont, fort
heureusement, pas IPl, mais nont tout Smplement jamais &é en contact avec le BVDV. A
ceux-1a, le réautat négatif d une recherche virologique permettra d accorder le statut de non
IPI.

3. Casdesveaux agésde moinsde 6 mois

Chez ce type de bovins, la présence possble danticorps maternels et susceptible de
perturber la détection du virus, rendant peu fables les réaultats obtenus en virologie, sauf pour
latechnique PCR (cf. § 1. 1. « Limites des outils utilisables »).

Cependant, s une andyse s&ologique, effectuée concomitamment, apporte la preuve de
I'absence d'anticorps maternels, un résultat négetif en virologie peut dors tout a fait
vaablement étre pris en compte.

En conséquence, les veaux agés de moins de 6 mois négatifs en PCR, ou présentant a la
fois une virologie et une sérologie individuelle négatives, pourront bénéficier du statut de
non-1PI.
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[I. Critéresprenant en compte des analysesréalisées sur tout ou partie du troupeau

Certains devages, du fat dun suivi rédis® a titre individud ou collectif, bénéficient d'une
connaissance du datut de tout ou partie de leurs animaux a |'égard de la BVD, susceptible
d étre utilisée lors de demande de garanties vis a vis de cette maadie.

Différentes méhodes peuvent é&re misess en oawvre pour ['acquistion dune tele
connaissance. Pour pouvoir ére prises en compte dans le cadre d'un apport de garanties a
I’égard de la BVD, €les ne doivent recourir qu'aux techniques d andyses retenues ci-dessus,
assorties des éventuelles restrictions énoncées.

1. Bovin appartenant a un lot au moins séronégatif a 80 %

Lorsqu'un lot de bovins héberge un IPI, cdui-ci provoque la séroconversion de la mgorité de
Ses congéneres, qui gpparai ssent donc seropositifs.

A contrario, lorsqgue la plupat des animaux d'un lot sont séronégatifs, il et loishle de
présumer qu’ aucun de ces animaux n'est |PI.

Cette démarche, pour ére utilissble dans le cadre d'un apport de garanties a I'égard de la
BVD, doit néanmoins ére gopliquée a un lot de talle suffisante, conditué depuis
auffisamment longtemps (cf. cahier des charges nationd CC/BVD/01), compose de bovins
agés de 6 mois au moins et testés individud lement en sérologie.

2. Vache laitiere appartenant a un troupeau au moins séronégatif a 90 % sur
la derniére analyse, et au moins séronégatif a 70 % sur la précédente

Le raisonnement précédent peut ére gppliqué aux troupeaux de vaches latieres regulierement
testés en sérologie sur le lait de tank (au moins 3 anayses distantes de 4 a 8 moais), dans la
mesure ou I'anima objet de la garantie et présent dans I'devage, et en lactation, avec une
antériorité auffisante (cf. cahier des charges nationd CC/BVD/0l) par repport au résultat
s&rologique considéré.

3. Vache laitiére appartenant a un troupeau n’atteignant pas le critere
précédent, mais au moins séronégatif & 70 % sur les 2 dernieres analyses

La démarche précédente peut ére dargie aux troupeaux magoritarement séronégetifs, mas
n'ateignant pas un taux de 90 %. Pour ce fare, la chronologie des résultats sérologiques
obtenus sur le lait de tank doit fournir la preuve que le nombre de bovins séropogtifs est
stable ou décroissant dans le temps (cf. cahier des charges national CC/BVD/01).

Néanmoins, |'gpport de garanties a |'égard de la BVD doit dans ce cas étre limité aux vaches
dont le rang de lactation est supérieur ou éga a 2.

4. Vache laitiere appartenant a un troupeau ayant obtenu deux résultats
négatifsen PCR sur lelait de tank

Le recours a deux tests PCR, dans la mesure ou ils sont séparés par un intervalle de temps de
3 a 6 mois, permet de couvrir, en termes d analyses, toutes les vaches du troupeau ayant vélé
au moins une fois ala date du second préévement.

