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Liste des acronymes et abréviations

ARN : acide ribonucléique

BAdV : adénovirus bovin

BAstrV : astrovirus bovin

BBE : endothélium bronchique bovin

BCoV: coronavirus bovin

BoHV-1 : herpés-virus bovin de type 1

BPI : bronchopneumonie infectieuse

BPI3 : virus para-influenza bovin de type 3

BRSV : virus syncytial respiratoire bovin

BVDV : virus de la diarrhée virale bovine

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

Ct : cycle de seuil

EN : écouvillon nasal

ER : écouvillon rectal

GMAQ : gain moyen quotidien

HAstVs : astrovirus humain

IBR : infectious bovine rhinotracheitis, rhinotrachéite infectieuse bovine
IDV : influenza D virus

IFN : interféron

Ig : immunoglobuline

LBA : lavage broncho-alvéolaire

LPS : lipopolysaccharide

ml : millilitre

OMP : outer membrane proteins : protéines de la membrane externe régulées par le fer
PAstV-4 : astrovirus porcin 4

PCR : réaction de polymérisation en chaine

PPi : pyrophosphate

RT-PCR : PCR en transcription inverse

RT-gPCR : PCR en transcription inverse quantitative
ul : microlitre

VRSB : virus respiratoire syntycial bovin
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Introduction

Les bronchopneumonies infectieuses (BPI) sont des pathologies multifactorielles de
I'appareil respiratoire profond chez le veau. Elles associent a la fois la présence d’un ou
plusieurs agents infectieux viraux et ou bactériens avec des facteurs de risque
environnementaux et individus dépendant. Elles représentent un enjeu sanitaire et
économique important en élevage dans le monde entier, aussi bien en atelier laitier qu’en
atelier allaitant, en raison des co(ts associés a la réduction du gain de poids, du traitement,
de la prophylaxie et des taux de morbidité et de mortalité élevés. De par I'impact
économique important qu’elles peuvent avoir, les BPI sont des pathologies trés étudiées. Les
études cherchent a identifier les différents pathogénes impliqués dans leur développement,
ainsi que les principaux facteurs d’élevage et individuel pouvant influencer leur apparition.

Les principaux agents étiologiques entrainant le développement de BPIl ont été
identifiés au cours des derniéres années. Parmi eux, on peut citer notamment les bactéries
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni et Mycoplasma bovis
ainsi que des virus comme le virus respiratoire syncytial bovin, le virus parainfluenza bovin
de type 3, le coronavirus bovin et le virus de la diarrhée virale bovine. De nouveaux
pathogénes sont néanmoins toujours identifiés dans la sphére respiratoire des bovins grace
aux nouvelles technologies de séquencage génétique. L'implication de ces différents virus
dans le développement des signes cliniques de BPI est toujours en étude. Récemment, un
nouveau virus a été identifié au niveau pulmonaire chez les jeunes bovins et suspecté d’étre
impliqué dans le développement de BPI : I'astrovirus bovin (BAstrV). Les astrovirus sont des
petits virus a ARN, non enveloppés, que I'on retrouve chez de nombreuses espéces a
I'origine de tableaux cliniques multiples : atteinte neurologique, atteinte digestive ou encore
atteinte respiratoire.

Cette étude a pour but d’évaluer la prévalence des principaux virus déja connus
comme impliqués dans le développement de BPI chez le veau. Ainsi nous avons étudié les
effets cliniques de chaque pathogene pris isolément et des associations entre ces différents
pathogenes. Le deuxiéme objectif est d’étudier la prévalence et le caractére pathogene de
I"astrovirus bovin dans le développement de BPI chez le veau.

Ainsi, 52 veaux de différentes races provenant de 9 élevages laitiers et allaitants (3
élevages sains de BPI et 6 élevages atteints de BPI) de la région Bretagne ont été prélevés
par lavage broncho-alvéolaire, écouvillonnage nasal et rectal. Chaque animal a été examiné
cliniquement pour établir un score clinique, afin d’établir le degré de sévérité de I'infection.
Les différents préléevements ont ensuite été analysés par PCR.
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Partie I : Les bronchopneumonies infectieuses
chez le veau

L. Définition, signes cliniques et importance

A. Définition, manifestation clinique

Les bronchopneumonies infectieuses (BPl) sont des affections inflammatoires
contagieuses de |'appareil respiratoire profond d’origine aérienne le plus souvent. Ce sont
des affections plurifactorielles résultant d’interactions complexes entre les infections du
tractus respiratoire et les facteurs de risques environnementaux, les facteurs liés a la
conduite d’élevage et individus dépendants. Ces facteurs de risque sont généralement a
I'origine d’un stress délétére pour le systeme immunitaire de I'organisme offrant un terrain
favorable a une contamination par un ou plusieurs agents infectieux (virus, bactéries,
mycobactéries, mycoplasmes, parasites). On parle ainsi de complexe respiratoire bovin
(Francoz, Nichols 2017).

Quel que soit le facteur ou I'association de facteurs a I'origine de la BPI, les signes
cliniques sont constants. On observe le plus souvent une hyperthermie précoce, associée a
une anorexie, un abattement plus ou moins marqué et une tachypnée. On peut également
observer du jetage, de la toux, une dyspnée respiratoire associée ou non a des signes de
pleurésie (Francoz, Couture 2014).

B. Importance économique

Les BPI sont un probléme fréquent et onéreux dans I'industrie bovine, aussi bien en
atelier allaitant qu’en atelier laitier. Les pertes économiques sont dues a la mortalité, au
retard de croissance et a la baisse de productivité (non vente des animaux ou non-valeur des
animaux, baisse de performance de reproduction, baisse de production laitiére, baisse de la
longévité), aux frais vétérinaires importants, et aux frais de main d’ceuvre.

La morbidité de cette pathologie est variable selon les études, avec une morbidité
moyenne allant de 6 a 15% au sein des élevages. La mortalité varie, quant a elle, en
moyenne entre 5 et 10% (Dabo, Taylor, Confer 2007).

Une étude, s’étant intéressée plus particulierement au systéme engraisseur des Pays
de la Loire en 2008, a montré un taux de morbidité de 22,8% associé a une perte moyenne
de GMQ de 60 a 70g/j pouvant aller jusqu’a 110g/j pour les jeunes bovins les plus affectés.
La perte de revenus, calculée par rapport a des élevages avec une faible incidence de la
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maladie, représentait une perte annuelle de revenu de 11,4% en cas d’incidence modérée et
jusgu’a 26,3% en cas d’incidence forte (Bareille et al. 2008).

C. Gestion et prévention

1. Traitement curatif

Le traitement des BPI chez le veau vise a lutter contre l'inflammation des voies
aériennes profondes et traiter ou prévenir les potentielles surinfections bactériennes.

Dans un contexte d’utilisation de plus en plus raisonnée des antibiotiques, la prise en
charge et le traitement des BPIl est un enjeu important. Historiguement les BPI étaient
traitées avec une administration généralisée d’antibiotiques de maniére curative ou
préventive afin d’éviter la dissémination et la surinfection bactérienne. Cependant, les
connaissances actuelles ont montré que les BPl étant des maladies plurifactorielles,
I'utilisation prophylactique d’antibiotique serait a [Iorigine d’une augmentation de
I'inefficacité des traitements et d’apparition de bactério-résistance. (Ng et al. 2015) Leur
utilisation en antibioprévention est donc aujourd’hui interdite en France.

Des anti-inflammatoires sont également utilisés afin de diminuer ou faire disparaitre
les signes cliniques et ainsi favoriser la reprise alimentaire et accélérer la reprise de |'état
général dans un délai raisonnable (24 a 48h). Cependant leur utilité n’a pas été démontrée,
leur utilisation pourrait donc étre délétere.

L’efficacité du traitement des BPI repose avant tout sur l'identification du pathogene
en cause, la précocité du traitement, le choix raisonné de I'antibiotique vis-a-vis des germes
présumés responsables, ainsi que les propriétés pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques des molécules en question.

Le traitement médical des BPI pour étre efficace doit toujours étre accompagné de
I'identification et de la gestion des facteurs de risques, qui permettent d’obtenir au long
court de meilleurs résultats pour faire diminuer la prévalence des BPI au sein d’un élevage.
(zaid, Ait Lbacha 2019)

2. Traitement préventif

De nombreux vaccins mono ou multivalents ont été développés contre les différents
agents infectieux de BPI connus, aussi bien viraux (IBR, BVD, PI-3, et le BRSV) que bactérien
(Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida et Histophilus somni). Leur efficacité est
néanmoins discutée pouvant aller, selon les études, d’un effet protecteur a une absence
totale d’effet. Il faut en moyenne une période d’une a trois semaines pour obtenir une
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immunité protectrice chez le veau. La principale limite a I'efficacité de la vaccination des
jeunes bovins provient de l'interaction avec I'immunité passive transmise par la mére via le
colostrum.

La maitrise des facteurs de risque environnementaux (détaillés plus loin), le respect
des bonnes pratiques d’hygiéne et le respect des consignes de biosécurité en matiere de
quarantaine et de séparation des animaux sains / animaux contaminés est également
essentielle dans la prévention des BPI.(Zaid, Ait Lbacha 2019)

II. Epidémiologie et facteurs de risques

A. Epidémiologie :

La BPI est la premiere cause de mortalité chez le veau au sein des élevages naisseurs.
Sur cette période, elle est la seconde affection la plus rencontrée derriére les gastro-
entérites. Elle touche également les jeunes bovins plus agés notamment les taurillons dans
les ateliers d’engraissement et les jeunes vaches laitieres. Elle devient la pathologie la plus
fréquente chez les jeunes bovins aprés le sevrage. Elle touche généralement les veaux agés
de 3 semaines a 6 mois, avec un pic chez les veaux agés de 4 a 6 semaines.

La contagiosité de la pathologie en fait un enjeu de taille au sein des élevages. 2 a
10% des exploitations bovines seraient touchées par les PBI. Au sein d’un élevage, la maladie
atteint en général les bovins par lot. On observe que la maladie touche en général moins de
la moitié des lots dans un méme élevage et que parmi ceux-ci, 15 a 44% des animaux sont
atteints. Les jeunes bovins sont les plus touchés, la prévalence peut atteindre jusqu’a 25%
des veaux d’'un méme troupeau.

Certaines races semblent également prédisposées pour développer des BPI. Les races
allaitantes seraient particulierement concernées par les problémes respiratoires. Une des
raisons suspectées est leur musculature plus imposante, nécessitant des apports en oxygene
plus grand et donc un travail d’échange gazeux au niveau pulmonaire plus important. Parmi
les races allaitantes, les races Blanc Bleu et Hereford seraient prédisposées au
développement de BPI. (Francoz, Couture 2014)

B. Facteurs de risques :

Les BPI sont des affections complexes et multimodales. Elles reposent sur une
exposition a différents facteurs de risque et une contamination des voies aériennes
profondes par un ou plusieurs pathogénes.
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Les facteurs de risque agissent a différents niveaux : ils favorisent la transmission des
pathogénes, et augmentent la réceptivité / sensibilité des veaux a I'action des pathogénes
(notamment par des effets altérant la réponse immunitaire de I’hote).

1. Prédisposition anatomique

L'anatomie des poumons des bovins est en grande partie responsable de leur
sensibilité aux différentes affections pulmonaires. En effet, les bovins ont une faible capacité
d’échange gazeux, due a une faible concentration en capillaires alvéolaires en comparaison
aux autres mammiféres. Ainsi, ils utilisent en permanence une plus grande part de leur
parenchyme pulmonaire pour couvrir leur besoin en oxygéne, augmentant |’exposition
pulmonaire aux contaminants de I'air, aux substances allergenes et aux substances nocives.
De méme, le recrutement des macrophages d’origine sanguine est ainsi plus long et limité,
diminuant la réponse du systeme immunitaire face aux infections pulmonaires.

La faible capacité d’échange gazeux chez les bovins les prédispose a développer une
acidose respiratoire, a I'origine d’une baisse de la clairance pulmonaire et d’une diminution
de la résistance aux infections pulmonaires. Cette faible capacité d’échange gazeux les rend
également plus sensibles a I’hypoxie du parenchyme pulmonaire (notamment en cas d’effort
physique ou d’altitude) pouvant entrainer une baisse de |’activité de I'ascenseur mucocillaire
et donc a une baisse de la barriére naturelle contre les micro-organismes pathogenes. (Veit,
Farrell 1978)

Les poumons des bovins sont également fortement compartimentalisés sans
ventilation collatérale. Cette absence de ventilation collatérale condamne ainsi tout le
parenchyme pulmonaire situé en aval d’une lésion en cas de lésion pulmonaire. Lors de BPI,
le maintien d’une respiration fonctionnelle demande alors beaucoup d’énergie, alors méme
que la capacité respiratoire est déja limitée. Les mouvements ventilatoires sont alors
augmentés, provocant surexposition et une irritation supplémentaire du parenchyme
pulmonaire, propice a la contamination par des agents infectieux. (Francoz, Couture 2014)

2. Facteurs individus dépendant

A la naissance, les veaux ont un systéme immunitaire immunocompétent mais non
totalement fonctionnel : les veaux naissent sans anticorps circulants. Par ailleurs, la réponse
immunitaire cellulaire va mettre environ trois mois pour étre totalement opérationnelle.
L'ingestion du colostrum de la mére par le veau est alors primordiale pour qu’un transfert
passif des anticorps maternels, des cytokines pro-inflammatoires et des cellules de
présentation de complexes antigéne-anticorps au veau nouveau-né ait lieu. Cette prise
colostrale est un enjeu essentiel pour I'acquisition d’'une protection immunitaire pour le
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veau pendant au moins ses 2 a 4 premieres semaines de vie. La prise colostrale doit étre
guantitativement et qualitativement correcte pour assurer une bonne protection de chaque
veau. L'absorption du colostrum par les cellules digestives du veau se fait via un récepteur
FcRn et par endocytose via des « vacuoles de transport ». La concentration de ces récepteurs
a la surface des cellules digestives est maximale dans les 6 a 12 premieres heures de vie et
décroit ensuite pour disparaitre 48 heures aprés la mise-bas. Pour une prise colostrale
optimale, le veau doit donc ingérer le colostrum de la mére ou d’'une autre dans les 12
heures suivant la mise bas. La surveillance de I'éleveur a chaque naissance est donc
importante : il doit pouvoir intervenir en biberonnant le veau avec un colostrum de synthese
ou d’une autre mere en cas de non prise par le veau. (Chase, Hurley, Reber 2008)

3. Facteurs d’environnement

Parmi les facteurs d’environnement impactant la prévalence des BPI, on retrouve
principalement : la température, I’'humidité, les courants d’air et I'aération des batiments. En
effet, le froid va avoir un effet délétére sur le systeme immunitaire des jeunes bovins.
L'humidité et les courants d’air dépendent grandement des systémes d’aération des
batiments et donc de la ventilation. Il est important de trouver un équilibre entre une
aération efficace et I'absence de courants d’air, favorisant la circulation des pathogenes.
L'aération est également un moyen de maitriser la concentration en ammoniaque dans le
batiment.

Les facteurs d’environnement sont des facteurs plus ou moins maitrisables qui
dépendent en grande partie de I'architecture méme des batiments d’élevage. lls
représentent généralement un co(t plus important pour leur prise en charge.

4. Facteurs lié a la conduite d’élevage

La conduite d’élevage joue un role important dans I'apparition des BPI. Ces facteurs,
relativement facilement maitrisables sont un enjeu clé a maitriser pour les élevages
souffrant d’épisodes récurrents de BPI.

L'allotement et la répartition des animaux au sein des batiments est un premier
point. En effet, I'allotement des animaux en lui-méme entraine un mélange d’animaux de
statuts sanitaires différents, possédant une flore pathogéne variée. Il génere également un
stress important pour les jeunes bovins, responsable d’une baisse d'immunité chez les
veaux. De plus, la proximité entre des lots d’dge différent est un risque pour I'apparition de
BPI. Les animaux plus agés ont généralement développé une immunité contre les principaux
pathogenes responsables des BPI, mais peuvent toujours servir de réservoir aux pathogenes
et contaminer les individus encore naifs. La densité des lots a également un impact
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important sur la qualité de I'air au sein des batiments. Une surpopulation entraine une
augmentation de la quantité de gaz toxiques dans la litiére. Par le mouvement des animaux,
ces gaz peuvent ensuite se retrouver en suspension dans l'air. lls sont alors a I'origine d’un
ralentissement de I’'ascenseur mucociliaire et d’une irritation et une inflammation des voies
aériennes superficielles et profondes propices a I'apparition de BPI.

