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Glossaire 
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antibactériennes et antivirales. 

Amorce aléatoire : courte séquence d'ARN ou d'ADN, complémentaire du début d'une matrice, 

composée d’oligonucléotides contenant au hasard chacune des quatre bases à chaque position et 

servant de point de départ à la synthèse du brin complémentaire de cette matrice par une ADN 

polymérase. 

Assemblage de séquences (« contigs ») : suite de séquences issues du séquençage nouvelle 

génération assemblées entre elles durant l'assemblage de novo en l’absence de toute référence 

connue. 

Couverture : Quotient de la longueur totale des fragments séquencés appartenant à un génome 

donné par la longueur de ce génome ; Plus cette couverture est grande, plus la probabilité de 

séquencer la totalité du génome est grande. 

Criblage : opération permettant une identification et un tri des séquences issues du séquençage 

nouvelle génération. 

Cycle monoxène : cycle parasitaire ne nécessitant qu’un hôte, nommé hôte définitif, pour se 

réaliser complètement. 

Effet cytopathique : ensemble des altérations métaboliques, biochimiques et morphologiques 

d’une cellule hôte infectée par un virus. 

Facteur de virulence : molécule produite par un agent infectieux contribuant à son caractère 

pathogène en lui permettant par exemple d’échapper au système immunitaire de l’hôte ou encore 

de l’inhiber complètement. 

Matrice d’homologie : Tableau permettant de comparer deux à deux plusieurs séquences en 

fonction des bases azotées issues du séquençage nouvelle génération. 

Organite de réplication : Structure composée de lipides et de protéines issus d’une cellule hôte 

infectée par un virus qui permet de protéger l’étape de réplication virale en déjouant notamment le 

système immunitaire de l’hôte. 

Pathovar :  souche ou ensemble de souches de bactéries présentant des caractéristiques 

identiques ou similaires, différenciées par d’autres souches de la même espèce ou de la même 

sous-espèce sur la base de leur pouvoir pathogène. 

Période prépatente : Temps qui sépare le moment où un animal est infesté par un parasite et celui 

où des œufs, larves, ou oocystes sont excrétés par le même animal. 

Séquençage nouvelle génération : technique de séquençage génétique qui apportent des 

améliorations au processus initial de séquençage de Sanger en augmentant considérablement le 

nombre de séquençage réalisés en un temps donné. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ribonucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_polym%C3%A9rase
https://fr.wikipedia.org/wiki/ADN_polym%C3%A9rase
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Séquence (« reads ») : la définition officielle d’une séquence génétique est une suite de 

nucléotides. Le terme de séquence utilisé dans ce travail se réfère aux séquences issues du 

séquençage nouvelle génération. 

Sérovar ou sérotype : catégorie dans laquelle certains virus ou certaines bactéries sont classés 

selon leur réaction en présence d’un sérum contenant des anticorps spécifiquement dirigés contre 

eux. 

SYBR Green I : composé organique  aromatique faisant partie des cyanines asymétriques 

(fluorophores) qui a la capacité de se lier aux acides nucléiques et d'émettre une fluorescence, ce 

qui en fait un agent fluorescent très intéressant notamment lors de la réalisation de PCR 

quantitatives. 

Toxinotype : souche d’une bactérie libérant un ensemble spécifique de toxines la différenciant 

d’une autre souche de la même espèce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_organique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aromaticit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cyanine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fluorophore
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acides_nucl%C3%A9iques
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fluorescence
https://fr.wikipedia.org/wiki/PCR_quantitative
https://fr.wikipedia.org/wiki/PCR_quantitative
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Introduction 

Les syndromes diarrhéiques du veau représentent la première dominante pathologique en élevage 

et causent des pertes économiques majeures dans tous les pays du monde ; En 2007, aux Etats-

Unis, les syndromes diarrhéiques ont été responsables de 57 % de la mortalité des veaux selon le 

NAHMS (« National Animal Health Monitoring System »). La perte économique est non seulement 

due à la mort du bovin mais aussi aux soins médicaux qui sont réalisés sur ceux-ci pour permettre 

leur rétablissement. 

Il est donc primordial de savoir quels sont les agents rencontrés dans les cas de diarrhées 

chez le veau pour pouvoir traiter l’animal en conséquence mais aussi et surtout pour prévenir ces 

infections en utilisant notamment la vaccination. Les méthodes diagnostiques permettant d’identifier 

ces agents pathogènes ne cessent de se développer notamment par le biais du séquençage 

nouvelle génération qui tend à se standardiser. 

Les entérovirus bovins, virus de la famille des Picornaviridae, sont des virus qui font 

justement partie de ces agents responsables de diarrhées chez le jeune bovin. Néanmoins ces virus 

sont très peu connus et très peu étudiés à ce jour, avec une physiopathologie chez les bovins qui 

n’a quasiment jamais été décrite dans la littérature.  

