CHAPITRE 2.8.11.

GASTROENTERITE TRANSMISSIBLE

RESUME

La gastroentérite transmissible (GET) est une maladie entérique des porcs provoquée par le virus
de la GET (VGET), appartenant a la famille des Coronaviridae. Depuis 1984, un variant respiratoire
distinct (le coronavirus respiratoire porcin ou CVRP) a émergé dans beaucoup de régions du
monde. Ce virus est probablement un mutant de délétion du VGET. Le CVRP ne semble pas étre
un agent pathogene primaire important, mais il participe au complexe des maladies respiratoires du
porc et a considérablement compliqué le diagnostic de la GET, en particulier le diagnostic
sérologique.

Le diagnostic de laboratoire est réalisé en démontrant la présence du virus, des antigénes viraux
ou de l'acide nucléique viral dans des prélévements issus de cas suspectés, ou par détection des
anticorps spécifiques.

Identification de I'agent pathogéne : le virus peut étre identifié par isolement en culture de
cellules, microscopie électronique, différentes épreuves immunologiques, et plus récemment par
détection spécifique de I'ARN viral. Les épreuves rapides les plus généralement utilisées sont
probablement les épreuves immunologiques, en particulier la méthode immuno-enzymatique
(ELISA) sur feces et les épreuves d’immunofluorescence sur des coupes d'intestin. Une autre
maladie entérique, la diarrhée épidémique porcine, est provoquée par un coronavirus
sérologiquement différent du VGET, mais qui montre une morphologie identique au microscope
électronique. L’immunomicroscopie électronique permet de différencier ces virus.

Epreuves sérologiques : les méthodes les plus largement répandues sont la séroneutralisation et
les tests ELISA. Seuls ces derniers permettent la différenciation avec le CVRP, car les anticorps
dirigés contre le VGET et le CVRP montrent une réaction croisée totale en neutralisation.

Spécifications applicables aux vaccins et aux produits biologiques a usage diagnostique : il
n'y a aucun produit biologique commercial disponible sur le marché international. Cependant,
plusieurs pays pratiquent la vaccination, et aux Etats-Unis d’Amérique, des autorisations de mise
sur le marché ont été accordées pour des vaccins mono- et multivalents.

A. INTRODUCTION

La gastroentérite transmissible (GET) est une maladie entérique des porcs provoquée par le virus de la GET
(VGET), un membre de la famille des Coronaviridae. Depuis 1984, un variant respiratoire distinct (le coronavirus
respiratoire porcin ou CVRP) a émergé dans beaucoup de régions du monde et est maintenant détecté dans la
plupart des pays ou des études ont été menées, exception faite de 'Océanie. Les foyers de GET sont devenus
plus sporadiques. La maladie est toujours signalée de fagon occasionnelle en Europe, en Amérique du nord et en
Asie (31). Le VGET se multiplie au niveau des entérocytes et les détruits, érodant I'intestin gréle, produisant une
atrophie des villosités et une entérite. La diarrhée et le vomissement sont présents chez les porcs de tous les
ages ; la mortalité est la plus élevée chez les nouveau-nés. Les sites de multiplication extra-intestinaux incluent le
tractus respiratoire supérieur et les tissus mammaires (20), mais le virus est plus facilement isolé de I'intestin et
des féces. En revanche, le CVRP est plus facilement isolé du tractus respiratoire supérieur, de la trachée, des
amygdales ou des poumons ; la multiplication entérique du virus est faible, voire absente (10, 32, 39), bien que le
CVRP puisse étre détecté par une réaction de transcription réverse suivie d’'une amplification en chaine par
polymérase nichée (RT-PCR) dans les écouvillons nasaux et les féeces de porcs infectés (9). Le CVRP est
probablement un mutant de délétion de VGET (41), comme cela est confirmé par des données récentes
comparant les séquences du génome complet de 30 kb du VGET et du CVRP (66).
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La GET est une maladie contagieuse qui peut produire une épizootie explosive. Les méthodes de diagnostic
rapide de confirmation sont trés importantes. La maladie peut également prendre la forme d'un probléeme
enzootique, de diarrhée post-sevrage circulant a bas bruit, ce qui est plus difficile a diagnostiquer. De méme, une
infection par le VGET qui survient dans un troupeau immunisé vis-a-vis du CVRP provoque des cas sporadiques
plus bénins ce qui, dans ces cas, complique encore plus le diagnostic de la GET (22).

L’existence de réservoirs du VGET chez les animaux sauvages ou domestiques a été soupgonnée. Des
carnivores domestiques ou sauvages (renards, chiens, voire visons) et les chats présentent des anticorps
anti-VGET, ce qui suggére qu'’ils pourraient étre des porteurs asymptomatiques potentiels du virus et joueraient le
réle de réservoirs entre les épizooties saisonniéres (hiver). Cependant I'infection des porcs n’a été confirmée que
par des chiens infectés en série par le VGET et excrétant le virus (46). Sur la base des similitudes génétiques et
antigéniques, il a été proposé de considérer le VGET, le CVRP et les coronavirus félins et canins comme des
descendants d’'un coronavirus ancestral ayant muté dans son spectre d’hotes. Des oiseaux sauvages (Sturnus
vulgaris) et des mouches (Musca domestica) qui excrétent le VGET pendant respectivement 32 h et 72 h ont été
proposés comme vecteurs mécaniques (46).