L’alimentation est également un point critique. Le changement d’alimentation est
générateur de stress chez les jeunes bovins. En effet, le passage d’une alimentation liquide a
une alimentation solide peut entrainer une mobilisation des réserves trop importante. Celle-
ci peut alors aboutir a une acidose ruminale pouvant conduire a une acidose métabolique
qui diminue la capacité d’ingestion et diminue de ce fait la réponse immunitaire. Une
transition alimentaire adaptée doit donc étre respectée afin de minimiser les risques. Une
bonne alimentation avec une ration équilibrée et une vermifugation adaptée permet de
limiter le stress généré par les carences et le parasitisme et donc de favoriser le systéme
immunitaire des animaux.

Le respect des régles d’hygiene, avec un nettoyage et une désinfection entre les
différents lots, est également important dans la maitrise des facteurs de risque, notamment
apres le passage d’un lot atteint de BPI au sein des batiments. L'isolement des animaux
atteints par rapport aux animaux sains au sein d’'un méme lot et le strict respect des
consignes de biosécurité en cas d’épizootie permet également de limiter la diffusion des
pathogénes au sein de I'élevage. Une période de quarantaine doit également étre respectée
lors de I'introduction de nouveaux animaux au sein de I’élevage pour éviter la dissémination
de pathogénes extérieurs. (Zaid, Ait Lbacha 2019)

III. Les principales étiologies

Malgré la présence de plusieurs facteurs de risque liés a I’environnement, la conduite
d’élevage ou l'individu, ce sont les agents pathogénes qui sont responsables des signes
cliniques observés chez les veaux lors de BPI. Grace aux différentes techniques
d’identification développées dans les dernieres années, de nombreux pathogénes ont pu
étre mis en évidence comme responsables, seuls ou en association, des signes cliniques de
BPI. On les classe souvent en pathogenes majeurs (pouvoir pathogéne démontré
expérimentalement et fréquence élevée) ou comme mineurs (pouvoir pathogene modéré
expérimentalement) (figure 1). Une des questions actuelles concernant les pathogénes
mineurs est leur capacité a engendrer la maladie respiratoire quand ils sont associés entre
eux.

Sept pathogenes sont les plus couramment identifiés lors de BPI. Il s’agit de trois
virus : le virus syntycial bovin (BRSV), le virus Parainfluenza 3 (BPI3) et le coronavirus bovin
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(BCoV); et de quatre bactéries: Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida,
Histophilus somni et Mycoplasma bovis. Cependant, d’autres pathogénes ont pu étre mis en
évidence comme responsables, directement ou en association, de BPI.

Fréquence élevée | Manheimia haemolytica A1, A6
Salmonella spp
Mycoplasma bovis
Pouvoir pathogéne VRSB
majeur BHV-1
Dictyocaulus viviparus

BHV-1
Mycobacterium bovis
Mycoplasma mycoides ssp mycoides

Fréquence faible
a nulle

Virus : BVDV, Parainfluenza 3 (PI3), Adenovirus 3,
coronavirus

Pouvoir pathogéne

faible a modéreé Bactéries: Pasteurella multocida, Histophilus somni
Chlamydia psittaci,

Virus : Réovirus, Rhinovirus, Bredavirus, Influenza virus D

PD_ uvoir Pat_:h DU Bactéries : Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma dispar
T IR L [ L L LU vreaplasma diversum?

Actinobacillus ligneresii, Aspergillus spp
Mycoplasma arginini/M. bovirhinis

Figure 1: Pouvoir pathogéne des différents agents respiratoires bovins démontré lors d’infection expérimentale (Salem
2018)

A. Lesvirus

1. Virus syncytial bovin (BRSV)

Le BRSV est le pathogéne respiratoire majeur chez les bovins. |l appartient a la famille
des Pneumoviridae, genre orthopneumovirus. Expérimentalement l'infection par le BRSV a
des veaux naifs entraine des BPI modérées a séveéres, selon le mode d’inoculation et la
souche virale utilisée. De plus, c’est un virus trés largement répandu au sein de I'espece
bovine et la grande majorité des bovins adultes sont séropositifs au BRSV aprés 12 mois de
vie. Méme si le taux de morbidité du virus est élevé, le taux de mortalité du virus reste faible
autour de 0,5-1%, sauf dans certains cas ou la mortalité peut monter jusqu’a 20%. Les veaux
agés entre 1 et 6 mois sont souvent plus séverement affectés par une infection au BRSV que
des animaux plus vieux. Chez les jeunes, les formes séveres sont associées a une réponse
immunitaire cellulaire inflammatoire exacerbée, avec la libération de nombreuses cytokines
pro-inflammatoires spécifiques a l'origine de signes cliniques (fiévres, tachypnée) plus
marqués. Chez les animaux plus agés, la réponse immunitaire est mixte humorale et
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cellulaire et les signes cliniques sont souvent moins séveres (bronchiolite obstructive
modérée).(Grell et al. 2005)

Le temps d’incubation estimé de ce virus est de 2 a 5 jours. L’infection par le BRSV
peut étre subclinique. Elle peut ne toucher que les voies aériennes hautes, ou atteindre a la
fois les voies aériennes hautes et profondes. Les signes cliniques observés ne sont pas
spécifiques du virus et correspondent aux symptémes généraux des BPI. Le virus est
détectable au niveau pulmonaire a partir de 2 a 3 jours post-infection et jusqu’a 7 a 10 jours
post-infection. Il peut étre en lui-méme responsable des signes cliniques observés et en plus
favoriser I'apparition de surinfections bactériennes secondaires.

Dans les formes sévéres, le BRSV est responsable d’'un syndrome de détresse
respiratoire (veau avec la téte allongée, bouche ouverte, en orthopnée et en dyspnée
sévere), fréquemment mortel.

Histologiquement, l'infection par le BRSV est reconnaissable par des lésions de
bronchiolite obstructive avec des lumieres bronchiolaires partiellement obstruées par une
masse fibrocellulaire polypoide composée de cellules inflammatoires mononucléaires, de
neutrophiles, de cellules épithéliales, de fibrine et de cellules syncytiales multinucléées, le
tout soutenu par un fin stroma fibrovasculaire. (Sacco et al. 2014)

2. Virus Para-influenza 3 (BPI3)

Le virus Para-influenza 3 bovin (nouvellement nommé bovine respirovirus 3)
appartient a la famille des Paramyxoviridae, genre respirovirus. Le BPI3 est souvent a
I'origine de formes subcliniques ou bénignes. Souvent associé a des surinfections virales ou
bactériennes notamment a Mannheimia hemolytica et Mycoplasma spp, il est plutot
considéré comme prédisposant aux infections bactériennes et virales secondaire a I'origine
de BPI, que comme pathogéne responsable des signes cliniques.

Histologiquement, il est a I'origine de lésions bronchiolytiques typiques contenant
des corps d'inclusion intracytoplasmiques et des syncytia a l'origine d’une pneumonie
interstitielle pouvant étre différenciée de l'infection par le BRSV en utilisant
I'immunohistochimie. Il est également responsable d’une destruction partielle de I'ascenseur

mucociliaire.(Ellis 2010)

3. Coronavirus bovin (BCoV)

Le Coronavirus bovin appartient a la famille des Coronaviridae. |l posséde un
tropisme a la fois respiratoire et digestif. Le BCoV se transmet par la voie fécale-orale ou par

aérosol. Il infecte les cellules épithéliales des voies respiratoires (les cornets nasaux, la
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trachée et les poumons) et des intestins (les villosités de I'intestin gréle et cryptes du gros
intestin). Si le lieu de réplication initiale du virus porte encore a débat, les auteurs
s’accordent sur le fait que I'excrétion du virus se fait a la fois via les sécrétions nasales et les
feces. En effet, selon les études, les auteurs affirment que la réplication initiale du virus a
lieu dans les voies aériennes, protégée par du mucus sécrété en grande quantité et que ce
dernier, une fois déglutit, infecte le tractus digestif. (Oma et al. 2016; Saif 2010) Certains
auteurs penchent plutot pour une réplication initiale dans le tractus digestif puis une
contamination du systéme respiratoire via la virémie. (Park et al. 2007)

Au niveau digestif, le BCoV est a I'origine de diarrhée néonatale et de la dysenterie
d’hiver chez les adultes. Il affecte tout d’abord le duodénum avant de se répandre a
I'ensemble des intestins. Il provoque une atrophie des villosités et des cryptes et autres
|ésions de la muqueuse a I'origine de la diarrhée observée. (Park et al. 2007; Boileau, Kapil
2010)

Au niveau respiratoire, il provoque la nécrose de I'épithélium alvéolaire, ce qui peut
entrainer une hyperplasie compensatoire des pneumocytes de type I, ainsi que l'infiltration
de macrophages et de cellules lymphoides dans l'interstitium, conduisant au développement
d’'une pneumonie interstitielle. Au niveau des cornets nasaux et de la trachée, il est
également responsable de lésions épithéliales et d’'une disparition des cils de I'ascenseur
muco-ciliaire. Les lésions causées par le virus peuvent alors favoriser une surinfection,
bactérienne notamment. (Oma et al. 2016; Park et al. 2007)

Expérimentalement, l'inoculation de BCoV a des veaux naifs entraine des signes
cliniques légers de BPI et longtemps ce virus a été considéré comme un pathogéne mineur
lors de BPI. Toutefois, il est de plus en plus fréguemment détecté dans les préléevements
respiratoires des veaux atteints de BPI, seul ou en association avec d’autres virus/bactéries.

4. Herpesvirus bovin de type 1 (BoHV-1)

L’herpesvirus bovin de type 1 est responsable de la rhinotrachéite infectieuse
également appelée IBR (infectious bovine rhinotracheitis). C'est une maladie réglementée et
trés surveillée en France depuis 2006. Elle est responsable d’une atteinte des voies
respiratoires supérieures, mais également d’avortements et de métrite, d’encéphalite chez
le veau ou de conjonctivite.

La contamination se fait de proche en proche par voie respiratoire ou génitale. S’en
suit alors une phase clinique ou subclinique a l'origine des symptomes. La réaction
immunitaire permet de faire cesser les symptomes et I'excrétion virale, mais aboutit a une
phase de latence du virus et les animaux infectés deviennent porteurs asymptomatiques.
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Ces animaux asymptomatiques sont alors capables de réactiver et de réexcréter le virus en
cas de stress ou de traitement médical.

La principale forme d’IBR observée est subclinique et asymptomatique. La forme
clinique la plus courante est la forme respiratoire, ou le virus est responsable d’une affection
des voies respiratoires hautes mais n’est pas considéré comme a lui seul, responsable des
signes de BPl observés. Par contre le BoHV-1 induit des lésions séveres de |'appareil
respiratoire supérieur et a un effet immunosuppresseur, facilitant les surinfections
bactériennes aux pasteurelles. (Yates 1982)

5. Virus de la diarrhée virale bovine (BVDV)

Le virus de la diarrhée virale bovine fait partie de la famille des Pestiviridae. Le virus
est considéré comme ayant un pouvoir pathogéne respiratoire faible en lui-méme, mais il est
responsable d’une immunosuppression (lymphopénie transitoire sévére) permettant
I'apparition de surinfection virale ou bactérienne notamment a Mannheimia haemolytica.
Lors d’épisode enzootique de BPI, il est le plus fréquemment isolé chez les veaux touchés et
est quasiment systématiqguement en association avec un autre pathogene bactérien ou viral.
(Baker 1995)

6. Autres virus

Plus récemment de nouveaux agents pathogenes ont été mis en évidence dans les
voies respiratoires de bovins, présentant des signes cliniques de BPI. L'implication de ces
virus dans |'apparition de maladie respiratoire est encore peu renseignée. lls sont
généralement retrouvés en association avec les virus cités précédemment. Parmi eux, on
peut citer ’Adénovirus bovin de type 3 (BAdv), le virus de I'Influenza D (IDV), le rhinovirus
bovin A et également I'astrovirus bovin (BAstrV). (Ng et al. 2015)

B. Les bactéries

Les différentes bactéries responsables de BPIl sont majoritairement regroupées dans
deux groupes : les pasteurelles (Mannheimia haemolitica, Pasteurella multocida, Histophilius
somni) et les mycoplasmes (Mycoplasma bovis). D’autres genres de bactéries peuvent
également étre retrouvés de maniére occasionnelle notamment lors de surinfection
bactérienne.
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1. Pasteurelles

Parmi la famille des Pasteurellaceae, trois bactéries sont fréquemment identifiées
lors de BPI chez le veau: Manheimia haemolytica, Histophilius somni et Pasteurella
multocida. Leur implication dans le développement de signes cliniques lors de BPI est
néanmoins difficile a mettre en évidence. En effet, ces mémes bactéries sont fréquemment
retrouvées dans les voies aériennes hautes des animaux sains (portage sain nasopharyngé).

a) Manheimia haemolytica
M. haemolytica est la principale bactérie isolée lors de maladies respiratoires chez les
bovins en engraissement. Elle joue un rbéle majeur dans I'apparition de BPI enzootique
néonatale chez tous les veaux.

M. haemolytica est une bactérie de la flore commensale du nasopharynx. Lors de
dépression du systeme immunitaire, notamment lors d’un stress ou d’une infection
pulmonaire par des virus ou des mycoplasmes respiratoires, la réponse immunitaire innée
ne parvient pas a freiner la colonisation pulmonaire, et on va observer une stimulation des
cytokines pro-inflammatoires et une évasion bactérienne des défenses de I'h6te qui peuvent
favoriser le développement d'une pneumonie. Les sérotypes Al et A6 sont cependant les
plus fréquemment isolés lors de BPI.

Cette bactérie produit des facteurs de virulence important chez les hotes infectés. Les
facteurs de virulence comprennent : les polysaccharides capsulaires, le lipopolysaccharide
(LPS), les adhésines, les protéines de la membrane externe, les protéines de la membrane
externe régulée par le fer, les enzymes sécrétées, I'endotoxine et des toxines spécifiques des
ruminants : les leucotoxines. Les leucotoxines jouent un réle central dans l'induction de la
pneumonie. On observe en effet une infiltration et une destruction des neutrophiles et
d’autres leucocytes induites par ces leucotoxines ce qui entrave la clairance bactérienne et
contribue au développement d’'une pneumonie fibrineuse ou d’une nécrose des lobes
pulmonaires. Le LPS peut agir en synergie avec les leucotoxines, en augmentant ses effets et
en contribuant a l'activité endotoxique. (Rice et al. 2007; Srikumaran, Kelling, Ambagala
2007; Singh, Ritchey, Confer 2011)

L'importance de ces différents facteurs de virulence dans la pathogenése en font les
cibles principales de la réponse immunitaire de I’hote.(Srikumaran, Kelling, Ambagala 2007;
Confer, Ayalew 2018)
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Figure 2 : Interactions entre hote, bactérie et environnement lors de broncho-pneumonie a Mannheimia haemolytica
chez les bovins. (Rice et al. 2007)

(A) Homéostasie a I'état commensal ; (B) les facteurs environnementaux font pencher I'équilibre, favorisant la
colonisation pulmonaire et la maladie ; (C) les stratégies d'intervention permettent dans certains cas de restaurer
I'homéostasie.

OMP : protéines de la membrane externe régulées par le fer

b) Histophilius somni
H. somni bien que fréquemment isolée lors de BPI chez le veau, posséde un pouvoir
pathogene respiratoire moindre que M. haemolytica. 1l s’agit la encore d’une bactérie
commensale de la flore bactérienne du nasopharynx de I’'h6te sain qui se développe
généralement lors de co-infection par un virus ou une autre bactérie. (Salem 2018) Par
contre, cette bactérie est invasive et possede un tropisme large.
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En plus d’étre un acteur important dans le développement de BPI chez le veau, H.
somni peut également étre a l'origine de septicémies et d’infections de multiples sites
systémiques, y compris une infection fulminante du systeme nerveux central.