L’objectif de ce travail est de donc de décrire l’étiologie des diarrhées chez le veau et plus 

particulièrement de faire une description détaillée des entérovirus bovins et de leur implication dans 

ces syndromes. Cette partie bibliographique sera suivie d’une partie expérimentale détaillant une 

étude de terrain menée par le laboratoire départemental du Pas-De-Calais conjointement avec le 

laboratoire Biosellal de Lyon dans laquelle des entérovirus bovins ont été identifiés par séquençage 

nouvelle génération chez 16 bovins souffrant pour la plupart de diarrhées chroniques mais aussi de 

problèmes respiratoires et de problèmes de reproduction pour quelques-uns d’entre eux. 
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Première partie : bibliographie 

1. Etiologie des diarrhées du veau  

1.1. Etiologie générale : Corrélation entre infection et 

âge du veau 

 

Un veau peut souffrir de diarrhées dès ses premiers jours de vie et jusqu’au sevrage voire même 

jusqu’à l’âge adulte. Les causes de ces diarrhées sont nombreuses ; Il s’agit d’une dominante 

pathologique incontournable que ce soit dans les élevages laitiers ou allaitants.  

Ces différentes causes sont classées en deux grandes catégories : une catégorie majeure 

regroupant les diarrhées d’origine infectieuse et une catégorie regroupant les causes non -

infectieuses, essentiellement d’origine alimentaire ; trois grands types d’agents pathogènes sont 

responsables de ces entérites : des bactéries, des virus et des parasites (Tableau 1).  

Un très grand nombre de facteurs interviennent dans l’apparition de ces diarrhées ; en effet, 

certaines familles d’agents pathogènes sont identifiées chez des veaux n’ayant que quelques jours 

de vie en raison d’un déficit de transfert colostral couplé à une pression infectieuse 

environnementale qui peut être élevée. D’autres pathogènes notamment les parasites ne sont 

retrouvés que plus tard dans la vie du veau en raison du fait que leurs cycles de développement 

nécessitent un certain temps pour se terminer : il s’agit de la période prépatente. (Figure 1et 2) 

(Blaga, 2016 ; Belbis, 2017). 
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Figure 1 : Facteurs impliqués dans l’apparition de diarrhées chez les veaux (Belbis, 2017)  

 

Figure 2 : Incidence relative des principaux agents pathogènes responsables de diarrhées 

chez des veaux de moins de 30 jours en fonction de leur âge (Belbis, 2017) 
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Tableau 1 : Étiologie générale des diarrhées chez le veau âgé de plus ou moins un mois       

( - : absent ; +/- très peu rencontré ; + : rencontré régulièrement ; ++ : souvent rencontré ; 

+++ : dominante pathologique dans la tranche d’âge considérée)(Cho et al., 2013 ; Cho et 

Yoon, 2014 ; Francoz et al., 2017 ; Peek et al., 2018) 

Causes  Agents pathogènes rencontrés 

Veau de 

moins d’un 

mois d’âge 

Veau de 

plus d’un 

mois d’âge 

Infectieuses 

Bactéries 

Escherichia coli entérotoxinogènes 

(ETEC) 
+++ - 

Escherichia coli attachants 

effaçants (EAEC) 
++ + 

Salmonelles ++ + 

Campylobacter spp. ? + 

Clostridium perfringens + + 

Clostridioides difficile + - 

Virus 

Rotavirus +++ - 

Coronavirus +++ + 

Entérovirus +/- + 

Virus de la BVD + + 

Torovirus + + 

Aichivirus + +/- 

Norovirus + +/- 

Nebovirus - + 

Astrovirus + +/- 

Parasites 

Cryptosporidium parvum +++ - 

Eimeria bovis et zuernii +/- ++ 

Giardia duodenalis + + 

Nématodes 

gastro-

intestinaux 

Strongyloïdes spp. ++ - 

Strongles +/- +++ 

Ascarides +/- + 

Non-

infectieuses 

Alimentaire + + 

Iatrogène + + 

Buveur ruminal + + 
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1.2. Co-infections, postulats de Koch et critères de Hill 

1.2.1.   Postulats de Koch et critères de Hill 

Les postulats de Koch sont un ensemble de critères permettant d’établir un lien de cause à effet 

direct entre la présence d’un agent pathogène et le développement d’une maladie (Tableau 2). Ils 

furent utilisés la première fois en 1884 dans le cas de la tuberculose causée par le « bacille de 

Koch ». Ces postulats n’ont cessé d’évoluer en particulier au cours du XXIe siècle avec des critères 

basés sur le développement de nouvelles techniques de séquençage de l’ADN comme le 

séquençage nouvelle génération. Ces postulats sont également constamment discutés, notamment 

dans le cas des virus séquencés grâce aux dernières techniques de laboratoire et ne pouvant pas 

être cultivés sur cellules, principe pourtant fondamentale des postulats initiaux de Koch : il s’agit des 

postulats métagénomiques de Koch (Mokili et al., 2012). 