B. TECHNIQUES DE DIAGNOSTIC

1. Identification de I’agent pathogéne

Le virus peut étre identifi¢ par isolement en culture de cellules (12), immunofluorescence, inhibition de
I'hémagglutination, technique immuno-enzymatique (ELISA), radioimmunoessais (RIA), hybridation avec des
sondes d'ADN, microscopie électronique, et, plus récemment, par détection spécifique de I'ARN viral
(14, 21, 37, 46, 55, 64). Les techniques moléculaires développées ces dernieres années, telles que la technique
de transcription inverse couplée a une réaction d’amplification en chaine par polymérase (RT-PCR) et la RT-PCR
nichée, ont augmenté la sensibilité et la spécificité de la détection et de la différenciation du VGET avec le CVRP,
directement a partir d’échantillons de terrain (9, 21, 22, 37). Une méthode de diagnostic alternative, qui a été
recommandée pour des laboratoires ne possédant pas I'équipement pour les essais spécialisés, est I'infection par
voie orale de porcelets sensibles et n’ayant pas d’anticorps anti-VGET ou anti-CVRP avec du contenu intestinal
suspect. Cependant, des essais en laboratoire sont encore exigés pour confirmer la sensibilité des porcs avant
I'inoculation et pour prouver que la maladie induite chez ces animaux est due a la GET. Les épreuves rapides les
plus fréequemment utilisées sont probablement les immunodiagnostics, en particulier les tests ELISA sur les féces
(4, 25, 62) 'immunofluorescence (IF) sur des coupes d'intestin au cryostat (40), et 'immunohistochimie (IHC) sur
des coupes formolées et fixées dans la paraffine (53) La détection du virus par inhibition de 'hémagglutination a
également été décrite (1). Une autre maladie entérique, la diarrhée épidémique porcine (DEP), est provoquée par
un coronavirus sérologiquement distinct qui, néanmoins, a un aspect identique en microscopie électronique. Par
immuno-microscopie électronique, il est possible de différencier les deux infections (44, 61) comme cela se fait
avec les épreuves de détection du virus de DEP (23).

a) Isolement de virus en culture de cellules

Indépendamment de l'inoculation des porcelets (12), lisolement du virus en culture de cellules est la
méthode de diagnostic de certitude. Cependant, pour une utilisation courante, elle est lente et laborieuse. Le
VGET ne se multiplie pas trés bien en culture de cellules, rendant cette technique impraticable comme
procédure de diagnostic de routine. En outre, I'isolement du VGET a partir de porcs issus de troupeaux
séropositifs vis-a-vis du CVRP pose probléme et exige de placer des porcs séronégatifs vis-a-vis du VGET
et du CVRP au sein des troupeaux suspects pour servir d’'animaux sentinelles, a partir desquels les
échantillons sont prélevés en vue de l'isolement ou la détection du VGET (9, 22). Le CVRP peut étre isolé
par culture tissulaire en utilisant des cellules et des techniques similaires a celles qui sont utilisées pour
lisolement du VGET, toutefois les échantillons suivant sont dans ce cas les plus optimaux : cellules ou
fluides des muqueuses nasales, tissues de la trachée, des amygdales ou des poumons ou encore
homogénats (9, 39).

L'isolement viral pour le VGET est habituellement effectué ante-mortem a partir des féces ou post mortem a
partir de lintestin gréle. Des anses de lintestin gréle, ligaturées a chaque extrémité pour maintenir le
contenu ou des empreintes de la muqueuse intestinale sont les prélévements de choix. Le virus est sensible
a la chaleur, tous les échantillons devraient donc étre frais ou maintenus au froid.

L’échantillon est homogénéisé dans du milieu de culture cellulaire ou dans une solution physiologique
tamponnée au phosphate (PBS), pH 7,2 ; contenant des antibiotiques, par exemple de la pénicilline
(1 000 U/ml), de la dihydrosteptomycine (1 000 ug/ml), et de la mycostatine (20 U/ml), pour obtenir une
suspension a 10 %. Cette suspension peut rester 30 min a température ambiante hors de la lumiére directe
du soleil. La suspension est alors soniquée et clarifiée par centrifugation a vitesse réduite. Le surnageant
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b)

<)

peut étre mélangé a un volume égal de sérum bovin, inactivé par la chaleur, afin de réduire I'effet
cytotoxique du matériel. Cette suspension est alors employée pour inoculer les cultures de cellules
sensibles, telles que les monocouches de cellules de premiére ou seconde explantation de reins de porc de
3 a 4 jours. D'autres cultures cellulaires porcines (telles que thyroide ou testicule) de faible nombre de
passages et quelques lignées de cellules (17, 27) peuvent également étre employées pour l'isolement
primaire du virus. Aprés incubation a 37 °C pendant 1 h, les couches de cellules sont recouvertes avec du
milieu, tel que le « Earle’s yeast lactalbumine » (EYL), solution salée équilibrée, contenant du bicarbonate
de sodium et des antibiotiques, par exemple de la pénicilline (100 U/ml), de la dihydrostreptomycine
(100 pg/ml), de la mycostatine (20 U/ml), et 1 % de sérum foetal de veau. L'incorporation de trypsine dans le
milieu de culture peut augmenter la production virale primaire (5, 17). Des cultures témoins non-inoculées
sont réalisées parallélement et toutes les cultures sont incubées a 37 °C.