Au niveau pulmonaire, H. somni stimule I'activité du facteur tissulaire des cellules
endothéliales et perturbe les jonctions intercellulaires. Cela a pour effet de renforcer
I'activité procoagulante a la surface de lI'endothélium et de rendre la monocouche
endothéliale plus perméable aux molécules, aux leucocytes et aux cellules. Si les cellules de
H. somni se disséminent dans la circulation sanguine, elles entrainent fréquemment la
formation de thrombus. H. somni active également les plaquettes des bovins, qui renforcent
I'activité du facteur tissulaire a la surface de I'endothélium. Les recherches en cours visent a
déterminer comment l'interaction entre les cellules endothéliales, les plaquettes et les
leucocytes peut contribuer a la thrombose. Les leucocytes pourraient notamment contribuer
a la formation de thrombus observée chez les bovins infectés. Des travaux antérieurs ont
également montré que H. somni peut également entrainer I'apoptose de certaines cellules
endothéliales bovines, renforgant la destruction du parenchyme pulmonaire notamment.
(Behling-Kelly, Rivera-Rivas, Czuprynski 2016)

c) Pastereurella multocida

Contrairement aux autres espeéces bactériennes du groupe, P. multocida est
considérée comme ayant un faible pouvoir pathogene seul. C’est un pathogéne opportuniste
qui profite également d’une dépression du systéme immunitaire pour proliférer et coloniser
les poumons. En effet, les signes cliniques de BPI ne s’observeraient que lors d’une
association avec une autre bactérie ou virus. La prévalence de P. multocida est cependant
importante aussi bien dans les élevages francgais que dans d’autres pays européens. (Autio et
al. 2007; Tessier et al. 2013)

Les mécanismes pathogéenes par lesquels ces bactéries peuvent envahir la muqueuse,
échapper a l'immunité innée et provoquer une maladie systémique ne sont cependant pas
encore clairement identifiés. Les principaux facteurs de virulence identifiés a ce jour sont la
capsule et le lipopolysaccharide. La capsule est impliquée dans ['évitement de la
phagocytose et de la résistance au systeme du complément. Le lipopolysaccharide complet
serait quant a lui essentiel pour la survie de la bactérie chez I'h6te infecté. D'autres facteurs
de virulence ont été identifiés, notamment la toxine de Pasteurella multocida, les adhésines
de surface putatives et les protéines d'acquisition du fer. Il reste néanmoins encore d’autres
facteurs de virulence a identifier, notamment ceux impliqués dans |'attachement initial et
I'invasion des cellules hotes et dans la persistance au sein du parenchyme pulmonaire,
environnement relativement pauvre en nutriments et hostile (Harper et al. 2006).
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2. Mycoplasmes

Chez les bovins, Mycoplasma bovis est l'espece la plus pathogéne du tractus
respiratoire dans les pays indemnes de péripneumonie contagieuse bovine a Mycoplasma
mycoides. 1l est a I'origine de pneumonie chronique chez les veaux allaitant et laitiers
partout dans le monde.

M. bovis est responsable a la fois d’'une atteinte pulmonaire mais également de
polyarthrites chez les veaux, de mammites, d’infections génitales et d’avortements chez les
adultes et d’une réduction de la fertilité in vitro. (Thomas, Mainil, Linden 2003)

L'infection des veaux par M. bovis entraine diverses lésions pulmonaires, notamment
une pneumonie caséonécrotique provenant des bronchioles et des bronches. Il existe une
persistance a long terme de M. bovis. Cette persistance de I'agent pathogene et sa capacité a
échapper a la réponse immunitaire spécifique peuvent résulter en partie de la régulation
négative locale des mécanismes de présentation de I'antigene et d'une réponse immunitaire
humorale inefficace avec la prévalence des anticorps IgG1. (Hermeyer et al. 2012) Certains
auteurs suggerent d’ailleurs que cette baisse locale d'immunité serait davantage a 'origine
des signes cliniques observables en favorisant |'apparition de surinfection secondaire,
notamment a P. Multocida. (Espinasse et al. 1988)

3. Autres bactéries

Lors de surinfection bactérienne, un grand nombre de bactéries peut étre retrouvées
dans les voies aériennes des bovins. Ces bactéries issues le plus souvent du microbiote de
I'h6te sont généralement des pathogenes opportunistes se développant suite a une
premiére infection ayant créé un terrain favorable a leur croissance. On peut ainsi isoler des
germes du genre Streptococcus ou Coxiella, voire I'espece Trueperella pyogenes.

Les bactéries du genre Salmonella peuvent également étre retrouvées dans la sphére
respiratoire des jeunes bovins. Elles sont généralement issues d’une dissémination
hématogene. Ainsi Salmonella enterica, en particulier le serovar Dublin peut étre retrouvée
dans la sphére respiratoire des bovins et étre responsable d’une pleuro-pneumonie
fibrineuse. Les Salmonelles sont responsables d’'une forte mortalité chez les veaux. Leur
prévalence est plus importante dans les grandes collectivités (nurserie, atelier
d’engraissement).
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C. Importance des co-infections

1. Le microbiote respiratoire

Chez les bovins, comme chez tous les mammiféres, il existe une flore bactérienne
commensale de I’h6te dans les voies aériennes supérieures et basses. Cette flore, acquise
dans les premiers mois de vie, est propre a chaque individu et en équilibre avec les défenses
immunitaires de I'hote. Elle est composée d’une communauté diversifiée d’organismes
protégés au sein de biofilm, agissant en synergie et constituants une premiere barriere a
I'apparition de pathologie respiratoire en maintenant ’homéostasie de la communauté. En
effet, I'arrangement de ces bactéries commensales limite la diffusion des produits
extracellulaires afin de restreindre I'accés a des pathogénes concurrents. Elles sécrétent
également des peptides antimicrobiens et d’autres molécules permettant d’inhiber la
croissance d’autres pathogenes (Gallo 2015).

Ces microbiotes évoluent au fil du temps et sont fagconnés par de nombreux facteurs,
notamment le microbiote vaginal maternel, I'environnement, I'age, le régime alimentaire, les
antimicrobiens parentéraux et les événements stressants. Le microbiote qui en résulte peut
étre diversifié et enrichi en bactéries bénéfiques connues qui peuvent fournir une résistance
a la colonisation contre les agents pathogénes bactériens ou, au contraire, en agents
pathogénes opportunistes qui peuvent prédisposer les bovins aux maladies respiratoires. Un
déséquilibre ou une atteinte de cette flore naturelle, notamment lors de I'apparition d’un
phénoméne inflammatoire ou de la colonisation des voies aériennes par un pathogene
primaire, peut causer une prolifération excessive opportuniste d’une des bactéries
naturellement présente et entrainer I'apparition d’une maladie respiratoire (Timsit et al.
2020; Pardon, Buczinski 2020).

Le microbiote respiratoire est donc a la fois une protection naturelle de I’h6te ainsi
gu’une source de contamination lors de BPI. Il s’agit d’un équilibre fragile dont le
comportement est encore mal connu. En effet, notre compréhension de la pathogenese
bactérienne est souvent limitée aux espéces en monoculture. La facon dont les membres
d'une communauté interagissent en combinaison est souvent différente et difficile a prévoir
en étudiant les espéces individuelles. Lorsque la pathogenése est étudiée avec l'ajout
d'autres espéeces ou dans des environnements polymicrobiens, les interactions bactériennes
et la gravité de la maladie associée changent parfois (Welp, Bomberger 2020).

Une étude de 2020 s’est intéressée a l'origine d’une potentielle colonisation
pulmonaire par les bactéries des voies aériennes supérieures (McMullen et al. 2020). Ils ont
ainsi démontré que le microbiote bactérien nasopharyngé est le plus similaire au microbiote
bactérien pulmonaire chez les bovins sains et peut donc servir de source primaire de
bactéries pour le poumon.
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2. Synergie virus-bactérie

La synergie d’infection entre virus et bactéries se traduit par plusieurs mécanismes a
la fois spécifiques et non spécifiques.

Dans un premier temps, I'infection par certains virus notamment le BoHV-1 entraine
une lyse généralisée de I'épithélium cilié dans la trachée et les voies aériennes profondes,
perturbant la fonction de I'escalator mucociliaire. Cet escalator mucociliaire qui permet
naturellement I'élimination des bactéries des voies aériennes supérieures, se retrouve alors
inopérant, permettant le dépot de ces mémes bactéries dans les alvéoles.

L'importance de certains virus dans I'apparition de BPI se traduit également par
I'immunosuppression qu’ils provoquent chez I'individu infecté. Ainsi, le BoHV-1 a plusieurs
effets " immunosuppresseurs ", notamment la régulation négative de l'interféron de type 1
(IFN), I'apoptose des leucocytes, notamment des cellules T CD4+, et une réduction de
I'expression des molécules du CMH | et Il, ce qui entraine une diminution de I'élimination des
cellules infectées par le virus et une réduction de la présentation de I'antigene. Cette
immunosuppression va alors permettre la prolifération bactérienne, notamment des
bactéries de la flore commensale (Ellis 2009). D’autres virus, comme le BVDV ou le BRSV,
sont également a I'origine d’une baisse d’immunocompétence permettant la prolifération
bactérienne dans les voies respiratoires profondes (Sudaryatma et al. 2018; Baker 1995).

Parmi les mécanismes plus spécifiques, on peut citer la synergie entre le BoHV-1 et
M. haemolytica. L'infection par le BoHV-1 entraine la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, telles que le facteur a de nécrose tumorale, l'interleukine-1pB et l'interféron
y. Celles-ci ont pour effet d’augmenter |'expression de l'intégrine B2 CD11a/CD18 sur les
leucocytes bovins, y compris les macrophages alvéolaires et les neutrophiles. Or, cette
molécule est le récepteur de la leucotoxine de M. haemolytica. La liaison accrue de cette
toxine aux leucocytes dans le poumon entraine la mort de ces cellules par apoptose et un
cercle vicieux résultant d'une fonction immunitaire compromise et d'une inflammation. (Ellis
2009)

Il a aussi été démontré que le BRSV, quant a lui, est responsable d’une augmentation
de l'adhésion de P. multocida aux cellules pulmonaires par des mécanismes encore
inconnus. L'infection par le BRSV régule aussi a la hausse l'expression du récepteur du
facteur d'activation des plaquettes, récepteur de Streptococcus pneumonia. Des
phénoménes similaires sont observés lors d'une infection par le rhinovirus et le coronavirus,
qui régulent a la hausse I'expression de la fibronectine, de la molécule d'adhésion cellulaire
liée a l'antigene carcinoembryonnaire et du facteur d'activation des plaquettes sur les
cellules épithéliales respiratoires. (Sudaryatma et al. 2018)
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3. Synergie virus-virus

S’il existe une synergie entre virus et bactérie, il a été démontré qu’une telle synergie
était également possible entre virus.

Ainsi, une pré infection par le BVDV pourrait affecter la régulation de la réponse
immunitaire telle qu'elle est modulée par les cellules T régulatrices et altérer I'immunité
locale a médiation cellulaire contre les pathogenes respiratoires secondaires. On observe
entre autres une inhibition de la réponse des lymphocytes T CD8+ et CD4+ contre le BoHV-1.
Les veaux pré-infectés par le BVDV présentent alors des signes cliniques respiratoires
modérés et des preuves histopathologiques de pneumonie interstitielle avec des agrégats de
cellules mononucléaires lors d’'une infection secondaire au BoHV-1. (Risalde et al. 2015)

4. Interaction bactérie-bactérie

Différents types d’interactions existent entre les bactéries, pathogéenes ou non,
présentes dans les voies respiratoires des bovins. Ces interactions peuvent étre positives et
mutuellement bénéfiques pour le développement des bactéries ou au contraire négatives et
inhiber la croissance bactérienne.

Les associations positives font intervenir des mécanismes de mutualisme, de
commensalisme ou de symbiose ou permettent I'échappement a la réaction immunitaire de
I’'h6te infecté. Il a ainsi été démontré que la plupart les bactéries des genres Micrococcus,
Corynebacterium, et Staphylococcus naturellement présents dans la flore respiratoire des
bovins étaient bénéfiques a la croissance des pasteurelles (M. haemolytica, P. multocida et
H. somni) de maniére isolée, in vitro (Corbeil et al. 1985).
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Figure 3 : Les différentes interactions coopératives entre les espéces bactériennes. (Welp, Bomberger 2020)

(1) Les bactéries bénéficient des ressources libérées ou métabolisées par d'autres espéces. Grace a des mécanismes tels
que le co-métabolisme et I'alimentation croisée, les espéces peuvent utiliser des nutriments complexes qu'elles ne sont
pas en mesure de métaboliser ou d'accéder d’elles-mémes. En outre, les sécrétions produites par une espéce (tels que
des sidérophores, des enzymes ou des molécules de signalisation) profitent également aux bactéries voisines en libérant
des ressources dans |'environnement extracellulaire.

(2) La coexistence de plusieurs espéces de bactéries dans un biofilm polymicrobien permet également le partage des
ressources et la signalisation inter-espéces en raison de la proximité de ces espéces. Il est important de noter que
certaines espéces peuvent protéger d'autres espéces voisines dans un biofilm par une tolérance accrue aux antibiotiques,
aux radicaux libres et a d'autres petites molécules toxiques.

(3) Les interactions avec d'autres espéces entrainent également une adaptation pour améliorer la survie dans
I'environnement de I'h6te. L'adaptation se produit par le transfert horizontal de genes et I'absorption d'ADN bactérien
exogéne dans I'environnement. La seule présence de cet ADN peut également favoriser la formation de biofilms par
incorporation dans la matrice extracellulaire du biofilm.

A contrario, il existe aussi des associations négatives qui s’appuient sur la
concurrence pour les ressources, des comportements antagonistes ou de la prédation. Une
étude de 2012 a montré un effet inhibiteur de la présence de P. multocida sur la croissance
de M. haemolytica. Cultivées individuellement, ces deux bactéries présentent des
caractéristiques de croissance similaires, mais lors de cultures communes, on constate que la
charge de M. haemolytica est inférieure de 4 ordres de grandeurs comparée a la
monoculture. Le mécanisme suspecté est un mécanisme contact-dépendant, car une fine
séparation entre les deux cultures permet une croissance normale a M. haemolytica
(Bavananthasivam et al. 2012).

Une étude plus récente a permis d’évaluer le potentiel des bactéries probiotiques a
inhiber la croissance et I'adhésion cellulaire de M. haemoltyica sérotype 1. Les effets
inhibiteurs de huit souches probiotiques (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus lactis
et deux souches de Paenibacillus polymyxa) contre M. haemolytica ont pu étre mis en
évidence a l'aide de test d’antagonisme in vitro. Les souches probiotiques ont ensuite été
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testées pour leur adhérence aux cellules épithéliales bronchiques bovines (BBE) et leur
capacité a déplacer et a concurrencer M. haemolytica sur les BBE. Les souches de
Lactobacillus et Lactococcus lactis ont montré une plus grande adhésion aux BBE par rapport
a M. heamolytica et aux autres probiotiques. Les souches de P. polymyxa et L. acidophilus
ont provoqué la plus grande réduction de I'adhésion de M. haemolytica, a la fois par
déplacement et par compétition, par rapport aux autres probiotiques. Ces souches
probiotiques pourraient ainsi avoir le potentiel de coloniser les voies respiratoires des bovins
et d'exercer des effets antagonistes contre M. haemolytica sérotype 1. (Amat et al. 2017)

Les bactéries du genre Lactobacillus font naturellement partie du microbiote
respiratoire des bovins (Holman et al. 2015). Ainsi une modification de leur abondance ou de
leur répartition pourrait étre a la base d’une croissance des bactéries pathogenes (Salem
2018).

D. Larecherche de nouveaux pathogenes

1. Les techniques d’identification

Initialement, la technologie de séquencage de Sanger a eu un grand impact sur
I’étude des communautés microbiennes. Actuellement, le rendement du séquencage et la
longueur des séquences ont beaucoup changé: on peut ainsi récupérer jusqu'a 96
séquences par cycle avec une longueur moyenne de 650 pb. Cependant, des plateformes
peu colteuses connues sous le nom de technologies de séquencage de nouvelle génération
(NGS) sont maintenant capables de séquencer en paralléle des millions de molécules d'ADN
avec des rendements et des longueurs de séquence différents ayant un impact positif dans
différents domaines. (Escobar-Zepeda, Vera-Ponce de Ledn, Sanchez-Flores 2015; Alves et al.
2018)

La plateforme de séquengage 454 ou "pyroséquencage » est la premiere de ces
technologies ayant révolutionné les domaines de la génomique et de la métagénomique. Elle
s’appuie sur un cycle d'addition de nucléotides un par un, ol le pyrophosphate (PPi) libéré
par la réaction de polymérisation de I'ADN est transformé en un signal lumineux. L'émission
lumineuse d'une plague comportant des millions de micropuits contenant un fragment
d'ADN donné est ensuite détectée par la machine et est traduite en séquences de
nucléotides avec une valeur de qualité de base associée (Margulies et al. 2005). Cette
technologie offrait un rendement plus élevé que le séquengage Sanger a un colt moindre,
mais avec des longueurs de lecture plus courtes. Le principal inconvénient de cette
technologie est la présence d'insertions et de délétions artificielles. Malgré les avantages
gue cette technologie a apportés a la métagénomique, elle est maintenant obsoléte.
(Escobar-Zepeda, Vera-Ponce de Ledn, Sanchez-Flores 2015)
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La plateforme lon Torrent est une technologie analogue a la 454, qui produit un
rendement et une longueur de lecture similaires. Le PGM d'lon Torrent est considéré comme
le plus petit potentiomeétre existant et peut détecter la variation du potentiel d'hydrogene
générée chaque fois qu'un proton est libéré apres I'ajout d'un nucléotide dans la réaction de
séquencage, qui se produit dans des millions de micropuits (Rothberg et al. 2011). Le
rendement maximal de lon Torrent est largement plus important que le 454 pour un dixieme
du co(t de ce dernier, lui conférant ainsi un net avantage (Whiteley et al. 2012).