L’application des postulats de Koch tels qu’ils sont définis est de plus en plus difficile : en 

effet, les techniques diagnostiques cliniques et histopathologiques ne cessent d’évoluer ce qui 

permet un séquençage complet d’un microbiome rendant l’incrimination d’un seul agent pathogène 

très difficile dans l’étiologie d’une maladie. De plus en plus de travaux sur des maladies émergentes 

sont effectués compliquant un peu plus l’application de ces postulats. Enfin, certaines infections 

bactériennes notamment celles impliquées dans les biofilms constituent une exception puisque la 

physiopathologie de ces bactéries se révèle complètement différente lorsqu’une infection dite 

« classique » est reproduite avec la même bactérie et leur croissance sur milieu enrichi peut se 

révéler presque nulle. À cela s’ajoute l’implication d’agents pathogènes dans des maladies non-

infectieuses comme les cancers ou les cardiopathies par exemple (Hosainzadegan et al., 2020). 

En ce qui concerne les agents pathogènes responsables de diarrhées chez le veau, 

l’application de ces principes peut se révéler très facile notamment lors d’infections par des agents 

pathogènes très étudiés depuis des décennies comme les colibacilles ou Cryptosporidium parvum 

et dont la pathogénicité n’est plus à prouver ; néanmoins, ceci est beaucoup plus difficile pour des 

agents pathogènes méconnus, dont le pouvoir pathogène n’a pas été clairement identifié comme 

dans la plupart des viroses citées dans le tableau 1, en particulier les entérovirus bovins ou encore 

ceux dont la fréquence d’identification est très faible comme pour Campylobacter spp. L’application 

de ces postulats s’avère également être compliquée  lorsque plusieurs agents sont rencontrés lors 

de séquençage global ou même de diagnostic de laboratoire plus classique : il s’agit de co-infections 

et ce schéma étiologique est de loin le plus répandu (Cho et al., 2013).  

Plus récemment, d’autres scientifiques se sont penchés sur la question de causalité entre un 

agent pathogène et une maladie : en 1965, Sir Bradford Hill définit ce que l’on appelle aujourd’hui 

les critères de Hill ou de Bradford Hill : il s’agit d’une liste de neuf critères (Tableau 2) permettant, 

s’ils sont majoritairement réunis, d’incriminer fortement une cause à un évènement précis. Dans le 

cas de ce travail, il s’agirait donc d’incriminer un agent pathogène dans la survenue d’un syndrome 

diarrhéique chez un jeune bovin. Sir Bradford Hill lui-même estime que ces critères constituent un 

outil pour poser un diagnostic et qu’il ne s’agit en aucun cas d’un théorème qui implique 

nécessairement une causalité lorsque les critères sont réunis. 
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Tableau 2 : Déclinement des postulats initiaux de Koch et des critères de Bradford Hill 

(Asokan et Asokan, 2016 ; Jindal, 2018) 

Postulats de Koch Critères de Bradford Hill 

➢ Le micro-organisme doit être présent en 

abondance dans tous les organismes 

souffrant de la maladie, mais absent des 

organismes sains. 

➢ Ce micro-organisme doit pouvoir être isolé 

et croître en milieu de culture pur (ne 

contenant que ce seul microbe). 

➢ Le micro-organisme cultivé doit déclencher 

la même maladie chez un animal de 

laboratoire sensible. 

➢ Le micro-organisme doit être à nouveau 

isolé du nouvel organisme hôte rendu 

malade puis identifié comme étant 

identique à l'agent infectieux original. 

➢ Force de l'association (plus l'ampleur des 

effets liés à l'association sont larges, plus 

un lien causal est probable, même si un 

faible effet n'implique pas une absence de 

lien de causalité)  

➢ Stabilité de l'association (sa répétition dans 

le temps et l'espace) 

➢ Cohérence (les mêmes observations sont 

réalisées dans différentes populations)  

➢ Spécificité (une cause produit un effet 

particulier dans une population particulière 

en l'absence d'autres explications)  

➢ Temporalité : les causes doivent précéder 

les conséquences  

➢ Relation dose-effet (une plus large dose 

mène à un plus large effet) 

➢ Plausibilité (plausibilité biologique, 

possibilité d'expliquer les mécanismes 

impliqués)  

➢ Preuve expérimentale (chez l'animal ou 

chez l'homme)  

➢ Analogie (possibilité d'explications 

alternatives) 
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1.2.2.   Co-infections prédominantes 

Grâce au développement des techniques diagnostiques ces dernières années, il a été possible de 

montrer que les diarrhées néonatales étaient plus souvent causées par l’association de plusieurs 

agents pathogènes n’appartenant pas nécessairement à une même famille. Ces co-infections ont 

été prouvées chez d’autres espèces animales comme les espèces équines (Slovis et al., 2014) et 

porcines (Shan et al., 2011) mais aussi chez l’enfant dans les syndromes de gastro-entérites (Li et 

al., 2016). 