On peut observer l'effet cytopathogene viral (ECP) aprées 3 a 7 jours, caractérisé par des cellules
s’arrondissant, s’agrandissant, formant des syncytia et se détachant du support. La formation de plages est
parfois plus fiable et plus facile a reconnaitre. Un recouvrement approprié est obtenu par l'utilisation d’agar
noble a 1,6 % dans du milieu minimum essentiel concentré 2x avec 1 % NaCOgj, des antibiotiques
(voir ci-dessus), 0,7 % de rouge neutre et 1 % de DEAE (diéthylaminoéthyl) (100 pg/ml). Le type sauvage
du VGET ne se développe pas aisément en culture de cellules, ainsi plusieurs passages peuvent-ils étre
nécessaires avant que des changements distinctifs ne deviennent évidents. Des isolats cytopathogénes
doivent étre confirmés comme étant du VGET par immunomarquage ou par séroneutralisation in vitro en
utilisant des antisérums spécifiques du VGET appropriés (5). Si les anticorps monoclonaux (AcM)
appropriés sont disponibles, ils peuvent étre employés pour distinguer le VGET du CVRP par
immunomarquage (15, 54). La différenciation entre le VGET et le CVRP peut également se faire par
I'utilisation de sondes d’ADN spécifiques du VGET (2) ou par RT-PCR discriminatoire ou RT-PCR nichée (9,
21,22, 37).

Recherche des antigénes viraux par immunofluorescence

L’immunofluorescence est un moyen rapide, sensible et spécifique pour identifier les antigénes viraux de la
GET dans des coupes d'intestin au cryostat. Il est nécessaire que le porc soit mort récemment, et
idéalement 4gé de moins de 4 semaines (de préférence moins de 1 semaine) et qu’il soit au début de
I'expression des signes cliniques (c'est-a-dire, dans un délai de 24 a 28 h post-infection). Dans les 30 min
suivant la mort, des coupes de 2 cm de long provenant de 4 régions différentes de la partie postérieure de
lintestin gréle devraient étre prélevées. Des coupes de 5 a 10 mm de long sont congelées dans la
carboglace. L'orientation correcte du matériel est importante pour s'assurer que le découpage par le cryostat
corresponde a de véritables sections transversales. Les coupes font 6 ym d’épaisseur, sont montées sur
des lamelles, séchées a l'air et fixées a I'acétone. Une technique alternative plus rapide consiste a prélever
et a découper longitudinalement une petite fraction de la partie distale du petit intestin, de la laver
soigneusement avec du PBS, et de préparer des empreintes de la muqueuse intestinale sur des lames
lavées a I'alcool puis de les faire sécher a I'air et de les fixer a I'acétone (5). Les lames sont ensuite traitées
et colorées comme décrit ci-aprés. Des coupes ou des empreintes témoins positives et négatives sont
stockées a —20 °C et analysées en paralléle aux échantillons. Apres lavage avec le tampon Tris, pH 8,7, ou
le PBS, les coupes sont marquées avec une solution diluée d’anticorps conjugués a l'isothiocyanate de
fluorescéine (FITC) spécifiques du VGET, et placées dans un incubateur humide a 37 °C pendant 30 min.
Les anticorps non liés son éliminés par lavage avec du tampon Tris. Il est possible de faire une
contre-coloration des coupes avec une dilution 107° de bleu d'Evans dans le tampon Tris et de les monter
dans du glycérol.

Les coupes ou empreintes marquées devraient étre examinées aussitot que possible par microscopie sous
lumiere ultraviolette. La qualité du marquage est évaluée en se référant aux témoins. Une interprétation
précise dépend de la conservation de l'architecture des villosités, dont les cellules épithéliales sont
examinées pour la fluorescence intra-cytoplasmique.

Une méthode utilisant la réaction peroxydase-antiperoxydase pour la démonstration du VGET a été
développée récemment pour la détection du VGET et du CVRP a la fois dans des tissus congelés, fixés au
formol et les tissus paraffinés (19, 53). Cette technique appliquée aux tissus formolés présente deux
avantages : elle peut étre réalisée, préalablement ou rétrospectivement, sur les mémes tissus formolés que
ceux utilisés pour I'histologie, et les tissus ou les lames fixés sont facilement transportables car ils sont
stables et ne contiennent pas de virus vivant (53).