Cependant, la réduction de la longueur de lecture en échange de rendements et de
taux d'erreur plus élevés est un autre compromis observé dans certaines plateformes,
permettant de réduire les colts de séquencage. C'est le cas notamment de la technologie
Illumina, technologie populaire en raison de son faible colt et de son rendement élevé.
Cette technique repose sur un séquencgage des fragments d'ADN fixés et répartis dans une
cellule a écoulement. La réaction de séquencage se produit par l'ajout d'un nucléotide
marqué. Lorsque le nucléotide marqué est incorporé et que sa molécule fluorescente est
excitée par un laser, le signal est enregistré par la machine. Ensuite, la molécule fluorophore
est retirée et le nucléotide suivant peut étre incorporé. Les fragments d'ADN peuvent étre
séquencés d'un coté ou des deux cbtés, ce qui donne respectivement un séquencage a une
extrémité ou a deux extrémités, avec une longueur de lecture maximale de 300 paires de
bases par lecture (Bennett 2004). Le rendement de cette technologie est actuellement le
plus élevé parmi les technologies de séquencage de deuxieme génération et la rend adaptée
au multiplexage de centaines d'échantillons.

Ces technologies sont actuellement les plus utilisées pour les projets
métagénomiques, mais le développement du séquencage s'est poursuivi au cours des
derniéres années, afin de résoudre les biais connus de ces technologies et d'offrir un
meilleur compromis entre le rendement, le codt et la longueur de lecture. A I'heure actuelle,
les technologies de séquencage dites de troisieme génération, telles que PacBio RS de Pacific
Bioscience ou Oxford Nanopore, qui sont des technologies a molécule unique et en temps
réel, ont permis de réduire le biais d'amplification ainsi que le probléme de la faible longueur
de lecture. La réduction du temps et des colits offerte par ces technologies est également un
atout précieux. Cependant, le taux d'erreur est plus élevé par rapport aux autres
technologies, mais il peut étre corrigé si la profondeur de séquencage est suffisamment
élevée. (Escobar-Zepeda, Vera-Ponce de Ledn, Sanchez-Flores 2015)

2. Les « nouveaux » pathogeénes respiratoires

De nombreuses études ont donc eu recours aux techniques de métagénomique
présentées plus haut pour identifier les virus présents au sein du systéme respiratoire
profonds des bovins et leur implication dans les BPI. Les derniers virus découverts impliqués
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dans le développement des BPI chez le veau sont notamment I’Adénovirus bovin (BAdV), le
virus de l'influenza D (IDV) et I'astrovirus bovin (BAstrV).

L'adénovirus bovin, bien qu’identifié depuis longtemps dans la sphéere respiratoire
des bovins, n’a que récemment été considéré comme impliqué dans le développement de
BPI. En effet, dés 2004, une étude réalisée en Finlande, met en évidence sa prévalence lors
de BPI. La prévalence dans les troupeaux Finlandais testés était alors de 83% (Hartel et al.
2004). En 2015, Ng et al ont démontré une association significative entre la présence du
BAdV et le développement de BPI chez les veaux laitiers (Ng et al. 2015). Une étude plus
récente réalisée en Chine a également permis de montrer une prévalence de 78,7% sur le
territoire chinois. La souche de virus prélevée a ensuite été inoculée a des souris pour
observer les lésions histopathologiques provoquées. Ces observations ont révélé une
inflammation exsudative du parenchyme pulmonaire avec un grand nombre d'érythrocytes
et de cellules inflammatoires, notamment des neutrophiles, infiltrés dans les alvéoles et
dans la lumiere bronchiolaire au 3éme jour. Les lésions inflammatoires se sont
progressivement atténuées a partir du 9éme jour, et seule une hyperémie a été constatée
dans les capillaires des parois alvéolaires.

L'influenza D a quant a lui été fortement étudié ces dernieres années en France. Il a
d’abord été isolé aux USA en 2011 et mis en évidence pour la premiere fois comme virus
circulant sur le territoire francais en 2014 (Ducatez, Pelletier, Meyer 2015). Le virus est
présent sur I'ensemble du territoire avec une prévalence moyenne de 47,2% chez les bovins
avec une variation de 31 a 71% en fonction de la région (Oliva et al. 2019). Cette différence
selon les régions est d’ailleurs probablement plus corrélée a la différence des systemes de
productions étudiés (laitier, allaitant, engraissement) qu’a la localisation en elle-méme.
L’étude avance également qu’avant 2014, le virus avait une prévalence de 4,5% en France.
La forte différence de séropositivité observée aujourd’hui suggere que ce virus émergent se
répand a grande vitesse dans nos élevages. La pathogénicité de I'IDV a été étudiée en 2019,
grace a une étude ayant permis d’inoculer le virus de I'IDV a 8 veaux naifs. L'étude a alors
mis en évidence que le virus colonisait a la fois les voies respiratoires supérieures et
inférieures, induisant une bronchopneumonie modérée avec des lésions restreintes de
pneumonie interstitielle (Salem et al. 2019). L'IDV apparait donc comme ayant une
pathogénicité modérée dans les BPlI mais trés probablement un niveau de transmission
élevé. Il pourrait alors étre également considéré comme cofacteur de BPI. Plus récemment
une seconde étude a montré que la co-infection de veaux naifs avec IDV et M. bovis
augmentait les signes cliniques respiratoires, par rapport aux mono-infections a IDV ou M.
bovis (article en cours de soumission), confirmant le role de cofacteur respiratoire pour ce
virus.

En 2015, I'étude de Ng et al a également permis de mettre en évidence, pour la
premiere fois, la présence dans la sphére respiratoire des bovins d’un astrovirus. La
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fréquence de détection de ce virus chez les veaux malades était de 8%, contre 0% chez les
veaux sains ne permettant pas d’obtenir une différence significative entre les deux groupes.
Plus récemment, une autre étude a permis de mettre en évidence que le BAstrV était le
guatrieme virus le plus répandu dans le virome pulmonaire lors de BPI (Zhang et al. 2020).
Bien que I'étude n’ai pas permis de mettre en évidence d'association statistiquement
significative avec I'apparition de pneumonie, le BAstrV est connu pour étre a l'origine
d’autres pathologies chez les bovins (encéphalite notamment), et est fréquemment identifié
dans les feces des animaux. D’autre part, le BAstrV était souvent retrouvé en association
avec d’autres pathogénes (parvovirus, M. haemolytica, P. multocida, H. somni ou M. bovis).
Les auteurs évoquent donc la possibilité d’une synergie avec d'autres virus et bactéries,
responsable des symptomes observés lors de bronchopneumonie.
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Partie Il : Focus sur les Astrovirus

L. Définition, structure et classification

Les Astroviridae sont un groupe de petits virus a ARN non enveloppés, dotés d'une
capside icosaédrique de 27-30 nm de diametre. Leur nom provient du mot grec « astron »,
qui désigne l'aspect caractéristique en forme d'étoile a cing ou six branches observées au
microscope électronique. lls ont été identifiés pour la premiere fois par microscopie
électronique en 1975 chez des enfants souffrant de diarrhée. (Appleton, Higgins 1975;
Madeley, Cosgrove 1975)

Chaque virus contient un génome a ARN linéaire, non segmenté et de sens positif
d'environ 6800-7900 pb. Le génome contient une séquence non traduite 5-UTR, trois
séquences de lecture ouvertes ORF (ORFl1a, ORF1b, ORF2), une séquence non traduite 3’-
UTR et une queue polyA permettant la réplication virale. Apres le dép6t du génome viral
dans le cytoplasme, I'ORFla est immédiatement traduite en une polyprotéine qui est ensuite
clivée pour former plusieurs protéines non structurales. La traduction de la polyprotéine non
structurelle ORF1b codant pour I'ARN polymérase ARN dépendante résulte du décalage du
cadre ribosomal 1 par combinaison d'une séquence glissante et d'une épingle a cheveux
structurelle en aval L'ORF2 est traduite a partir de I'ARN subgénomique transcrit a partir
d'un promoteur interne dans le brin négatif. Elle code pour une polyprotéine qui subit un
clivage protéolytique permettant la formation des protéines de capside structurales
matures. (Tse et al. 2011; De Benedictis et al. 2011)

Slippery - .
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Figure 4: Structure génomique des astrovirus (De Benedictis et al. 2011)
Bien que leur longueur varie d'un membre a I'autre de la famille des Astroviridae, I'architecture du génome des
astrovirus est similaire.

Les membres de la famille des Astroviridae sont classés en deux genres : Avastrovirus
ou Mamastrovirus, qui infectent respectivement les oiseaux et les mammiféres. Les
astrovirus sont connus pour leur association avec des maladies diarrhéiques chez différents
animaux, bien que certaines especes puissent provoquer des maladies extra-intestinales.

Ces derniéres années, de nombreux nouveaux astrovirus ont été découverts chez
I'homme et chez les animaux. Il est intéressant de constater que les astrovirus présentent de

39



plus en plus d'événements de recombinaison, ce qui contribue a accroitre la variabilité
génétique de ce groupe de virus. Une grande variété d'especes infectées, la diversité
génétique évidente des virus et |'apparition d'événements de recombinaison indiquent ou
impliquent soit une transmission inter-espéces et une adaptation ultérieure du virus a de
nouveaux hotes, soit la co-infection d'un méme hoéte par différents astrovirus. Cela peut
également favoriser I'émergence de nouveaux astrovirus infectant des animaux ou ayant un
potentiel zoonotique. (De Benedictis et al. 2011; Tse et al. 2011)

II. Especes cibles, passage de la barriére inter-espece

Compte tenu de la nature de leur ARN polymérase ARN-dépendante, qui est sujette
aux erreurs de polymérisation lors de la réplication du génome, les astrovirus, et les virus a
ARN de maniére plus générale, ont une tendance a une forte variabilité génétique due a
I'introduction de mutations. La variabilité génétique a été décrite dans presque toutes les
especes d’astrovirus suffisamment examinées. Elle peut étre induite par des substitutions
nucléotidiques synonymes ou non-synonymes, ces dernieres étant soumises a une pression
de sélection positive ou négative plus forte. Les données recueillies sur les astrovirus
suggerent des pressions et des contraintes évolutives pour une sélection dans différentes
régions génomiques. Par exemple, les régions de la protéine de capside des astrovirus
exposées a la pression immunitaire et aux changements environnementaux, telles que les
épitopes prédits ou les sites d'interaction avec les cellules hotes, sont soumises a une
sélection positive et a des changements de codons. En outre, il est de plus en plus évident
gue des événements de recombinaison génétiques se produisent dans les astrovirus, ce qui
contribue a une variabilité génétique accrue. Une question majeure est donc de savoir si un
astrovirus animal peut se recombiner avec un astrovirus humain et provoquer une maladie
humaine ou faciliter la transmission zoonotique ainsi que I'émergence et la propagation de
nouveaux virus dans la population humaine ou animale.

La grande variété d'especes infectées, la diversité génétique évidente du virus et
I'occurrence d'événements de recombinaison suggerent ainsi la transmission inter-espéces
et I'adaptation ultérieure du virus a de nouveaux hoétes et/ou la co-infection du méme héte
par différents astrovirus. Des ancétres communs putatifs et des transmissions inter-especes
anciennes ont été suggérés entre les espéces aviaires et les mammiferes et parmi les
mammiferes, a une époque plus récente, entre les moutons et les visons, ou les guépards et
les chats. La transmission inter-espéces a également été suggérée parmi les espéces aviaires.
Apres la transmission inter-espéces, les virus se sont adaptés aux nouveaux hotes en se
diversifiant génétiquement.

A ce jour, la liste des espéces animales susceptibles d'étre infectées par des
astrovirus s'est étendue a 22 espéces ou familles animales, parmi lesquelles, des animaux
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domestiques, synanthropiques et sauvages, des oiseaux et des mammiféres vivants aussi
bien dans des environnements terrestres qu’aquatiques. (De Benedictis et al. 2011)

III. Réles pathogenes connus

Compte tenu de la forte variabilité génétique des Mamastrovirus et de leur capacité a
passer la barriére inter-espéce, il est intéressant de connaitre les roles pathogenes de ces
virus chez les différentes espéeces qu’ils sont capables d’infecter.

A. Maladie digestive

Historiguement, les astrovirus ont été décrits pour la premiére fois chez des enfants
souffrant de diarrhée (Madeley, Cosgrove 1975). Il a ensuite été montré que I’"HAstVs touche
majoritairement les jeunes enfants, les individus immunodéprimés et les personnes agées.

L'implication de cette famille de virus dans I'apparition de troubles digestifs a ensuite
pat étre démontrée chez de nombreuses espéces. Ainsi, les Mamastrovirus sont capables
d’infecter la plupart de nos espéces domestiques. Ils ont été mis en relation avec I'apparition
de troubles digestifs de type gastro-entérite, avec comme principal symptome de la
diarrhée. Les jeunes semblent souvent plus touchés que les adultes dans la plupart des
espéces cibles. Les principales espéeces touchées par la maladie digestive causée par les
astrovirus sont 'Homme, le porc, le chat, le chien, le cerf élaphe, le guépard, le chevreuil, le
mouton et le bovin (De Benedictis et al. 2011).

B. Maladie respiratoire

Le tropisme de l'astrovirus n’est cependant pas cantonné a un tropisme digestif. En
effet, une étude humaine de 2008 en Taiwan (Lin et al. 2008) montrait que la moitié des
patients infectés par un astrovirus et présentant des signes de gastro-entérite plus ou moins
marqués présentaient également une atteinte des voies respiratoires, qui se manifestait par
une toux et une rhinorrhée.

Le séquencage métagénomique d’écouvillons nasaux prélevés sur des porcelets
présentant une maladie respiratoire aigué inexpliquée dans deux installations de I'Oklahoma
(USA) réalisé en 2016 a permis d'identifier un nouveau génotype d'astrovirus porcin 4
(PAstV-4) (Padmanabhan, Hause 2016). Une prévalence de 21 % a été retrouvée dans les
écouvillons nasaux et 19 % dans les écouvillons fécaux. Les niveaux d'ARN du PAstV-4 étaient
significativement plus élevés dans les écouvillons nasaux, suggérant un possible tropisme
respiratoire du virus.
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Une étude de 2018 sur des cerfs de Virginie ayant présentés des signes de
pneumonie suivis d’'une mort soudaine aux Etats-Unis, reporte I'identification d’un astrovirus
au sein des tissus pulmonaires. L’astrovirus en question a été identifié comme un
recombinant de deux astrovirus bovins précédemment identifiés au Japon. (Wang et al.
2018)

C. Atteinte neurologique

Une étude de 2010 chez I'Homme a démontré l'implication de I’'HAstVs dans le
développement d’une encéphalite chez un enfant immunodéprimé. L’hypothése principale
des auteurs serait une dissémination systémique a partir du tube digestif ou d’une autre
source de contamination, ayant pu causer cette infection, posant ainsi la question d’'une
véritable spécificité de localisation du virus (Quan et al. 2010). D’autres études ont
démontrés I'apparition de paralysie flasque chez des enfants immunodéprimés suite a une
infection par un astrovirus humain, montrant ainsi un tropisme du virus non seulement pour
le tube digestif mais également pour d’autres localisations tel le systéme nerveux central
(Shaukat et al. 2014; Wunderli et al. 2011).

Par la suite, le réle pathogéne des astrovirus au niveau du systéeme nerveux central a
pu étre mis en évidence chez d’autres especes. Une étude de 2010 au Danemark a permis
d’établir I'implication d’un astrovirus dans le développement du syndrome de tremblement
du vison (tremblements, démarche titubante et ataxie) (Blomstrom et al. 2010).

En 2017, une étude en Hongrie sur une épidémie touchant des porcelets post-
sevrages présentant entre autres des signes cliniques de paraplégie postérieure et un taux
de mortalité élevé associé a une encéphalomyélite et une nécrose neurale, a réussi a
identifier 'implication de I'astrovirus porcin de type 3. Le virus a été identifié par RT-PCR et
hybridation in situ dans des échantillons de cerveau et de moelle épiniere. Parmi les tissus
testés par RT-PCR quantitative, les charges virales les plus élevées ont été détectées dans le
tronc cérébral et la moelle épiniere. L'ARN viral était principalement détecté dans les
neurones, en particulier dans le tronc cérébral, le cervelet (cellules de Purkinje) et la moelle
épiniere cervicale. L'astrovirus était généralement indétectable dans les feces mais présent
dans les échantillons respiratoires, indiquant une possible infection respiratoire.