L’ utilisation de ce type de critere rend caduque la nécessité de prouver que I'anima objet de
la garantie entrait bien dans la conditution du préévement andysé exposée au chapitre
précédent.
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Synthese : référentid du statut de « bovin non-1PI »

Peut étre considéré comme «non-I Pl » tout bovin entrant dans |’une des

catégories suivantes:

Critereutilise

Conditions associées requises

1. Anima ayant présenté un résultat
négatif individuel en antigénémie
ELISA ou culture cdlulaire

Prééevement : sang ou lait
Age: > 6 mois au moment de |’ analyse

2. Animd ayant présenté un résultat
négatif en PCR individuelle ou de
méange, sur préevement sang ou lait

Valable quel que soit I’ &ge du bovin
Analyses sur lait de tank : délivrance
d une attestation « non-1Pl » impossible

3. Anima ayant présenté un résultat
positif en sérologie P80 individuelle

Prélevement : sang ou lait
Age: > 6 mois au moment de |’ analyse

4. Anima ayant présenté
smultanément un résultat negatif en
virologie et en sérologie

Virologie : cf. critére 1.
Sérologie individuelle sur sang
Valable quel que soit I’ &ge du bovin

5. Bovin appartenant a un lot au moins
seronégatif a80 %

Anayse: sérologieindividudle sur
sang - Age des bovinsdu lot : > 6 mois

6. Vache laitiére gppartenant aun
troupeau au moins seronégatif a 90%
sur laderniere analyse, et au moins
seronégatif a 70% sur la précédente

Analyses : au moins 3 sérologies P80
sur lait de tank, distantes de 4 a8 mois
Durées a considérer : présence de
I’animal dans le troupeau ; lactation

7. Vache laitiére gppartenant aun
troupeau N’ atteignant pas le critére 6,
mais au moins seronegatif a 70% sur
les 2 derniéres analyses

Analyses : au moins 3 sérologies P80
sur lait de tank, distantes de 4 a8 mois
Rang de lactation: > 1; tempsde
présence de I’animal dans le troupeau

8. Vache laitiére appartenant aun
troupeau ayant obtenu deux résultats
PCR négatifs

Anadyses : PCR, lait de tank ;
intervdle : 3 a6 mois

Lescritéres5, 6, 7 et 8 sont soumisavalidation par |’ organisme a vocation
sanitaire agréé, gestionnaire de la BVD, conformément au cahier des

charges national CC/BVD/01.

Toutes les analyses doivent avoir éé réalisées conformément aux préconisations

du fabricant du kit de diagnostic utilisé.
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AVERTISSEMENT

Ce document précise le cadre générd de gestion des différentes méthodes «indirectes»
(Cest-a-dire nécesstant la prise en compte dandyses rédistes sur d'autres animaux du
troupeau)) permettant de présumer qu'un bovin Nest pas Infecté Permanent Immunotolérant
(IPN), figurant dans le «référentid technique de garantie d'un anima nonIPl » Ré&/BVD/OL
sous les numéros 5, 6, 7 et 8.

Ces méthodes ont éé éaborées par les Groupements de Défense Sanitaire bretons dans le
cadre du plan de maitrise collective de la BVD qu'ils ont mis en cauvre a I'écheon régiond.
Elles sont susceptibles d' ére utilistes dans certains devages qui, du fait d'un suivi rédise a
titre individud ou collectif, bénéficient d'une connaissance du datut de tout ou partie de leurs
animaux a I'égard de la BVD, pouvant ére mise a profit lors de demande de garanties vis a
vis de cette maladie.

[l convient de souligner ici que leur fighilité est éroitement liée aux compéences du meitre
doanre e a la rigueur avec laguele il interprete les données quil utilise. L’attribution du
satut de non-IPl aux bovins satisfaisant aux criteres correspondants (référencés sous les
numéros 5, 6, 7 e 8) ne saurait donc ére effectuée que dans le cadre d'une dricte application
des digpogtions du «réféerentid technique de garantie dun anima non-1Pl » R&/BVD/OL et
du présent Cahier des Charges, réservé a I’ usage des Organismes a Vocation Sanitaire agréés,
gesionnaires delaBVD.
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CRITERE 5
« BOVIN APPARTENANT A UN LOT
AU MOINS SERONEGATIF A 80 % »

» Analyses a mettre en ceuvre pour cecritere
La s&ronégativité et éablie a I'ade de sérologies individuelles, réaisées sur sang préevé
sur des bovins &gés de 6 mois au moins.
» Qu’entend-on par «lot » ?
On entend par lot latotdité d’ un groupe de bovins :
- vivant physiquement ensemble depuis 2 mois au moins,
- compose d' au moins 5 individus.
» Qu’entend-on par « au moins séronégatif a 80 % » ?

Un lot est consdéré comme tel lorsque 80% au moins des bovins qui le composent sont eux-
mémes sfronégatifs.
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CRITERE 6
«VACHE LAITIERE APPARTENANT A UN TROUPEAU
AU MOINS SERONEGATIF A 90 % SUR LA DERNIERE ANAL Y SE
ET AUMOINS SERONEGATIF A 70 % SUR LA PRECEDENTE »

» Analyses a mettre en cauvre pour cecritere

Les andyses prises en compte sont réaisées sur lait de tank de I'devage, en sérologie
EL1SA P80 al’aide d un kit « compétition» (Laboratoire LS).