Détection des antigénes viraux dans les matieres fécales par ELISA

Un systéme en sandwich peut étre employé, par exemple avec une capture des antigénes par des AcMs et
des Anticorps polyclonaux détecteurs liés a I'enzyme (25, 48). Cet essai est basé sur la capture de
I'antigéne viral dans I'échantillon fécal par 3 AcMs, 2 spécifiques de la protéine de S (sites Aet D) et 1 de la
nucléoprotéine N (25, 48). Un puit contenant des Ac purifiés, provenant de liquide d'ascite de souris
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inoculées avec des cellules de myélome SP2/0, qui ne reconnaissent pas le VGET, est employé comme
témoin négatif, pour valider la spécificité de I'essai. Les AcMs sont déposés dans une plaque 96 puits, dans
une solution tampon de bicarbonate, pH 9,6, et incubés la nuit a 37 °C. Tous les échantillons sont testés en
double, un sur le «coating» positif (AcM du VGET) et I'autre sur le «coating» négatif. Les échantillons fécaux
sont dilués dans le milieu de culture de cellules (1/10), vortexés et centrifugés a vitesse réduite (2 000 g)
pendant 15 min. Le surnageant est décanté dans des tubes stériles et testé ou conservé congelé. Les
plaques sont lavées 2 fois avec le tampon de lavage (PBS contenant 0,05 % Tween 20) avant d'ajouter les
échantillons fécaux préparés. Les plaques sont incubées la nuit a 37 °C. Aprés 4 lavages, un sérum
polyclonal biotinylé anti-VGET est ajouté dans le tampon PBS contenant 0,05 % de Tween 20. Les plaques
sont incubées 1 h a 37 °C. Ensuite, elles sont lavées 4 fois avant d'ajouter un conjugué marqué a la
peroxydase streptavidine et incubées 1 h a 37 °C. Les plaques sont lavées 6 fois avant d'ajouter le substrat
de I'enzyme, 'ABTS (acide 2,2'-azino-di-[3-ethyl-benzthiazoline]-6-sulfonique) avec 0,03 % d’'H.O, dans la
solution tampon de citrate 0,1 M, pH 4,2. La réaction est arrétée aprés 30 min a température ambiante par
I'addition du sulfate dodécylique de sodium 5 % et I'absorbance est déterminée dans un lecteur d'ELISA a
405 nm. Des échantillons fécaux négatifs et positifs du VGET sont inclus dans chaque plaque.

d) Méthodes de détection de I'acide nucléique viral

L'hybridation in situ (HIS) et les méthodes de RT-PCR ont été décrites pour la détection directe du VGET
dans les échantillons cliniques, avec différenciation du CVRP (21, 37, 55). Un seconde PCR, nichée, peut
augmenter de maniére significative la sensibilité de la méthode (9, 21, 22, 36). La différenciation entre les
virus de GET peut étre réalisée en analysant des produits de PCR avec des enzymes de restriction (64) ou
par séquencage (9, 22, 28, 38, 66). Une RT-PCR duplex pour la détection combinée de VGET et de virus de
la diarrhée épidémique porcine a été décrite (23).

2. Epreuves sérologiques

La sérologie a valeur de diagnostic si une augmentation du titre en anticorps peut étre démontrée. En outre, un
résultat séropositif simple peut avoir valeur de diagnostic s'il est issu d'une population précédemment connue
pour étre séronégative. Une épreuve sérologique avant importation et le fait de n’accepter que des animaux
séronégatifs dans une exploitation sont des conditions qui réduisent I'apparition d’animaux porteurs parmi les
porcs.

Aprés l'infection avec le VGET ou le CVRP, des anticorps viraux peuvent étre détectés dans le sérum 6 ou 7 jours
post-infection, et de tels anticorps persistent au moins pendant plusieurs mois. Bien que les anticorps dirigés
contre le CVRP et le VGET montrent la neutralisation compléte de I'un ou I'autre virus, il y a des différences dans
les spécificités de certains anticorps non neutralisants (7, 14, 15, 46, 54). En effet, le CVRP ne possede pas
certains épitopes du VGET. La séroneutralisation n'est pas une méthode pratique pour différencier le CVRP du
VGET. Des AcMs spécifiques a ces régions peuvent étre incorporés dans des ELISA de compétition pour
détecter les anticorps présents dans le sérum qui sont entierement spécifiques du VGET. Tandis que de tels
essais sont fiables du fait qu’ils ne produisent pas de résultats faux-positifs avec des antisérums de CVRP, des
faux-négatifs peuvent se produire en raison d'une sensibilité réduite comparée aux essais de séroneutralisation,
et en raison de la variation parmi les souches de VGET, telle qu'un AcM spécifique du VGET peut ne pas
identifier toutes les souches (6, 54). Le probléme du peu de sensibilité peut étre réduit en employant les essais
sur base d’'un groupe ou d’un troupeau. Ces ELISA basés sur les AcMs sont la méthode de choix pour
différencier CVRP du VGET lors de la qualification des animaux a I'exportation.

En outre, l'utilisation de tels essais pour le diagnostic différentiel en moins de 3 semaines aprés exposition au
CVRP conduit a des résultats non fiables et non reproductibles (50). Des résultats plus précis ont été obtenus en
examinant les échantillons de sérums couplés (phase aigué et convalescence) et en employant la protéine
recombinante S du VGET comme antigéne fixé au support, au lieu des cellules testiculaires de porcs infectées
par le VGET (50).

a) Epreuves pour les virus de la gastroentérite transmissible porcine / coronavirus respiratoire porcin

Ces épreuves détectent les anticorps dirigés contre le VGET et le CVRP. Elles incluent des tests de
séroneutralisation, des ELISA indirects (16, 18, 26, 29, 42) et ELISA de compétition basé sur I'utilisation
d’AcM spécifique de groupe VGET/CVRP (35).