IV. Les astrovirus au sein de I'’espéce bovine

Le premier isolat d'astrovirus bovin a été signalé en Angleterre en 1978 dans un
préléevement fécal. L'astrovirus a été considéré comme avirulent, car les veaux sains, infectés
expérimentalement sont restés cliniguement normaux, bien que des études pathologiques
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sur les veaux infectés n'aient pas été réalisées (Woode, Bridger 1978). Il a été conclu a I'issu
des premiéres études sur ce virus, que dans des conditions naturelles, le BAstrV ne semble
pas étre directement associé a une maladie diarrhéique sévere chez les veaux (Bridger, Hall,
Brown 1984; Woode, Bridger 1978; Tse et al. 2011; Woode et al. 1984)

La prévalence de I'astrovirus au sein de |'espece bovine est controversée. Une
premiére étude de 1984 suggere que le BAstrV pouvait étre excrété par 60 a 100 % des
veaux dans les fermes aux Etats-Unis (Bridger, Hall, Brown 1984). Plus récemment, seuls 5
écouvillons rectaux (2,4 %) prélevés sur des bovins adultes asymptomatiques se sont révélés
positifs pour l'infection par le BAstrV lors d’'une études portant sur 209 bovins a Hong-Kong
(Tse et al. 2011).

L'implication des astrovirus dans le développement d’atteinte neurologique a
également été démontrée chez I'espéce bovine. En effet, un astrovirus bovin (BAstrV-
NeuroS1), phylogénétiquement apparenté a un astrovirus ovin, a été identifié au sein du
tissu cérébral d'un jeune bouvillon croisé présentant un début aigu de maladie neurologique
(Li et al. 2013). Dans cette méme étude, une analyse rétrospective de 32 cas d'encéphalites
bovines d'étiologie inconnue, 3 autres animaux infectés ont été détectés par PCR et
hybridation in situ. L'ARN viral était limité au systéme nerveux et détecté dans le cytoplasme
des neurones affectés dans la moelle épiniere, le tronc cérébral et le cervelet. Au
microscope, les lésions étaient constituées d'une nécrose neuronale étendue, de microgliose
et de manchons périvasculaires, distribuées préférentiellement dans la matiére grise et les
plus graves dans le cervelet et le tronc cérébral, avec une intensité croissante vers le bas de
la moelle épiniére.

Au niveau respiratoire, des études récentes ont permis de mettre en évidence la
présence du virus dans la sphére respiratoire profonde des bovins (Ng et al. 2015; Zhang et
al. 2020).

L'étude de Ng et al était une étude prospective visant a caractériser le virome
respiratoire de jeunes bovins présentant des symptomes de BPI (Ng et al. 2015). Aprés un
séquencage profond, un assemblage de novo et des recherches de similarité de séquences
de protéines traduites, de nombreux virus connus et non caractérisés auparavant ont été
identifiés. Parmi ceux-ci le génome d'un astrovirus non caractérisé auparavant a été
complétement séquencé. Ainsi, quatre animaux (8 %) du groupe symptomatique étaient
positifs pour I'astrovirus bovin BSRI1. L'ARN de I'astrovirus n'a été détecté chez aucun des 50
animaux asymptomatiques. Les valeurs P résultantes étaient cependant non significatives a
0,117.

Plus récemment, Zhang et al ont réalisé un séquencage viromique a haut débit, des
cultures bactériennes, des PCR en temps réel ciblées et des examens histologiques sur 130
poumons de bovins atteints de pneumonie provenant de I'Ouest canadien afin d’explorer les
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associations de micro-organismes avec différents types de pneumonie. Dans cette étude, le
BAstrV était le quatrieme virus le plus répandu dans le virome pulmonaire de la pneumonie
(5 %) sans montrer pour autant d’association statistiquement significative avec un type
particulier de pneumonie. De plus, étant donné que tous les cas positifs au BAstrV
contenaient également des parvovirus, M. haemolytica, P. multocida, H. somni ou M. bovis,
les auteurs formulaient I’"hypothese que le BAstrV entre en synergie avec d'autres virus et
bactéries pour aggraver les symptémes de BPI.

Une étude de 2020 sur le cheptel breton francais a permis d’établir une méthode RT-
gPCR afin de détecter le BAstrV respiratoire grace a des prélevements réalisés sur des veaux
atteints de signes cliniques de pathologies respiratoire (Duchemin 2020). Aucune implication
du virus au niveau du développement de pathologie respiratoire n’avait pu étre mis en
évidence mais le virus avait été amplifié dans de nombreux LBA issus de veaux présentant
des signes cliniques de BPI alors qu’il n’avait pas été possible d’amplifier le virus dans les
élevages contrdles sains. Un travail de terrain a également été effectué dans le but de
prélever d’autres veaux malades et de séquencer en partie le virus, afin d’étudier son
génome et de le comparer aux différentes séquences de BAstrV déja enregistrées dans les
banques de données a travers le monde. Ces différentes séquences provenaient de lieux
différents, ainsi que de bovins présentant des pathologies différentes. Finalement, il
semblerait que les séquences les plus apparentées dépendent plutét du tropisme du virus
isolé (digestif, neurologique, respiratoire) plutét que du lieu de prélévement.
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Partie III : Etude expérimentale

L. Objectifs

L’objectif de cette étude était d’évaluer la prévalence et I'association des principaux
agents pathogenes responsables de BPI chez les veaux en Bretagne. Elle visait également a
établir une corrélation entre les signes cliniques observés et la présence de certains
pathogénes ou de leur association dans les voies aériennes superficielles et profondes.

En s’appuyant sur les précédentes études ayant montré la présence du BAstrV dans
les voies respiratoires superficielles et profondes des jeunes bovins, un deuxieme objectif
était de démontrer sa présence dans I'appareil respiratoire superficiel et profond, ainsi que
son implication dans le développement de signes cliniques de BPI. Il a également été
possible d’étudier sa prévalence entre des animaux sains et des animaux malades et sa
localisation dans chaque cas (tractus digestif ou respiratoire).

II. Matériel et méthode

A. Echantillonnage

La présence du virus a été recherchée chez des veaux agés de 1 a 24 semaines, dans
des élevages atteints de BPI et dans des élevages sains, a la fois dans I'appareil respiratoire
haut, par écouvillonnage nasal, dans |'appareil respiratoire bas, par lavage broncho
alvéolaire et également dans le systeme digestif des veaux, par écouvillonnage rectal. Les
élevages ont été prélevés dans une zone géographique d’environ 100km sur les
départements du Finistere, des Cétes d’Armor et du Morbihan. Aucune distinction de race
n’a été faite. Cet échantillonnage faisait partie d’'un projet de recherche sur la santé des
veaux (projet Healthy Calf, INRAE), il n’est en rien représentatif de la population des jeunes
bovins, ni méme des conditions épidémiologiques observées lors de BPI.

Pour le choix des élevages, des critéres d’inclusion ont été fixés tels que :

e FElevages malades :

- Veaux (age : 0 a 4-5 mois) avec des signes cliniques d’atteinte de I'appareil
respiratoire profond (BPI sur le lot ou plusieurs animaux)

- Evolution aigué (<3-4 jours), pour favoriser la détection du virus

- Incidence : au moins 3 animaux présentant des signes cliniques de moins de 3-4
jours, pour étre dans un contexte infectieux

- Signes cliniques : hyperthermie > 40°C ou hyperthermie >39,5°C avec de la toux, un
jetage et/ou tachypnée, des bruits respiratoires renforcés voire surajoutés. Ces
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signes cliniques sont caractéristiques des BPI, sans permettre de distinguer un agent
pathogene spécifique.

e FElevages non malades :
- Veaux normo thermes sans signes cliniques respiratoires.
- Meémes caractéristiques zootechniques que les veaux malades, provenant d’élevages
différents mais dans la méme zone géographique.

Dans chaque élevage considéré comme atteint de BPI, 3 a 5 veaux présentant des signes
cliniques ont été prélevés, ainsi que 2 veaux ne présentant pas de signes cliniques au
moment du prélevement. Un suivi des signes cliniques a 7 jours a permis de vérifier que les
animaux sains lors du prélévement a JO demeuraient asymptomatiques une semaine plus
tard.

Ont été exclus de I'étude les animaux considérés comme malades depuis plus de 5 jours
au moment du prélévement. |l est en effet admis qu’aprés 5 jours, on perd en sensibilité
pour la détection des virus VRSB, BPI3 et BCoV. Nous n’avons pas de données pour le BAstrV.

B. Score clinique

Pour chaque animal, un score clinique a été déterminé en s’appuyant sur des critéres
tels que la toux, la présence de jetage, la température rectale, la fréquence respiratoire, le
comportement alimentaire, ainsi que le comportement général (voir figure 5).

La note clinique maximale obtenue par un veau d’un élevage sain (3) a ensuite été
considérée comme la note limite entre un animal symptomatique et un animal
asymptomatique, permettant de distinguer trois groupes: les animaux sains au sein
d’élevage sain (score clinique <3), les animaux asymptomatiques au sein d’élevage malades
(score clinique <3), les animaux malades au sein d’élevage malades (score clinique >3).
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Note Note

Symptome Détails v Symptome Détails 7
associée associée
Température <39°C 0 Toux
rectale
39-40°C 2 Absente 0
40,1-40,9°C 4 Fréquence =~ Modérée 1
241°C 6 Fréquente 2
Fra
req.u enc-e <30 mpm 0 Absente 0
respiratoire
30-40 mpm 2 Intensité  Moyenne 1
41-60 mpm 4 Forte 2
61-80 mpm 6 Refus alimentaire Absent 0
>80 mpm 8 Partiel 1
letage Absent 0 Total 2
Séromuqueux 1 Comportement Normal 0
Léger
Mucopurulent 2
abattement
Dyspnée Absente 0 Trels abéttu
/décubitus
Présente 2

Figure 5 : Grille de score utilisée pour établir le score clinique de chaque animal

C. Réalisation des prélevements

Un écouvillon nasal profond (EN), un lavage broncho-alvéolaire (LBA) et un
écouvillonnage rectal (ER) ont systématiquement été réalisés sur chaque veau, en
sélectionnant 3 a 6 veaux par lot.

1. Ecouvillons nasaux profonds (EN)

- Contention des veaux en position debout au cornadis ou en I'empéchant de reculer,
téte bloquée a I'horizontale en enroulant un bras autour

- Ecouvillonnage profond dans chaque narine en frottant I’écouvillon sur la muqueuse
nasale jusqu’a la rosée sanguine

- Tige coton transférée dans un tube préalablement rempli de 2 mL de PBS stérile
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- Tige coupée de maniere a pouvoir refermer le tube.
- Conservation des tubes a -80°C

2. Lavages broncho-alvéolaire (LBA)

a) Matériel
- Tubes plastiques transparents vicryl alimentaires de deux dimensions : diameétre 6 et
12 mm avec un repeére a 35-50 cm sur le tube le plus large et a 1 métre sur le plus fin
- Anesthésiques locaux : xylocaine 5% nébuliseur et 2% pommade visqueuse
- Nacl 0,9%
- Seringues de 50 mL
- Tubes Falcon de 50 mL
- Gants a usage unique et blouses

Tube de xylocaine visqueuse
2% et spray xylocaine

Produits désinféction pour
nettoyer le matériel aprés les LBA

NaCl 0.9%

Tubes plastiques stérilisés pour LBA
(1m50, 5mm de diamétre)

Gants
3 seringues de 50mL
stériles
Une ficelle de 1m pour reporter Combinaison Tyvek

la longueur sur le tube LBA

Figure 6 : Matériel utilisé pour la réalisation des LBA

b) Reéalisation des prélevements
Les LBA ont été réalisés de la maniere suivante :

- Mise en place de deux paires de gants avant le début d’opération
- Pré anesthésie locale du veau en appliquant deux pressions de xylocaine 5%
nébuliseur au fond de chaque narine
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- Matériel préparé le temps de I'effet de I'anesthésie : un kit de deux tubes plastiques
stériles, 2 seringues remplies de 50 mL de NaCl 0,9%, le tube de pommade de
xylocaine visqueuse 2%

- Contention du veau position debout, au cornadis ou en I'empéchant de reculer

- Application de xylocaine visqueuse 2% pour recouvrir I’extrémité du gros tube

- Contention de la téte du veau (en I'enroulant avec le bras) et pénétration du gros
tube (via I'extrémité avec la xylocaine) dans la narine droite ou gauche, animal téte
droite ou légérement tendue vers le haut

- Une fois arrivé jusqu’au larynx (sensation d’arrét de progression du tube), passage
dans la trachée sur 10 cm (déclenchement d’une toux de I'animal).

- Vérification que le tube soit bien dans la trachée en confirmant, au nez ou a l'oreille,
I’expiration (souffle d’air concordant avec I'expiration de I’'animal, odeur neutre...).

- Retrait de la premiére paire de gant, passage du petit tube dans le gros en le
descendant dans I'appareil respiratoire jusqu’au repére (1 métre).

- Envoi d’une premiere seringue de 50 mL de maniére réguliére et ré-aspiration
immédiate.

- Lavage refait avec la deuxieme seringue.

- Transfert du produit des seringues dans un tube Falcon de 50 mL (si un tube est
rouge (présence de sang) ou que le contenu des deux seringues n’était pas similaire
(possible contamination par passage dans I'cesophage) le contenu des deux seringues
n’était pas mélangé).

- Conservation des LBA a -80°C.

3. Ecouvillons rectaux (ER)

- Contention des veaux en position debout au cornadis

- Ecouvillonnage en frottant I'écouvillon sur la muqueuse rectale

- Tige coton transférée dans un tube préalablement rempli de 2 mL de PBS
- Tige coupée de maniére a pouvoir refermer le tube.

- Conservation des tubes a -80°C

D. Analyses PCR

1. Extraction de 'ARN

L'ARN a été extrait a partir des ER, des EN et des LBA en utilisant le kit Nucleospin
RNA virus (Macherey-Nagel) selon le protocole indiqué par le fabriquant. L'ARN est conservé
a-80°C.
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2. Réalisation d’'une RT-qPCR en temps réel

Une premiére RT-qPCR one-step sur les ARN extraits a permis de réaliser un premier
screening pour vérifier si des échantillons étaient positifs pour le BAstrV, selon les
recommandations du kit iTaq Universal SYBR Green One-Step (Biorad). La séquence utilisée
comme amorce sens est 5’-TGTGGGTCAAACCTGAGAAAG-3’ et celle utilisée comme amorce
antisens est 5’-GATTGGATGGTACTGGCTGATAG-3’ (a une concentration de 10 uM chacune).
Ces amorces ont été dessinées sur la base de la séquence génomique obtenue lors d’'une
étude antérieure (voir chapitre résultats). Un volume final de 10 pL a été préparé pour cette
RT-qPCR consistant en 5 pL de tampon iTap mix, 0,125 pL de iScript enzyme, 0,25 plL
d’amorce sens, 0,25 pL d’amorce antisens, 3,375 uL d’eau et 1 puL d’ARN.

Le protocole de RT-PCR a été réalisé sur appareil LightCycler 96 (Roche diagnostics)
en une premiére étape de rétrotranscription d’ARN en ADNc a 50°C pendant 10 minutes,
suivie de 40 cycles d’amplification en deux étapes (10s a 95°C pour dénaturer le double brin
d’ADN et 40s a 60°C pour I'hybridation des amorces sur I’ADNCc).

Une analyse de la courbe du point de fusion a ensuite été faite dans le but d’étudier
la spécificité des produits amplifiés afin de vérifier leur pertinence.

Finalement, une PCR conventionnelle a été faite sur les échantillons positifs en RT-
gPCR dans le but d’amplifier une séquence plus longue de 500 pdb qui correspond a 'ORF1b
(RdRp RNA dependent RNA polymerase) dans le but de séquencer le fragment. Pour cela,
nous avons utilisé le kit One Step RT-PCR (Qiagen) en sélectionnant les amorces du gene
ORF1b suivantes : 50 5'-GAGTTTGATTGGACTCGCTTTG-3' pour lI'amorce sens et 5'-
CTTCTCAGGATTGGATG GTACTG-3’ pour I'amorce antisens. Un volume total de 25 uL a été
préparé pour cette PCR conventionnelle consistant en 11 pyL d’eau, 5 pL de tampon du kit, 1
uL de dNTPs, 1 uL d’amorce sens et 1 pL d’amorce antisens (concentration de 10 uM), 1 pL
d’enzyme et 5 pL d’ARN (quantité pour un échantillon).