Pour chague échantillon testé, le pourcentage d'inhibitiom du lait de tank est déterminé. |
pemet d'edtimer le pourcentage de vaches présentant des anticorps anti-BVD et donc
postives en s&rologie ELISA P80. La correspondance entre pourcentage dinhibition et
proportion de vaches séropositives dans e tank S établit selon le tableau suivant :

Résultat Classe I nter prétation Moyenne observée
% d'inhibition < 35% 0 Moins de 10% des vaches sont positives 2%
35% < % d'inhibition < 60% 1 10 & 30% des vaches sont positives 22%
% d'inhibition > 60% 2 Plus de 30% des vaches sont positives 66%

Les troupeaux présentant un pourcentage d'inhibition du lait de tank inférieur & 35 % peuvent
donc étre considérés comme au moins seronégatifs a 90 % et ceux présentant un pourcentage
d inhibition inférieur a 60 %, comme au moins seronégatifs a 70 %.

» A quelstroupeaux cecritére est-il applicable?
Ce critere est applicable aux troupeaux latiers présentant aux 3 derniéres analyses aur lait de

tank, réalisées a intervalles de 4 a 8 mois, I'une des combinaisons de résultats suivantes
(selon le classement ci-dessus) : 0/0/0, 0/1/0, 1/0/0, 0/0/1, 1/1/0, 2/1/0.

» A quelsanimaux ce critere est-il applicable?

Pour les troupeax satisfaisant aux conditions ci-dessus, ce critére est gpplicable a toutes les
vaches laitiér es &ant, ala date du troiseme prdevement :

- en lactation depuis 2 moisau moins,

- présentesdans |’ @evage depuis 4 mois au moins.

! Défini par le rapport (moyenne DO des contrdles négatifs- DO de |’ échantillon) x 100
moyenne DO des contrdles négatifs
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CRITERE 7
«VACHE LAITIERE APPARTENANT A UN TROUPEAU
N'ATTEIGNANT PASLE CRITERE 6 MAISAU MOINS
SERONEGATIF A 70% SUR LES2 DERNIERES ANALY SES »

» Analyses a mettre en cauvre pour cecritere

Les andyses prises en compte sont rédisées sur lait de tank de I'devage, en sérologie
ELISA P80.

Pour chague échantillon testé, le pourcentage d'inhibition du lait de tank est déerminé. Il
pemet d'edtimer le pourcentage de vaches présentant des anticorps anti-BVD e donc
postives en s&rologie ELISA P80. La correspondance entre pourcentage dinhibition et
proportion de vaches séropositives dans e tank S établit selon le tableau suivant :

Résultat Classe I nter prétation Moyenne observée
% d'inhibition < 35% 0 Moins de 10% des vaches sont positives 2%
35% < % d'inhibition < 60% 1 10 & 30% des vaches sont positives 22%
% d'inhibition > 60% 2 Plus de 30% des vaches sont positives 66%

» A quelstroupeaux ce critére est-il applicable ?

Ce critere est gpplicable aux troupeaux laitiers présentant ax 3 derniéres analyses sur lait de
tank, réaisées a intervalles de 4 a 8 mois, I'une des combinaisons de résultats suivantes
(selon le classement ci-dessus) : 0/1/1, 1/0/1, 1/1/1, 2/1/1.

» A quelsanimaux ce critére est-il applicable ?

Pour les troupeaux satifaisant aux conditions ci-dessus, ce critére est gpplicable & toutes les
vaches laitiéres de rang de lactation supérieur ou €gal a 2et présentes dans |’ élevage
depuis 4 moisau moins aladate du troiseme prélévement.

1 Défini par le rapport (moyenne DO des contrdles négatifs- DO de I’ échantillon) x 100
moyenne DO des contrdles négatifs
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CRITERE 8
«VACHE LAITIERE APPARTENANT A UN TROUPEAU
AYANT OBTENU DEUX RESULTATSPCR NEGATIFS »

» Analyses a mettre en ceuvre pour cecritere

Les analyses prises en compte sont rédisées sur lait de tank de I'devage, par technique

PCR.
Pour un troupeau donné, deux analyses successives dans le temps, espacées de 3 a 6 mois,
avec résultats negatifs, sont nécessaires.

» A quelsanimaux ce critére est-il applicable ?

Pour les troupeaux satisfaisant aux conditions ci-dessus, ce critére est gpplicable a toutes les
vaches laitiér es ayant v&lé au moins une fois ala date du second pré évement.
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