Des tests de séroneutralisation peuvent étre réalisés avec une variété de types cellulaires et de souches
virales. Les lignées cellulaires généralement utilisées incluent les cellules de testicules de porcs (27) ou des
cellules rénales porcines de premiére explantation ou continues. De tels tests ont été trés largement utilisés
pendant de nombreuses années et sont généralement considérés comme référence pour évaluer de
nouvelles méthodes. Une épreuve de neutralisation par réduction de plages, utilisant des cellules de
testicule de porc dans des plaques a 6 puits et la souche Purdue du VGET atténué, est couramment utilisée
(5). Une modification de la méthode de Witte (63), décrite ci-dessous, emploie des plaques de culture

Manuel terrestre de I’OIE 2008 1267



Chapitre 2.8.11. — Gastroentérite transmissible

b)

cellulaire pour microtitrage a fond plat, une lignée de cellules A72 dérivées d'une tumeur rectale de chien, et
une souche virale de terrain adaptée pour se multiplier sur ces cellules : 100 DICTso (Dose de virus infectant
50 % de la culture tissulaire) de virus sont incubées avec les sérums inactivés a la chaleur. La neutralisation
est indiquée par I'absence d’ECP aprées incubation avec les cellules A72 dans le milieu de Leibovitz 15
(Sigma, Royaume-Uni) avec antibiotiques, 10 % de sérum fcetal de veau de et 1 % de L-glutamine. Le
volume total de réactifs dans chaque puits devrait étre de 150 pl.

e Séroneutralisation : protocole
i) Les sérums sont inactivés pendant 30 minutes au bain-marie a 56 °C ;

ii) Des dilutions de 2 en 2 des sérums a tester sont faites dans du milieu de culture de cellules, en
commengant par le sérum non dilué (cela donne une étape de dilution de séroneutralisation de 1/2 une
fois mélangé a un volume égal de suspension virale). Les dilutions sont préparées dans une plaque a
fond plat de microtitrage de 96 puits en utilisant, de fagon optimale, 3 puits par dilution et 25 pl par
puits. Des sérums témoins positifs et négatifs sont également inclus dans I'épreuve. Aucun sérum de
référence n'est disponible, mais il conviendrait de préparer des sérums internes positifs de référence
possédant un titre situé dans une gamme appropriée ;

iii) 25 pl du stock de VGET sont ajoutés dans chaque puits, a une dilution effectuée dans le milieu de
culture et calculée pour fournir 100 DICTso par puits. Le virus devrait étre ajouté & 2/3 des puits
contenant le sérum, pour chaque dilution. Le troisieme puits sert de témoin, contenant uniquement le
sérum, et devrait recevoir 25 pl de milieu de culture au lieu du virus ;

iv) Le virus restant est titré par 4 étapes de dilution en 10 fois en utilisant 25 ul par puits et au moins
4 puits par dilution ; 25 pl du milieu de culture sont ajoutés a chacun des puits pour compenser
|'absence du sérum d'essai ;

v) Les plaques sont agitées brievement et incubées 1 h a 37 °C dans une atmosphére a 5 % de CO;
vi) 100 pl, par exemple, de suspension de cellules A72 a 2 x 10° cellules/ml sont ajoutés a chaque puits ;

vii) Les plaques sont incubées pendant 3 & 7 jours a 37 °C dans une atmosphére a 5 % de CO;; I'épreuve
peut étre réalisée avec succes méme si les plaques sont incubées sans CO-;

viii) Les plaques sont lues au microscope pour 'ECP. L'épreuve est validée en vérifiant le titre du virus (qui
devrait avoir une valeur de 100 DICTsp avec des valeurs tolérées entre 50 et 200 DICTsp) et les sérums
témoins. Le sérum positif de référence devrait avoir une valeur divergeant au maximum de 0,3 log1 de
la valeur moyenne prédéterminée. Des lectures de chaque dilution de sérum testé devraient étre faites
en référence au puits ne contenant que du sérum témoin pour distinguer I'ECP viral d’'un effet
cytotoxique induit par le sérum ou par une contamination ;

ix) Les résultats pour le sérum testé sont déterminés par la méthode de Spearman-Karber comme la
dilution de sérum qui a neutralisé le virus dans 50 % des puits ;

x)  Un sérum négatif ne devrait donner aucune neutralisation a la plus faible dilution testée (c’est-a-dire le
sérum non dilué, équivalent a une dilution de 1/2 a I'étape de neutralisation).