La rétrotranscription d’ARN a été faite a 50°C pendant 30 minutes, suivie de 15
minutes de dénaturation a 95°C. L'amplification a été réalisée en 40 cycles de trois étapes :
30s a 95°C pour la dénaturation, puis 30s a 60°C pour apparier les amorces sur les séquences
spécifiques et 60s a 72°C pour |’élongation. Enfin, 5 minutes a 72°C pour finir I’élongation
des produits amplifiés.

Les produits amplifiés ont été visualisés sur gel d’agarose 1%, selon la taille (en
présence d’un marqueur de poids moléculaire). 'ADN amplifié (produit a la taille attendue
sur gel) a ensuite été extrait du gel et selon les recommandations du kit « NucleoSpin gel and
PCR clean-up » (Macherey- Nagel).
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3. Séquengage et analyse génétique

Les produits amplifiés et purifiés ont été envoyés a séquencer a GATC, pour un
séquencage classique en méthode Sanger. Les séquences obtenues ont fait I'objet d’un
alignement de séquences avec le logiciel MEGA-X avec ClustalW en utilisant deux séquences,
la séquence génomique du BAstrV respiratoire obtenue lors d’une précédente étude et une
séquence génomique suisse obtenue d’un cas d’encéphalite chez un bovin (ref
MK0970099.1). Un arbre phylogénique a finalement été généré grace a MEGA-X avec la
méthode maximum Likelihood (Valeur de Bootstrap comme analyse statistique: 500).

III. Résultats

Au total, 10 élevages ont été sélectionnés : 3 ont été considérés comme sains, les 7
autres possédaient des animaux présentant des signes cliniques de BPl. Dans chaque
élevage, 3 a 5 veaux ont été prélevés pour un total de 52 veaux prélevés. L'age des veaux
prélevés est compris entre 9 jours et 5 mois et demi.

Lors de I'étude, les prélevements étaient envoyés par voie postale au fur et a mesure
de leur réalisation pour effectuer les PCR. Certains échantillons de I'un des envois ont
malheureusement été perdus lors de leur transport. Certains résultats de I'élevage 4 sont
donc manquants.

A. Fréquence des agents pathogenes respiratoires et co-infections

1. Prévalence des différents agents infectieux de BPI

Dans les voies aériennes profondes des veaux, le principal agent infectieux retrouvé
aussi bien dans les élevages sains que dans les élevages atteints de BPI est P. multocida
(respectivement 75,8% et 83,3% de prévalence) (figure 7). Le BAstrV est le deuxiéme agent
le plus retrouvé dans les voies aériennes profondes dans les deux types d’élevage (33,3% de
prévalence dans les élevages sains et 30,3% de prévalence dans les élevages atteints). On
observe ensuite une distinction entre les deux types d’élevage. Dans les élevages sains, les
troisiemes pathogenes les plus courants sont le VRSB (25,0%) et le BCoV (25,0%) et en
dernier M. haemolytica (16,7%). Dans les élevages atteints, le troisieme agent pathogene le
plus représenté est le BCoV (21,2%) puis M. haemolytica (12,1%), on retrouve ensuite a des
niveaux plus faible des pathogénes qui ne sont pas retrouvés au sein des élevages sains : M.
bovis (9,1%), H. somni (9,1%) et enfin le BPI3 (6,1%).

Dans les voies aériennes supérieures, le principal agent pathogéne retrouvé aussi
bien dans les élevages sains qu’atteints reste P. multocida (75% chez les deux) (figure 8). On
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observe ensuite une différence de prévalence des agents infectieux entre les élevages sains
et les élevages avec des animaux présentant des signes de BPI. En effet, dans les élevages
sains, le deuxieme pathogene le plus souvent identifié est le BAstrV (41,7%) puis viennent M.
haemolytica et le BCoV (25% tous les deux) et enfin le VRSB (8,3%). Dans les élevages
atteints de BPI, le deuxiéme pathogéne le plus retrouvé dans les voies aériennes hautes est
le BCoV (40,0%) puis le BAstrV (27,5%), M. haemolytica (17,5%), puis H. somni et les M. bovis
(tous deux a 10,0%) et enfin le BPI3 (5,0%).

B Elevages atteints Elevages sains M Elevages atteints Elevages sains
100 80
90 70
80
60
70
60 50
50 40 -
40 30 B
30 -
20 +— -
20 -
10 - i
0
> 0 & SN IR
F T O E S
o\* O ) A\
< S
& D
& <
N
N
Figure 7 : Prévalence des principaux agents de BPI dans les Figure 8: Prévalence des principaux agents de BPI dans les
voies aériennes profondes dans les élevages atteints de voies aériennes supérieures entre les élevages atteints de
BPI et les élevages sains BPI et les élevages sains

Si on s’intéresse ensuite a la prévalence des différents agents pathogénes entre les
animaux non malades, c'est-a-dire présentant un score clinique inférieur ou égal a 3, et les
animaux malades, c’est a dire présentant un score clinique supérieur ou égal a 4, on constate
qgue la prévalence individuelle des pathogénes chez les animaux non malades ne suit pas la
prévalence des élevages sains (figure 9 et 10).

Dans les voies aériennes profondes, le pathogene le plus souvent retrouvé est P.
multocida chez les animaux aussi bien chez les individus malades et ceux non malades
(respectivement 70,0% et 86,4%). Chez les animaux non malades, on retrouve ensuite le
BCoV (31,8%), puis le BAstrV (22,7%), le VRSB (13,6%) et M. haemolytica (13,6%). On trouve
ensuite M. bovis (4,5%) et H. somni (4,5%) qui n’étaient pas présents au sein des élevages ne
présentant pas de signes de BPI. Chez les animaux malades, le deuxieme pathogéne le plus
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couramment retrouvé est le BAstrV (35,0%), puis le BCoV (13,0%), M. haemolytica (13,0%) et
enfin M. bovis, H. somni et BPI3 (tous trois a 9,0%).
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Figure 10: Prévalence des principaux agents de BPI dans
les voies aériennes superficielles des animaux malades
de BPI et des animaux non malades, que ces derniers
proviennent d’élevages sains ou infectés.

Figure 9: Prévalence des principaux agents de BPI dans
les voies aériennes profondes des animaux malades de
BPI et des animaux non malades, que ces derniers
proviennent d’élevages sains ou infectés.

Parmi les élevages sains, 2 veaux (16,7%) ne présentaient aucun pathogéne
identifiable dans les voies aériennes profondes et I'un d’eux ne présentait pas non plus de
pathogéne identifiable dans les voies aériennes supérieures (8,3%). Parmi les élevages
atteints, 3 veaux (9,1%) ne présentaient pas de pathogéne identifiable dans les voies
aériennes profondes, mais tous présentaient des pathogénes dans les voies aériennes
supérieures. Ces trois veaux présentaient néanmoins un score clinique allant de 5 a 10. La
différence observée entre les élevages sains et atteints de BPl n’est cependant pas
statistiquement significative.

2. Co-infections au sein des élevages bretons

Si on s’intéresse aux différentes co-infections a I'échelle des élevages, on remarque
gu’au sein des élevages atteints de BPI, on ne retrouve pas les mémes co-infections d’un
élevage a l'autre (figure 11 et 12). On remarque également qu’il ne semble pas y avoir
d’association préférentielle entre les différents pathogénes aussi bien dans les élevages
atteints de BPI que dans les élevages sains.
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Elevage M. haemolytica  P. multocida M. bovis  H.somni  BCoV IDV VRSB BPI3 BAstrV
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Figure 11: Co-infections présentes dans les différents élevages dans les voies respiratoires profondes

Dans les voies aériennes profondes (figure 11), on retrouve dans les élevages atteints

entre 1 et 5 pathogenes. Dans les élevages sains, on trouve entre 2 et 4 pathogenes.

Elevage M. haemolytica P. multocida M. bovis H. somni BCoV IDV VRSB BPI3 BAstrV
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Figure 12: Co-infections présentes dans les différents élevages dans les voies aériennes supérieures

Dans les voies aériennes supérieures (figure 12), on retrouve dans les élevages

atteints entre 1 et 5 pathogenes. Dans les élevages sains, on trouve entre 1 et 4 pathogenes.

On ne trouve pas de différence significative, au niveau du nombre de pathogenes

présents, entre les élevages atteints et les élevages sains.
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3. Co-infection a I'échelle des individus

Veaux | SC | M. haemolytica P. multocida M. bovis  H. somni BCoV IDV VRSB BPI3 BAstrV
t-997 7 0 21,3 0 0 0 0 0 0 0
t-998 5 0 25,4 0 0 0 0 0 0 0
t-999 | 13 0 29,8 0 0 0 0 0 0 0
t-991 9 0 29,6 0 28,4 0 0 0 0 35
t-992 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t-993 2 0 29,3 0 29,4 0 0 0 0 0
t-994 | 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t-995 | 10 0 30,0 0 33,6 0 0 0 0 0
t-996 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
042 7 0 35,0 0 0 0 0 0 0 0
088 7 0 31,0 0 0 0 0 0 0 35
105 0 0 0 0 0 0 0 0 0
106 0 0 26,4 0 0 0 0 0 0 0
t-988 | 16 0 29,1 26,8 0 0 0 0 0
t-989 7 0 34,3 0 0 0 0 0 0 0
t-990 9 0 29,0 28,7 0 0 0 0 0 33
t-982 2 0 26,8 0 0 23,9 0 0 0 0
045 8 30,6 0 0 0 0 0 0 0 0
138 4 30,0 0 0 0 32,7 0 0 0
t-967 3 0 0 0 0 30,2 0 0 0 0
t-968 7 27,0 0 0 0 0 0 0 0 32
t-969 4 26,2 0 0 0 32,3 0 0 0 0
t-961 6 0 25,3 0 0 0 0 0 33,1 0
t-962 4 0 0 0 29,2 0 0 34,7
t-963 5 0 35,1 0 0 0 0 0 0 0
t-964 2 0 23,3 21,3 0 36,8 0 0 0
t-965 2 0 30,2 0 0 0 0 0 0 0
t-946 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t-947 2 0 34,3 0 0 0 0 0 0 0
t-948 4 0 29,7 0 0 0 0 0 0
t-949 8 0 25,4 0 0 0 0 0 0
t-950 3 0 25,3 0 0 29,9 0 0 0 0
t-951 6 0 30,6 0 0 0 0 0 0 0
Figure 13: Résultats PCR (en Ct) dans les LBA des élevages présentant des signes cliniques de BPI
SC : score clinique.
Veaux | SC | M. haemolytica P. multocida M. bovis  H. somni BCoV IDV VRSB BPI3 BAstrV
t-970 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t-971 0 34,7 0 0 0 0 0 0 0
t-972 0 0 0 0 0 0 0 0 0
t-952 0 0 0 0 34,1 0 25,5 0 34
t-953 0 0 25,1 0 0 0 20,4 0 35
t-954 0 0 24,5 0 0 0 0 0 0
t-955 2 0 21,1 0 0 24,2 0 0 0 21
t-956 0 0 30,6 0 0 0 0 0 0 0
t-957 1 0 30,5 0 0 0 0 0 0 35
S| t-958 3 34,0 0 0 0 0 0 0 0
t-959 1 0 26,0 0 0 0 0 0 0 0
t-960 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Figure 14 : Résultats PCR (en Ct) dans les LBA des élevages ne présentant pas de signes cliniques de BPI
SC : score clinique
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Dans les voies aériennes profondes des élevages atteints de BPI, 14 individus (42,4%)
présentent une mono-infection et 16 individus (48,5%) présentent une co-infection de 2 a 4
pathogénes (figure 13). Dans les élevages sains, 3 individus (25,0%) présentent une mono-
infection et 7 individus (58,3%) présentent une co-infection de 2 a 4 pathogenes (figure 14).

Veaux | SC | M. haemolytica P. multocida M. bovis  H. somni BCoV IDV VRSB BPI3 BAstrV
t-997 7 0 23,3 0 0 0 0 0 0 0
t-998 5 0 26,2 0 0 0 0 0 0 0
t-999 | 13 0 27,8 0 0 0 0 0 0 0
t-991 9 0 28,5 0 30,7 0 0 0 0 0
t-992 6 0 28,0 0 29,7 0 0 0 0
t-993 2 0 31,1 0 0 0 0 0 0 0
t-994 | 10 0 28,3 0 28,2 0 0 0 0 0
t-995| 10 0 27,3 0 0 0 0 0 0
t-996 5 0 0 0 30,4 0 0 0 0 0

042 7 0 26,4 0 0 0 0 0 0 0

088 7 0 0 0 0 0 0 0 0

05| O 0 37,0 0 0 0 0 0 0 0

06| O 0 0 0 0 0 0 0 0 34
t-988 | 16 0 30,8 0 0 0 0 0 0
t-989 7 0 30,0 31,7 0 0 0 0 0 0
t-990| 9 0 28,4 31,9 0 0 0 0 0 29
t-981 1 29,9 0 0 0 34,2 0 0 0 35
t-982 2 27,1 0 0 0 27,4 0 0 0 35
t-983 6 28,4 0 0 0 22,7 0 0 0 27
t-984 6 25,3 0 0 0 22,9 0 0 0 0
t-985| 18 27,8 0 0 0 27,0 0 0 0 0
t-986| 3 30,7 0 0 0 26,9 0 0 0 34
t-987 | 15 31,9 0 0 0 29,0 0 0 0 25

045 8 0 26,5 0 0 0 0 0 0

138 4 0 24,9 0 0 0 0 0 0 0
t-966 5 0 23,7 0 0 0 0 0 0
t-967 3 0 29,5 0 0 32,8 0 0 0 0
t-968 | 7 0 26,6 0 0 30,5 0 0 0 0
t-969 | 4 0 25,5 0 0 26,8 0 0 0 0
t-961 6 0 28,2 33,5 0 0 0 0 25,7 0
t-962 4 0 34,3 0 0 26,3 0 0 0 0
t-963 5 0 29,6 0 0 0 0 0 30,1 0
t-964 | 2 0 31,9 31,3 0 0 0 0 0
t-965 2 0 27,2 0 0 28,7 0 0 0 0
t-946 0 0 30,3 0 0 0 0 0 0 0
t-947 2 0 28,8 0 0 0 0 0 0 0
t-948 4 0 25,7 0 0 0 0 0 0 0
t-949 8 0 24,9 0 0 0 0 0 0 0
t-950 | 3 0 28,5 0 0 33,0 0 0 0 0
t-951 6 0 30,6 0 0 0 0 0 0 0

Figure 15: Résultats PCR (en Ct) dans les EN des élevages présentant des signes cliniques de BPI
SC : score clinique
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Veaux | SC | M. haemolytica P. multocida M. bovis  H. somni BCoV IDV VRSB BPI3 BAstrV
t-970 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o | t-971 0 34,8 0 0 0 0 0 0 0 0
t-972 0 31,1 0 0 0 0 0 0 0 35
t-952 0 0 29,3 0 0 17,8 0 0 0 34
o | 1953 0 0 23,1 0 0 29,5 0 19,1 0 0
t-954 0 0 24,4 0 0 0 0 0 0 34
t-955 2 0 22,5 0 0 20,0 0 0 0 20
t-956 0 0 27,6 0 0 0 0 0 0 0
t-957 1 0 26,3 0 0 0 0 0 0 0
S [t-958 3 33,5 31,1 0 0 0 0 0 0 0
t-959 1 0 29,2 0 0 0 0 0 0 35
t-960 2 0 27,2 0 0 0 0 0 0 0

Figure 16: Résultats PCR (en Ct) dans les EN des élevages ne présentant pas de signes cliniques de BPI
SC : score clinique

Dans les voies aériennes supérieures des élevages atteints de BPI, 15 individus
(37,5%) présentent une mono-infection et 25 individus (62,5%) présentent une co-infection
de 2 a 3 pathogenes (figure 15). Dans les élevages sains, 4 individus (33,3%) présentent une
mono-infection dans les voies aériennes superficielles et 7 individus (58,0%) présentent une
co-infection de 2 a 3 pathogenes (figure 16).

Au sein de I'élevage 1, tous les individus ne présentent que des mono-infections a P.
multocida aussi bien dans les voies aériennes superficielles que profondes.

Au sein de I'élevage 2, trois animaux présentent une co-infection a P. multocida et
H.somni dans les voies aériennes profondes. Le BAstrV a également été détecté chez I'un de
ces trois individus en quantité assez faible. Aucun pathogene n’a été identifié dans les LBA
chez les trois autres veaux de l|’élevage. Cependant dans les EN, on constate que P.
multocida et H. somni ont été identifiés chez la plupart des individus. Le BCoV a également
été identifié dans les voies aériennes superficielles chez deux individus. Le BAstrV n’a
cependant pas été retrouvé dans les voies aériennes supérieures.

Pour ce qui est de I'élevage 3, P. multocida a été identifiée dans les voies aériennes
profondes chez tous les individus. Une co-infection a M. bovis et le BAstrV a été trouvée chez
deux individus, un troisieme veau présentait également le BAstrV. Dans les voies aériennes
superficielles, les mémes pathogénes sont retrouvés chez différents individus. P. multocida
n’est cependant pas retrouvée dans les voies aériennes supérieures chez tous les veaux.

Au sein de I'élevage 4, le seul LBA ayant pu étre analysé (perte des prélevements lors
de I'envoie de ceux-ci) montre une co-infection a P. multocida et au BCoV. Dans les voies
aériennes supérieures, M. haemolytica et le BCoV ont été retrouvés chez tous les individus,
le BAstrV a également été identifié chez cing veaux.

Dans I'élevage 5, dans les voies aériennes profondes, deux veaux présentent des
mono-infections a M. haemolytica ou au BCoV, un présente une co-infection de M.
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haemolytica et de BAstrV, un une co-infection de M. haemolytica et du BCoV et le dernier
présente une association des trois pathogenes. Dans les voies aériennes supérieures, P.
multocida a été identifié chez tous les individus, le BCoV chez quatre veaux (66,6%) mais M.
haemolytica n’a pas été retrouvée. Le BAstrV a également été identifié chez un veau en
association avec P. multocida.

Au sein de I'élevage 6, P. multocida est identifiée chez tous les animaux dans les voies
aériennes profondes et superficielles. Dans les voies aériennes profondes, un individu
présente une co-infection avec M. bovis, le BCoV et le BAstrV. M. bovis et le BAstrV sont
également retrouvés dans les voies aériennes supérieures chez cet individu. Un deuxiéme
veau présente une co-infection avec le BCoV, le BPI3 et le BAstrV dans le LBA, mais seul le
BCoV est retrouvé dans les voies aériennes superficielles. Un des individus présente une co-
infection avec le BPI3 dans les voies aériennes profondes, que I'on identifie également dans
ses voies respiratoires superficielles. M. bovis a également été identifiée dans les voies
aériennes superficielles chez cet individu. Le BCoV et le BPI3 ont également été identifié
séparément dans les voies aériennes superficielles chez deux autres veaux.

Dans I'élevage 7, P. multocida a également été identifiée chez tous les individus aussi
bien dans les voies aériennes supérieures que profondes. Le BAstrV a été identifié chez deux
veaux dans les voies aériennes profondes, mais n’a pas été retrouvé dans les voies aériennes
supérieures. Le BCoV a été identifié chez un individu dans I'appareil respiratoire supérieur et
profond.

Au sein de I'élevage 8, élevage non atteint de BPI, aucun pathogene n’a été identifié
dans les voies aériennes superficielles, ni profondes chez un veau. P. multocida a été
identifiée dans les voies respiratoires profondes chez les deux autres individus, I'un d’eux
présentait également M. haemolytica. Dans les voies respiratoires superficielles, M.
haemolytica a été identifiée chez ces deux individus.

Au sein de I'élevage 9, P. multocida a été identifiée chez tous les individus dans les
voies respiratoires supérieures et profondes. Chez deux veaux, le BCoV, le VRSB et le BAstrV
ont également été identifiés dans les LBA. Un animal présentait le BCoV et le BAstrV et le
dernier ne présentait que le VRSB en plus, dans les voies aériennes profondes. Les trois
veaux chez lesquels ont été identifiés le BCoV et le BAstrV dans les LBA, présentaient ces
mémes virus dans les voies aériennes supérieures. Le VRSB a été identifié dans les voies
aériennes supérieures chez un seul des veaux, qui était positif dans les voies aériennes
profondes.

Dans I'élevage 10, un individu ne présentait aucun pathogéne dans les voies
aériennes profondes. P. multocida a été identifiée dans les LBA chez tous les autres
individus. M. haemolytica a été identifiée chez un individu dans les voies aériennes
profondes et supérieures. Le BAstrV a été identifié chez un veau dans les voies respiratoires
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profondes et chez un autre dans les voies respiratoire superficielles. Dans les voies aériennes
superficielles, P. multocida a été identifiée chez tous les individus.

B. Signes cliniques

1. Importance des signes cliniques si mono ou poly infection

Parmi les élevages atteints, un élevage (élevage n°2) possédait des animaux assez
fortement symptomatiques, pour lesquels aucun pathogene n’a pu étre identifié. La figure
17 présente le score clinique moyen des animaux en fonction du nombre de pathogénes
identifiés dans leurs voies respiratoires profondes. Ainsi, lorsqu’aucun pathogéne n’est
identifié dans les voies aériennes profondes, on observe un score clinique moyen proche des
mono-infections ou des co-infections a deux agents pathogenes. Le score clinique moyen le
plus élevé est obtenu lors de co-infection a trois agents pathogénes dans les voies
respiratoires supérieures. Une co-infection de quatre agents pathogénes semble aboutir a
un score clinique moyen plus bas. La différence de score clinique selon le nombre de

pathogénes infectants n’est cependant pas significative (p value >0,05)
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Figure 17 : Score clinique moyen des veaux en Figure 18 : Score clinique moyen des veaux en fonctions
fonction du nombre de pathogénes infectant les voies du nombre de pathogénes infectant les voies aériennes
aériennes profondes. supérieures.
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La figure 18 présente le score clinique moyen des animaux en fonction du nombre de
pathogenes identifiés dans les voies aériennes supérieures. On constate alors que
lorsqu’aucun pathogene n’est identifié dans les voies respiratoires supérieures, on observe
un score cliniqgue moyen de 0. En cas de mono-infection ou co-infection a trois agents
pathogénes, les scores cliniques moyens sont inférieurs a une co-infection a deux agents
pathogénes. La encore, il n’y a pas de différence significative entre les différents groupes (p
value >0,05).

Nous nous sommes ensuite intéressés au score clinique des animaux en fonction du
type de mono-infection ou de co-infection présent chez les animaux.

Score clinique moyen
0 2 4 6 8 10 12 14

Bcov

M. haemolytica

P. multocida

M. haemolytica + BAstrV

M. haemolytica + BCoV

M. haemolytica + P. multocida

P. multocida + BAstrV

P. multocida + BPI3

P. multocida + BCoV

P. multocida + H.somni

P. multocida + VRSB

M. haemolytica + BCoV + BAstrV

P. multocida + BCoV + BAstrV

P. multocida + H. somni + BAstrV

P. multocida + M. bovis + BAstrV

P. multocida + BCov + BPI3 + BAstrV s
—

P. multocida + BCoV + VRSB + BAstrV
P. multocida + M. bovis + BCoV + BAstrV

Figure 19 : Score clinique moyen des veaux en fonction du pathogéne ou de I’association de pathogénes présents dans
les voies aériennes profondes.

La figure 19 présente le score clinique moyen obtenu par les animaux en fonction du
pathogene ou des associations de pathogénes retrouvés dans leurs voies aériennes
profondes. On peut ainsi constater que selon le pathogéne ou |'association de pathogénes
infectant, le score clinique moyen des animaux pour un méme nombre de pathogénes
infectant est tres variable.

Lorsque l'on s’intéresse aux mono-infections, le score clinigue moyen obtenu lors
d’une infection a M. haemolytica est plus élevé que lorsque I'on retrouve le BCoV seul, ou P.
multocida seule.
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De méme, I'association de M. haemolytica avec le BAstrV entraine un score clinique
plus élevé lors d’une association de deux pathogénes. Vient ensuite P. multocida avec le BPI3
et P. multocida avec H. somni, puis P. multocida avec le BAstrV et en dernier P. multocida
avec le BCoV et M. haemolytica avec P. multocida. Dans notre étude, P. multocida associée
au BRSV n’a pas donné de signes cliniques.

Lors d’association de trois pathogenes, I'association de P. multocida avec le BAstrV et
M. bovis ou de P. multocida avec le BAstrV et H. somni sont les associations provoquant les
signes cliniques les plus marqués. L’association du BCoV, du BAstrV avec P. multocida ou M.
haemolytica semble entrainer des signes cliniques moins importants.

Enfin, lors d’association de quatre pathogéenes dans les voies aériennes profondes, on
remarque des signes cliniques moins importants de maniére générale. L’association de P.
multocida avec le BCoV, le VRSB et le BAstrV n’a pas donné lieu a des signes cliniques, alors
gue I'association de P. multocida avec le BCoV, le BPI3 et le BAstrV a donné un score clinique
moyen de 4 et I'association de P. multocida, M. bovis, BCoV et BAstrV donne un score
clinique moyen de 2.

Score clinique moyen
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BAstrV

H. somni

M. haemolytica

P. multocida

M. haemolytica + BAstrV

M. haemolytica + BCoV

M. haemolytica + P. multocida
P. multocida + BAstrV

P. multocida + BPI3

P. multocida + BCov

P. multocida + H.somni

P. multocida + M. bovis

M. Haemolytica + BCoV + BAstrV
P. multocida + BCoV+ BAstrV | ‘ ‘
[ [

[ [

I I

P. multocida + BCoV + VRSB

P. multocida + H. somni + BCoV
P. multocida + M. bovis + BAstrV
P. multocida + M. bovis + BPI3

Figure 20 : Score clinique moyen des animaux en fonction du pathogéne ou de I'association de pathogénes présent dans
les voies aériennes supérieures.

La figure 20 présente le score clinique moyen obtenu par les animaux en fonction du
pathogene ou de I'association de pathogénes identifié dans les EN.
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Lors de mono-infection, on remarque un score clinique proche entre les différents
pathogénes (BAstrV, H. somni et P. multocida) et relativement peu élevé, seul M.
haemolytica se démarque par un score clinique moyen nul.

Si I'on s’intéresse aux associations de deux pathogénes, on remarque une forte
variation au niveau des scores cliniques observés en fonction de I'association de pathogenes
présente, allant de nul, pour I'association de M. haemolytica et du BAstrV, a 12 pour une
association de M. haemolytica et du BCoV.

En ce qui concerne les associations a trois pathogenes, les scores cliniques sont
similaires et proches d’un score moyen de 6, sauf pour I'association de P. multocida, du
BCoV et du BAstrV et celle de P. multocida, du BCoV et du VRSB, ou les scores cliniques
moyens sont bien moins important (respectivement 1 et 0).

On retrouve ainsi souvent, mais pas systématiquement, les mémes associations de
pathogenes dans les voies respiratoires hautes et les voies respiratoires profondes.
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Figure 21: Comparaison des scores cliniques en fonction de I'association de pathogénes et de la localisation chez les
individus
La figure 21 présente une comparaison des scores cliniques obtenus en fonction de
I'association de pathogenes identifiée, selon la localisation profonde ou superficielle. On
constate qu’une méme association n’entraine pas les mémes signes cliniques selon qu’elle
est retrouvée dans les voies aériennes profondes ou superficielles.
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On observe ainsi que les scores cliniques sont assez proches pour la plupart des
associations, qu’elles soient retrouvées dans les voies aériennes profondes ou superficielles,
exceptées dans certains cas.

Ainsi, si M. haemolytica retrouvée dans les LBA entraine un score clinique moyen de
8, lorsqu’elle est retrouvée isolée dans les voies aériennes hautes, le score clinique est de 0.
De la méme fagon, le score clinique de I'association entre M. haemolytica et le BAstrV est
bien plus important lorsque I'association est retrouvée dans les voies aériennes profondes,
qgue lorsqu’elle est retrouvée dans les voies aériennes supérieures. Il en est de méme pour
les associations de P. multocida, H. somni et le BAstrV et I'association de P. multocida, M.
bovis et le BAstrV.

Cependant, pour ce qui est de I'association de M. haemolytica avec le BCoV ou
encore de celle de P. multocida et H. somni, le score clinique est plus élevé lorsqu’elles sont
identifiées dans les voies respiratoires supérieures, par rapport aux voies aériennes
profondes.

2. Corrélation des signes cliniques et sévérité de I'affection en fonction
du pathogéne retrouvé

La figure 22 présente le score clinique moyen des individus pour chaque pathogéne
identifié, en fonction de la localisation dans les voies aériennes profondes ou superficielles.
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Figure 22 : Effet clinique moyen de chacun des pathogénes en fonction de leur localisation supérieure ou profonde.
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On remarque que M. bovis et H. somni sont a I'origine des scores cliniques les plus
élevés, qu’ils soient identifiés dans les voies aériennes supérieures ou profondes. Le score
clinigue moyen le plus élevé est obtenu lorsque M. bovis est identifiée dans les voies
aériennes profondes chez les veaux. Chez tous les pathogénes, excepté M. bovis et le BAstrV,
le score clinique moyen est plus élevé lorsque que le pathogéne est identifié dans les voies
aériennes supérieures, comparé a une identification dans les voies aériennes profondes.

C. Prévalence et role pathogene du BAstrV

1. Fréquence de détection du BAstrV chez les individus sains et malades

Le BAstrV a été le virus le plus fréquemment détecté, avec le BCoV, chez 39 veaux sur
les 45 veaux pour lesquels nous avons pu tester les EN, LBA et préléevements de feces, soit
une prévalence de 86,7%. Il a été détecté dans tous les élevages étudiés, sur au moins un
des sites de prélévement (EN, LBA ou ER).

Quand on compare les animaux malades aux individus sains, on constate une
fréquence de détection plus importante dans les prélévements respiratoires profonds (LBA),
chez les individus atteints de BPI. En revanche, la fréquence de détection est plus importante
chez les individus non malades pour les prélevements issus de |'appareil respiratoire hauts
(EN) ou les prélevements de féeces.
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Figure 23: Comparaison de la prévalence du BAstrV dans les voies aériennes supérieures (EN), profondes (LBA) ou dans
les feces (ER)
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2. Corrélation entre la présence du BAstrV dans les préléevements
respiratoires profonds, supérieurs ou de féces et les signes cliniques
associés

Parmi les 39 veaux identifiés comme porteurs du BAstrV, 19 (49%) n’étaient positifs
gue dans les féces, 2 veaux (5,1%) n’étaient positifs qu’au niveau des cavités nasales et 4
veaux (10,3%) uniquement dans les voies aériennes profondes. Chez 4 veaux (10,3%) le virus
a été retrouvé a la fois dans les ER et les EN. On observe une prévalence identique pour une
détection commune dans les ER et les LBA. Un seul veau (2,6%) était porteur du virus a la
fois dans les cavités nasales et les voies aériennes profondes. Les 5 veaux restants (12,8%)
portaient le virus dans les trois types de prélevements.
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Figure 24 : Score clinique moyen des animaux en fonction de la localisation digestive (ER), aérienne supérieure (EN) ou
profonde (LBA) du BAstrV.

La figure 24 présente le score clinique moyen des individus en fonction de la
localisation du BAstrV. On constate un score clinique plus élevé lors d’une infection
concomitante des voies aériennes supérieures et profondes. On remarque également que
les scores cliniques les plus élevés sont associés a une identification du virus dans le LBA.

En comparant le score clinique moyen des animaux lorsque le virus est identifié dans
les voies aériennes profondes (indépendamment de son identification dans les voies
aériennes supérieures ou dans les feces) et lorsqu’il n'y est pas présent, on constate
effectivement que le score clinique est plus élevé lorsque le virus est présent dans le LBA
(score clinigue moyen respectivement de 5,6 et 3,8).
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3. Astrovirus et co-infection

Dans les voies aériennes supérieures, le BAstrV a été retrouvé associé aux bactéries
M. haemolytica, P. multocida, et H. somni et au virus BCoV.

Dans les voies aériennes profondes, le BAstrV a été identifié en association avec les
bactéries M. haemolytica, P. multocida, H. somni et M. bovis et les virus BCoV, VRSB et BPI3.

Aucune association du virus avec le VRSB n’a été mise en évidence.
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Figure 25 : Comparaison du score clinique moyen entre les animaux infectés par un ou plusieurs pathogénes et la méme
association combinée au BAstrV, retrouvé dans les voies aériennes profondes.
La figure 25 présente une comparaison entre le score clinique moyen obtenu lors
d’une infection a un ou plusieurs pathogénes et le score clinique moyen avec les mémes
pathogenes associés au BAstrV dans les voies aériennes profondes.

On constate que les associations du BAstrV avec M. haemolytica (a) ou avec M.
haemolytica et le BCoV (c) ou avec P. mutocida et le BCoV (d) entrainent un score clinique
moyen identique ou inférieur a celui du pathogéne seul.
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En revanche, les associations du BAstrV avec P. multocida seule (b) ou avec P.
multocida et H. somni (e), entrainent un score clinique moyen plus élevé.