Epreuves spécifiques au VGET pour différencier les porcs infectés par le VGET de ceux infectés par
le CVRP

Les épreuves spécifiques du VGET sont des ELISA bloquant ou de compétition, qui emploient un AcM qui
reconnait le VGET mais pas le CVRP (6, 8, 50, 54, 60), et sont les épreuves de choix pour les animaux a
I'exportation. Les sérums testés, provenant de porcs infectés antérieurement par une souche de VGET
reconnue par cet AcM, contiendront des anticorps de la méme spécificité, qui peuvent entrer en compétition
avec lui, pour lier les antigénes du VGET fixés aux plaques ELISA. Les porcs infectés par le CVRP qui ne
posséde pas I'épitope unique du VGET ne produiront pas d’anticorps contre cet épitope ; les anticorps
anti-CVRP n’entreront donc pas en compétition avec I'’AcM spécifique anti-VGET ou ne bloqueront pas ses
sites de liaison (6, 8, 50, 54, 60). Les antigenes de I'ELISA peuvent étre préparés a partir de lysats de
cellules rénales qui ont été, soit inoculées avec des souches virales du VGET adaptées a la culture de
cellules, soit non infectées. Alternativement, des cellules de testicules de porcs infectées par le VGET ou
non infectées, fixées a I'acétone a 80 %, sont employées comme source d'antigéne. Les antigénes peuvent
étre également préparés a partir de la protéine recombinante S (rec-S) prélevée sous forme soluble dans
une lignée de cellules d'insectes (Sf9) infectées par un baculovirus recombinant exprimant la protéine S du
VGET, qui contient les 4 sites antigéniques majeurs (50, 54). Des antigénes positifs et négatifs sont fixés de
maniére a alterner les rangées sur la plaque de microtitrage, en utilisant une solution de tampon bicarbonate
a pH 9,6. Les dilutions des sérums a tester, y compris des témoins positifs anti-VGET et négatifs anti-VGET
et anti-CVRP, ainsi que des témoins positifs anti-CVRP (négatifs pour ce test mais positifs en neutralisation)
sont ajoutées aux puits appropriés et incubées durant la nuit avant I'addition de I'AcM dilué dans tous les
puits. Les AcMs attachés sont détectés par un anticorps anti-souris conjugué a la peroxydase, qui induit une
coloration en présence d'un substrat approprié. Les changements de couleur sont mesurés en utilisant un
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spectrophotométre et, pour chaque échantillon testé, le résultat net est la différence d'absorbance entre les
puits positifs et négatifs en antigéne, exprimés comme un pourcentage du résultat obtenu avec le sérum
témoin négatif. La valeur du bruit de fond pour I'épreuve doit étre déterminée par une épreuve préalable sur
des populations négatives et positives connues. Il existe plusieurs kits de diagnostic spécifiques du VGET
disponibles dans le commerce.

Les épreuves basées sur 'hémagglutination décrites jusqu’a aujourd’hui (24, 30, 51) ont été validées avant
I'apparition du CVRP. Cependant, elles sont spécifiques du VGET car le VGET est hémagglutinant,
contrairement au CVRP (47).

C. SPECIFICATIONS APPLICABLES AUX VACCINS
ET AUX PRODUITS BIOLOGIQUES A USAGE DIAGNOSTIQUE

La vaccination contre la GET est utilisée dans plusieurs pays.

Des lignes directrices pour la fabrication des vaccins a usage vétérinaire sont données dans le Chapitre 1.1.8.,
« Principes de fabrication des vaccins a usage vétérinaire ». Les lignes directrices données ci-dessous et dans le
Chapitre 1.1.8. sont volontairement de nature générale et peuvent étre complétées par des exigences nationales
et régionales.

Les données sur le travail expérimental et sur les essais sur le terrain des vaccins contre le VGET ayant regu une
autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis d’Amérique (USA) ont été analysées, notamment les limitations
probables quant a leur efficacité sur le terrain et les concepts relatif a I'élaboration optimale d’un vaccin contre le
VGET (43, 45, 46). |l existe plusieurs fabricants aux USA ayant une autorisation pour produire des vaccins contre
le VGET qui comprennent des vaccins a virus vivants atténués et des vaccins a virus inactivés. Les vaccins a
virus vivants atténués sont utilisés par voie orale chez les truies gestantes (afin d'induire une immunité passive).
lls ont également été autorisés pour une utilisation, également par voie orale, chez les cochons allaités ou sevrés
(afin d’induire une immunité active). Les vaccins a virus inactivés sont autorisés pour une administration par voie
parentérale : en intramusculaire chez les truies gestantes et en intrapéritonéale chez les cochons allaités ou
sevrés. En régle générale, lors d’évaluations dans des conditions expérimentales contrélées ou sur le terrain
dans des élevages vaccinés contre le VGET et le CVRP, ces vaccins ont induit une protection passive marginale
contre les épreuves au VGET chez les porcelets allaités. Bien qu'ils aient échoué a protéger efficacement contre
une épizootie de GET, les données laissent penser que ces vaccins peuvent fournir une certaine efficacité lors
d’enzootie de GET en stimulant une réponse anamnestique des anticorps présents dans le sérum et le lait (45,
46).

La raison principale proposée pour expliquer certains des échecs de vaccination contre le VGET est I'incapacité
de stimuler des niveaux élevés en IgA sécrétées (SIgA) dans le lait, analogues aux anticorps SIgA trouvés dans
le lait des truies naturellement infectées par le VGET (45, 46). En outre, ces vaccins ne protégent pas
efficacement la truie sans anticorps contre la GET, et les conséquences souvent observées en cas de GET chez
la truie sont : I'anorexie, l'agalaxie et I'échec de protection passive de leurs porcelets. Ainsi les vaccins a virus
vivants atténués peuvent-ils ne pas se multiplier jusqu'au niveau exigé pour produire une immunité protectrice
dans l'intestin, ou, il des risques de réversion de la virulence existent, s’ils sont donnés a des animaux
séronégatifs en période néonatale. Les vaccins a virus inactivés administrés par voie parentérale n'induisent pas
la production d’anticorps de type SIgA ; la réponse immunitaire 8 médiation cellulaire est souvent faible et la
durée de l'immunité peut étre de courte durée. Bien qu'on ait proposé I'utilisation du CVRP comme candidat
vaccinal pour la GET, les études expérimentales concernant leur efficacité contre le VGET ont montré un manque
d'efficacité totale (34) ou une protection croisée partielle (3, 11, 59). Cependant, la distribution étendue des
infections par le CVRP dans la population de porcs en Europe semble avoir nettement réduit l'incidence de la
GET épizootique en Europe (39). De plus, les nouvelles stratégies d'utilisation de 'ADN recombinant pour le
développement des vaccins contre le VGET incluent I'utilisation possible d'un vaccin sous-unitaire contenant la
protéine S (dépendant du développement de systemes d’injection au niveau de la muqueuse et des adjuvants)
(33, 49, 52) ou l'utilisation des vecteurs viraux recombinants ou de vecteurs bactériens exprimant des génes de
VGET importants pour l'induction de I'immunité (13, 43, 46, 56, 57, 65).

Il existe un certain nombre de conditions générales (par exemple la production dans un laboratoire autorisé, le
respect des bonnes pratiques, des normes, etc.) s'appliquant a tous les produits biologiques comprenant les
vaccins. Un ensemble de réglements existe (appelé « standard requirements », ou SRs) décrivant les tests a
effectuer sur le vaccin et les matériaux d’origine. L'information détaillée sur les SRs pour des vaccins aux USA est
contenue dans le « Code of federal regulations » (CFR), titre 9, volume 1, partie 113 (abrégée ci-dessous en tant
que 9 CFR, 113) (58). Les régles générales de la monographie de la Pharmacopée Européenne et de TEMEA
(European Medicines Agency) sont applicables aux vaccins contre la GET. Toutefois, aucun vaccin contre la GET
n’est utilisé a I'heure actuelle dans I'Union Européenne.
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1. Gestion de la semence virale

a) Caractéristiques de la semence virale

La semence virale doit étre testée pour sa pureté et son identité. La pureté inclut I'absence de bactéries et
de champignons (9 CFR 113:27), de mycoplasmes (9 CFR 113:28), et d’autres virus (9 CFR 113:55) (58).
La démonstration de lidentité virale est habituellement réalisée par séroneutralisation ou
immunofluorescence. Pour les vaccins produits par génie génétique ou issus de souches naturelles avec
des genes délétés ou inactivés, il faut fournir la preuve de cette identité (génotypique et/ou phénotypique).

b) Méthode de culture

La culture doit étre effectuée sur les cellules prouvées non contaminées (certifiées), et le nombre de
passages de cellules est limité (habituellement a 5). On n'exige pas que I'espéce d'origine des cellules soit
celle de I'espéce cible du virus.

c) Validation du vaccin

La validation vaccinale prend deux formes. Le lot de semence primaire est considéré comme immunogéne
si un vaccin fait au passage le plus élevé, et selon les directives de production, s'avére protecteur. Le niveau
antigénique le plus bas (titre en virus vaccinal vivant atténué ou masse d'antigéne inactivé) qui s’avére
protecteur devient le niveau seuil pour toutes les futures productions (lots) du produit. Dans le cas de
produits vivants, les facteurs intervenants dans les variations éventuelles du titre et des courbes de
décroissance au cours du temps devraient étre ajoutés. Ces vaccins devraient étre testés pour la pureté,
linnocuité, et I'efficacité par le fabricant. La protection doit étre démontrée contre la maladie naturelle par
épreuve virulente. L’inoculation utilise le virus virulent sauvage a une dose qui provoque la maladie chez au
moins 95 % des animaux témoins sensibles a la maladie. Trois productions doivent étre faites
successivement et examinées par le fabricant et par l'autorité compétente, pour I'activité protectrice, la
stérilité et I'innocuité avant I'autorisation de mise sur le marché.

2. Méthode de fabrication

Ces informations font partie de la propriété des fabricants et ne sont donc pas disponibles.

3. Contrdles en cours de fabrication

Il est en grande partie du ressort de la propriété industrielle. Quelques contrbles de procédure se référent
directement a la production (par exemple, la concentration en O, dans les fermenteurs). Une autre catégorie,
cependant, inclut des tests semblables au test de l'activité du produit fini. Pour tous les vaccins, plus le test
d’activité sur le lot final ou le récipient est simple, plus il est probable qu'il puisse étre employé comme test de
suivi/mélange : par exemple, le titre du virus mesuré sur les lots peut étre employé pour prévoir le titre final du
mélange de plusieurs lots. Les composants d'origine animale doivent étre stérilisés ou étre exempts de
contamination.