IV. Discussion

A. Prévalence et association de pathogeénes dans les BPI chez le veau

Lors de notre étude, le virus de I'IDV n’a été identifié chez aucun des individus testés.
Une étude de 2015 en France avait trouvé une prévalence de 4,5% du virus sur 134
échantillons testés, issus de veaux présentant des signes cliniques de BPI (Ducatez, Pelletier,
Meyer 2015). Par ailleurs, une étude sérologique menée en France avait montré que I'IDV
circule largement sur le territoire, avec cependant des différences de prévalence sérologique
(entre 39,6% et 70%) entre les régions (Oliva et al. 2019). Pour la Bretagne, la prévalence
était de 45,2% pour la période 2014-2018. L'absence d’identification de I'IDV lors de notre
étude pourrait étre expliquée principalement par un échantillonnage trop faible. L’absence
du virus dans nos fermes tres localisées ne peut cependant étre exclue.

Il est surprenant de constater que le VRSB, agent étiologique considéré comme
possédant un pouvoir pathogéne majeur lors de BPI chez le veau, a uniquement été identifié
chez des veaux issus d’un élevage cliniquement sain de BPI. De plus, le virus du VRSB a été
démontré comme étant largement répandu au sein de la population bovine (Grell et al.
2005). Par contre sa circulation est saison et année dépendante, probablement liée aux
conditions climatiques. L'identification du VSRB chez des animaux cliniguement non malades
n’est pas surprenante, l'infection par ce virus étant symptomatique que sur une proportion
modérée d’animaux. En revanche elle indique la présence du virus et sa circulation dans
certains élevages. Cette circulation est probablement limitée, car étonnamment nous
n‘avons pas pu détecter le virus sur des animaux atteints de BPI. Une autre explication
pourrait porter sur la qualité de la conservation et de I’envoi de nos prélevements, ayant pu
causer une dégradation de I’ARN. Il est bien connu que le VRSB est un virus fragile qui se
dégrade rapidement.

Les prévalences des différents agents pathogénes identifiés lors de notre étude et
dans les études préalablement publiées sont trés variables en fonction de la localisation de
ces études et de I'année de recherche (Gagea et al. 2006; Saif 2010; Mahmood et al. 2017;
Zhang et al. 2020). On retrouve malgré tout une forte prévalence de P. multocida compatible
avec sa présence, de maniére commensale, au niveau du nasopharynx des bovins. Sa
détection fréquente dans les prélevements respiratoires profonds est plus intrigante, cette
bactérie étant plus considérée comme peu pathogéne, quand elle est identifiée seule. Dans
notre étude, mis a part I'élevage 1, elle est systématiquement détectée avec d’autres virus
ou bactéries. Dans I'élevage 1, elle est associée a un score clinique moyen de 4, suggérant
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gue cette bactérie, seule, peut quand méme entrainer des formes cliniques respiratoires
modérées.

Il est également intéressant de constater que malgré sa forte fréquence de détection
lors de notre étude, P. multocida n’a été identifiée chez aucun veau dans un élevage.
Cependant, tous les individus de cet élevage étaient porteurs de M. haemolytica dans les
voies respiratoires supérieures ou profondes a des quantités relativement importantes
(Ct<35). Cette observation est cohérente avec le fait qu’il existe une compétition au niveau
de la croissance de P. multocida et de M. haemolytica (Bavananthasivam et al. 2012). Ainsi,
chez les individus porteurs de P. multocida, M. haemolytica était rarement identifiée ou dans
des quantités faibles (Ct>35).

Enfin, concernant P. multocida, sa détection par PCR repose sur I’ARN 16S, alors que
pour les autres bactéries des genes spécifiques sont amplifiés. Se pose alors la question d’un
défaut de spécificité de cette valence P. multocida, qui pourrait accidentellement augmenter
le nombre de positifs. Si on enléve la valence P. multocida dans notre étude on retrouve
assez fréquemment des associations uniquement entre virus chez les veaux atteints de BPI,
ce qui suggere la possibilité que des co-infections par des virus dont le pouvoir pathogéne
est qualifié de modéré (hors VRSB) peuvent étre responsables de BPI. En |'état, dans notre
étude, les scores cliniques restent cependant inférieurs a ceux observés lors d’association
entre virus et bactéries, notamment quand M. haemolytica est impliquée. Ce pan de la
recherche sur les associations de virus respiratoires est encore peu développé chez les
bovins.

Parmi les virus, c’est le BCoV qui a été le plus fréquemment détecté par PCR. Ces
résultats confirment les données antérieures obtenues en France (Gadanho 2020) ou dans
d’autres études bibliographiques (Gagea et al. 2006; Saif 2010; Mahmood et al. 2017; Zhang
et al. 2020). Le BCoV est un virus dont le pouvoir pathogéne respiratoire est indéniable mais
pour lequel on ne sait pas encore s'il est capable d’induire des BPI séveres seul ou en
association avec d’autres agents pathogenes. Les données d’infections expérimentales et les
données épidémiologiques (associations trés fréquentes) suggerent plutét la deuxieme
hypothese.

Enfin la présence de H. somni, M. bovis et du BPI3 a été prouvée de maniére plus
anecdotique dans nos élevages. M. bovis est un pathogéne respiratoire dont la présence est
plus fréguemment observée dans les élevages de veaux de boucherie et moins dans nos
élevages naisseurs laitiers. H. somni est une bactérie clairement démontrée comme agent
pathogene respiratoire majeur des BPI aux USA mais plutot dans les élevages
d’engraissement de jeunes bovins. Sa prévalence en Europe est encore peu connue méme si
elle est couramment détectée chez les jeunes bovins d’engraissement.
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Le prélevement de veaux asymptomatiques, dans les élevages atteints, nous a permis
de constater que de maniére générale, la flore pathogene au sein de ces élevages est
partagée entre tous les individus de I'élevage et ne définit pas forcément un état
symptomatique. En effet, de nombreux individus ont été identifiés comme porteurs de co-
infections d’agents pathogeénes dits majeurs et présentent pourtant un score clinique faible.
La cinétique d’infection peut ainsi étre mise en cause. Les veaux asymptomatiques porteurs
d’agents pathogénes pouvaient représenter un stade précoce d’infection. Cela permet de
mettre en évidence I'importance de ne pas exclure les animaux asymptomatiques lors de la
recherche diagnostic d’agents pathogenes lors de BPl. Cependant, le contréle clinique
effectué a 7 jours post-prélevement a permis de contrdler 'absence de signes cliniques chez
les animaux considérés comme asymptomatiques dans ces élevages. Nous avons ainsi
constaté que tous les veaux considérés comme asymptomatiques au moment du
préléevement demeuraient a des scores cliniques inférieurs ou égaux a 3 lors du contréle a 7
jours. Nous pouvons donc nous interroger sur la période d’incubation nécessaire au
développement de signes cliniques des agents de BPI. On peut également mettre en cause le
caractére multifactoriel des BPI avec une influence de la génétique ou de facteurs individuels
(stress, parasitisme,...) qui affectent lI'immunité individuelle et permet ou non le
développement de symptomes.

La cinétique d’infection peut également étre a I'origine de la découverte d’animaux
avec des scores cliniques tres élevés, chez qui aucun pathogéne n’a pu étre identifié. Le
remodelage tissulaire et les lésions pulmonaires lors d’infection sévére peuvent aussi étre a
I'origine d’une faible détection des pathogénes présents.

Nous avons également pu mettre en évidence qu’une localisation différente de
I'agent pathogene ou de I'association d’agents pathogénes n’entraine pas les mémes signes
cliniques. Contrairement a ce qui aurait pu étre supposé, le score clinique le plus élevé n’est
pas systématiquement associé a une présence des pathogénes dans les voies aériennes
profondes. On peut ainsi supposer que les différents pathogénes possédent des territoires
d’action et des tropismes différents a l'origine des signes cliniques et des lésions. La
présence d’autres agents pathogénes non identifiés lors de cette étude ne peut pas non plus
étre exclue.

Etonnement nous avons trouvé moins d’association d’agents pathogénes dans les
voies respiratoires supérieures que les voies profondes. Cela est surprenant car on pourrait
imaginer que les défenses physiques hautes (mucus, appareil ciliaire...) aient pu filtrer ou
bloquer une partie des agents pathogenes présents dans les cavités nasales. D’un autre coté,
la présence de nombreuses co-infections dans les poumons pourrait également étre le signe
d’un déséquilibre de la flore locale, résultant de I'état pro-inflammatoire chez les individus
atteints.
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In fine, il faut bien considérer nos résultats comme des indicateurs pour une base de
discussion, le faible nombre d’élevages et de veaux testés ne permet pas de conclure et de
généraliser a la population bovine.

B. Implication de I'astrovirus bovin dans le développement de BPI
chez le veau

Notre étude cherchait a démontrer I'implication en association ou non du BAstrV
dans le développement de BPI chez le veau. Les résultats obtenus tendent a montrer que ce
virus est largement répandu dans la sphére respiratoire des bovins aussi bien
symptomatiques qu’asymptomatiques (prévalence respective de 35% et 22,7% dans les
voies aériennes profondes). Nous avons aussi mis en évidence une prévalence plus
importante du virus dans les voies respiratoires profondes chez les individus atteints de BPI
par rapport aux individus cliniquement sains, permettant de suspecter une implication de ce
dernier dans le développement clinique des BPI.

Si la présence du BAstrV a été démontrée dans tous les types de prélévements (EN,
LBA, ER) chez les veaux de I'étude, les individus chez qui le virus était identifié dans les LBA
présentaient un score clinique plus élevé que les individus porteurs du virus dans un autre
type de prélévement. Le score clinique moyen maximal a été observé lorsque le virus était
identifié a la fois dans les voies respiratoires profondes et supérieures.

Notre étude a permis de mettre en évidence que le virus pouvait étre retrouvé en
association, aussi bien dans les voies aériennes supérieures que profondes avec d’autres
virus ou bactéries (P. multocida, M. haemolytica, M. bovis, H. somni, BP13, BCoV, VRSB). Une
association avec les bactéries P. multocida et H. somni semble entrainer un score clinique
plus élevé chez les individus atteints, que lorsque que ces deux mémes bactéries sont
retrouvées isolées, laissant suspecter la possibilité d’'une synergie virus-bactérie pouvant
aggraver les signes cliniques observés. L’association du virus avec M. haemolytica ou avec le
virus du BCoV n’a pas montré d’aggravation des signes cliniques. L’effet de |'association du
BAstrV avec M. bovis ou avec le VRSB n’a pas pu étre évalué, ces deux pathogénes n’ayant
pas été retrouvés dans les mémes associations.

Notre étude ne nous a pas permis d’observer d’association avec le virus de I'IDV, ce
dernier n’ayant pas été identifié chez les veaux testés. Un échantillonnage plus important ou
une étude d’une région géographique différente aurait pu permettre de conclure quant a
une potentielle synergie ou concurrence entre les deux agents pathogenes.

En I'état des résultats, la présence du BAstrV dans les voies respiratoires profondes
pourrait étre corrélée a des signes cliniques respiratoires chez le veau. Toutefois le faible
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nombre d’élevages et de veaux testés, et I'absence de tests statistiques incite a des études
supplémentaires pour définir I'imputabilité clinique respiratoire de ce virus chez le veau.

C. Limites

Bien que cette étude ait porté sur plus d'une cinquantaine de veaux, notre
échantillon reste faible pour établir s’il existe une différence significative entre la population
symptomatique et asymptomatique. Les tests statistiques réalisés, lorsqu’ils étaient
possibles, n’ont ainsi pas permis de mettre en évidence de différences significatives entre les
groupes étudiés. Ce faible échantillonnage a également été accentué par la perte de
données lors de leur transport.

Le score clinique observé lors de notre étude a été imputé a la présence des
pathogénes identifiés. Cependant, seuls 8 pathogenes respiratoires ont été testés lors de nos
préléevements et I'implication d’autres virus ou bactérie dans I'apparition des signes cliniques
ne peut étre exclue.

Il est également important de noter que lors de leur identification par PCR, de
nombreux pathogénes ont été identifiés a des cycles de seuil supérieur a 35 cycles. La
guantité de virus ou de bactéries présente dans I'échantillon est alors faible et
I'interprétation de la présence de I'agent pathogeéne et de son implication a des quantités
aussi infimes est alors difficile.
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Conclusion

Notre étude avait pour but d’évaluer la fréquence des principaux virus déja connus
comme impliqués dans le développement de BPI, et d’évaluer celle d’un nouveau virus
potentiellement impliqué dans le développement de cette maladie : le BAstrV. P. multocida
est le principal agent pathogene retrouvé chez tous les individus indépendamment du fait
gu’ils soient symptomatiques ou non. Le BCoV ainsi que M. haemolytica ont également été
retrouvés avec une forte prévalence chez les individus atteints de BPl. De nombreuses
associations entre les différents pathogenes ont pu étre mises en évidence, aussi bien dans
les voies aériennes superficielles que profondes.

L’étude du score clinique associé a lidentification des différentes associations
suggere que des affections combinant 3 pathogénes dans les voies aériennes profondes
entraineraient un score clinique plus élevé et seraient donc plus délétéres pour I'individu.
Cependant le type de pathogene infectant semble également avoir une implication sur le
score clinique observé, suggérant la encore lI'importance de synergie d’infection virus-
bactérie, bactérie-bactérie ou virus-virus.

Selon notre recherche, le BAstrV est le deuxieme agent le plus présent dans les voies
aériennes profondes aussi bien chez les animaux malades que non malades avec cependant
une prévalence plus importante chez les animaux malades. Notre étude suggére également
qgue l'association du BAstrV avec d’autres agents pathogénes comme P. multocida ou H.
somni entraine des signes cliniques plus sévéres qu’une infection isolée par un de ces
pathogenes.

Enfin, il n’a pas été possible de conclure quant a une différence significative entre les
groupes infectés et les groupes sains. Une étude de plus grande envergure, sur une
population de plus grand effectif, avec des profils d’élevages différents et dans une zone
géographique plus vaste est a envisager pour approfondir ces observations.
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NOM: MECHIN PRENOM: COLINE

TITRE: PREVALENCE ET ROLE PATHOGENE DES ASTROVIRUS DANS LES
BRONCHOPNEUMONIES INFECTIEUSES CHEZ LE VEAU.

Résumé

Les bronchopneumonies infectieuses (BPI) sont des pathologies multifactorielles chez le veau et représentent
un enjeu sanitaire et économique important. Cette étude a pour but d’évaluer la prévalence des principaux
virus impliqués dans le développement de BPI chez le veau et notamment la prévalence et I'implication d’un
virus récemment identifié au niveau pulmonaire chez le veau : I'astrovirus bovin (BAstrV). Ainsi, 52 veaux de
différentes races, provenant de 9 élevages de la région Bretagne, ont été prélevés par lavage broncho-
alvéolaire, écouvillonnage nasal et rectal. Chaque animal a été examiné cliniquement afin d’établir un score
clinique. Les différents prélevements ont ensuite été analysés par PCR. Nous avons ainsi mis en évidence que le
BAstrV était le deuxieme pathogene le plus présent dans les voies aériennes profondes aussi bien chez les
animaux malades que non malades, avec cependant une prévalence plus importante chez les animaux
malades. Notre étude suggére également que |'association du BAstrV avec d’autres pathogénes comme P.
multocida ou H. somni entraine des signes cliniques plus importants qu’une infection isolée par un de ces
pathogenes.

MOTS-CLES : BRONCHOPNEUMONIES INFECTIEUSES, ASTROVIRUS, BOVIN

TITLE : PREVALENCE AND PATHOGENIC ROLE OF ASTROVIRUSES IN BOVINE RESPIRATORY
DISEASE IN CALVES

Abstract

Bovine respiratory disease (BRD) in calves is a multifactorial disease and represents an important health and
economic issue. The aim of this study was to assess the prevalence of the main viruses involved in the
development of BRD in calves, and in particular the prevalence and involvement of a recently identified virus in
the lungs of calves: bovine astrovirus (BAstrV). Thus, 52 calves of different breeds from 9 farms in the Bretagne
region (France) were sampled by bronchoalveolar lavage, nasal and rectal swabbing. Each animal was clinically
examined in order to establish a clinical score. The various samples were then analysed by PCR. We found that
BAstrV was the second most prevalent pathogen in the deep airways in both sick and non-diseased animals
with a higher prevalence in sick animals. Our study also suggests that the association of BAstrV with other
pathogens such as P. multocida or H. somni leads to increased clinical signs than an isolated infection by one of
these pathogens.

KEY WORDS: BOVINE RESPIRATORY DISEASE, ASTROVIRUSES, BOVINE
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