4. Contréles des lots

Des lots doivent étre mélangés selon les caractéristiques finales et les spécifications de mise en flacons
(par exemple, plusieurs lots de fermentation peuvent étre mis en commun, ou un lot de fermentation peut étre
divisé et mis en commun avec d’autres, etc.). Dans certains pays, les contréles du produit en vrac (bulk) et en
cours de processus définissent le produit et sont le sujet d'une réglementation et d’'un examen approfondis. Aux
USA, l'accent est mis sur le produit final. Les techniques de contréle de lot doivent étre détaillées dans les
directives de production et doivent étre significatives, tragables, et le fabricant doit éliminer tout produit qui ne
respecte pas les caractéristiques exigées. Si un lot doit étre exporté vers un autre pays pour mélange ou mise en
flacon, alors il est soumis a 'ensemble du test comme si c'était le produit final.

a) Stérilité

Tous les produits doivent étre examinés pour leur stérilité. Le fabricant peut également exécuter des tests
de stérilité sur des lots pour une surveillance en routine. Les tests sont semblables a ceux décrits dans la
section C.1.a.

b) Innocuité

Des tests d’'innocuité sont effectués avant d’accorder 'autorisation sur le produit fini (sections C.5.a et
C.5.b).
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c)

d)

e)

g)

a)

b)

Activité

L’activité doit seulement étre testée si le test d’activité fait avant la mise en flacon (pour confirmer les calculs
de mélanges) était un test simple (par exemple un ELISA).

Durée de I'immunité

La durée de l'immunité est mesurée lors des tests (efficacité) effectués avant I'autorisation de mise sur le
marché, et non lors de la phase de contrdle du lot. Concernant les programmes de revaccination, des
épreuves virulentes (efficacité) effectuées a des intervalles de temps spécifiés aprés la vaccination sont
exigés pour tous les nouveaux vaccins.

Stabilité

La stabilité est établie avant que l'autorisation de mettre le lot sur le marché ne soit accordée. Le
vieillissement accéléré a 37 °C est employé pour estimer la durée de vie du vaccin, de sorte que les produits
puissent ne pas étre maintenus a la température de stockage (4 °C) pour la période donnée en temps réel.
Ceci sera confirmé plus tard par des données en temps réel. Le fabricant n’est pas tenu de faire les tests de
stabilité. Les fabricants doivent donner la quantité de matériel antigénique qui se trouve dans leur produit
durant toute la durée de conservation. Des échantillons de produit sont choisis (vaccin a virus vivant
habituellement) et examinés dans les 30 jours de I'expiration pour voir si, par exemple, le titre est au niveau
indiqué dans le cahier des charges du fabricant. La stabilité est également affectée par 'humidité. L'humidité
résiduelle dans un produit déshydraté peut réduire le temps de conservation. Ceci doit donc étre examiné
dans le produit fini ou durant la procédure de fabrication.

Agents de conservation

Il existe des restrictions quant aux quantités maximums d'antibiotique qui peuvent étre contenues dans un
produit. Des restrictions a certains composants de vaccins sont liées a leur innocuité et au délai d’attente qui
doit étre assez long pour que le composant disparaisse avant que I'animal soit abattu. Les agents de
conservation utilisés sont des molécules déposées et protégées.

Précautions d’emploi et mise en garde

Tous les risques dus au vaccin doivent étre clairement énoncés sur la notice. Ceci s'applique habituellement
aux avertissements en cas de gestation pour les virus vivants provoquant des avortements, et les risques de
choc anaphylactiques, mais peut également avertir I'utilisateur quant a la douleur ou au gonflement éventuel
au site d'injection, ou a la fiévre et a I'inappétence passagére dans certains cas. |l n’existe pas de précaution
spéciale qui s'applique aux vaccins contre la GET actuellement autorisés.

Controles du produit fini

Innocuité

Habituellement ce test sera réalisé sur une souris et/ou un cobaye ou un porc (9 CFR 113:33, et réf. 63).
Des tests de stérilité sont également effectués sur le produit final.

Activité

Il n'y a aucun test d’activité avant mise sur le marché. Quel que soit le test employé, il doit étre corrélé avec
la protection chez I'animal hote (tests d'efficacité). L’activité des vaccins a virus vivants contre le VGET peut
étre évaluée par titrage in vitro de la dose infectieuse virale en culture de cellules (43). Ce titre doit étre
corrélé avec le titre viral minimum exigé pour produire une immunité protectrice contre une épreuve virulente
expérimentale, et également contre une infection naturelle sur le terrain. L’activité des vaccins a virus
inactivé est évaluée par des tests de vaccination suivis d’'une épreuve virulente en utilisant différentes doses
de vaccin. Des titres en anticorps neutralisants induits par inoculation des animaux de laboratoire avec le
vaccin peuvent étre acceptés si une corrélation a été établie avec le développement de l'immunité
protectrice.

Des antigenes viraux spécifiques associés a l'induction d’anticorps neutralisants et a la protection contre
I'épreuve virulente peuvent étre mesurés pour les vaccins a virus inactivé en utilisant pour I'ELISA des AcMs
spécifiques, tel que des anticorps neutralisants spécifiques de la protéine S du VGET (43).
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NB : Il existe un Laboratoire de référence de I'OIE pour la gastroentérite transmissible (se reporter a la liste de la
partie 3 de ce Manuel terrestre ou consulter le site internet de I'OIE pour une liste actualisée : www.oie.int).
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