 Cho et al. (2013) ont réussi à mettre en évidence ce principe de co-infection chez l’espèce 

bovine : ils ont étudié la présence de 11 agents pathogènes responsables de diarrhées chez le veau 

dans 199 et 245 prélèvements de selles provenant respectivement de veaux souffrant de diarrhées 

et de veaux cliniquement sains dans 165 cheptels différents (80 % de ces veaux avaient moins de 

trois mois d’âge). Ces agents sont des bactéries (Escherichia coli, Salmonella spp. et Clostridium 

perfringens), des virus (rotavirus, coronavirus, nebovirus, entérovirus, torovirus et norovirus bovins) 

et des parasites (Cryptosporidium parvum). Certains d’entre eux sont communément rencontrés 

dans ces syndromes diarrhéiques et d’autres sont plutôt émergents : les torovirus, les entérovirus, 

les norovirus et les nebovirus. La détection de ces agents pathogènes se fait par techniques de 

PCR. Il en résulte que plus de 50 % des veaux malades sont dans une situation de co-infection avec 

l’identification de plus cinq agents pathogènes chez 3 % d’entre eux. À l’inverse, aucun de ces 11 

agents n’est détecté chez quasiment les trois quarts des veaux cliniquement sains même si un voire 

deux agents pathogènes ont été mis en évidence chez l’autre quart, malgré l’absence de signes 

cliniques (Figure 3). Cette étude montre également que l’infection la plus courante est composée de 

Cryptosporidium parvum associé au rotavirus bovins et que les agents pathogènes rencontrés chez 

les veaux cliniquement sains sont uniquement des virus, posant sérieusement la question de 

l’application des postulats de Koch à ces virus. 

 Une autre étude un peu plus antérieure avait montré un taux de co-infection d’environ 71 % 

sur environ 500 prélèvements de selles de veaux souffrant de diarrhées vis-à-vis des cinq agents 

les plus rencontrés : rotavirus, coronavirus, Escherichia coli, Salmonella spp. et Cryptosporidium 

parvum (Izzo et al., 2011). 

  

Figure 3 : Répartition des veaux sains et atteints de diarrhées en fonction du nombre d’agents 

pathogènes détectés dans leurs selles par technique de PCR (Cho et al., 2013) 
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1.3. Description des agents étiologiques chez les 

veaux âgés de plus d’un mois  

1.3.1. Infections bactériennes 

1.3.1.1. Colibacillose 

Les colibacilloses sont causées par une bactérie à coloration de Gram négative en forme de 

bâtonnet : Escherichia coli. Ces bactéries sont naturellement présentes dans le tractus digestif des 

bovins et la plupart d’entre elles ne sont pas pathogènes. Cependant certaines d’entre elles se 

révèlent pathogènes L’ensemble de ces bactéries est classé en fonction de leur mécanisme d’action 

sur les cellules : ces catégories sont nommées pathovars.  

Les colibacilloses sont très répandues chez les veaux de moins d’un mois, en particulier les 

colibacilles entérotoxigènes ETEC (« EnteroToxigenic Escherichia Coli ») dans les 15 premiers jours 

de vie. Néanmoins certaines catégories de colibacilles peuvent être  retrouvées chez des veaux plus 

âgés même si leur association avec les signes cliniques observés reste discutable (Holland et al., 

1999). 

Les colibacilles impliqués dans les diarrhées chez des veaux de plus d’un mois font partie 

des colibacilles attachants effaçants EAEC (« EnteroAggregative Escherichia Coli »). Ce groupe 

regroupe les pathovars EPEC (« EnteroPathogenic Escherichia Coli ») : colibacilles 

entéropathogènes) et EHEC (« EnteroHaemorrhagic Escherichia Coli ») (colibacilles 

entérohémorragiques) ; ils ont la particularité de se fixer à l’apex des villosités des entérocytes et de 

les détruire en agissant sur le cytosquelette des cellules par polymérisation (ou condensation) des 

fibres d’actine (Figure 4) : il en résulte un défaut d’absorption sur une très longue durée 

correspondant au temps nécessaire à la formation de nouvelles villosités. Les colibacilles EHEC ont 

également la capacité de libérer des toxines (Stx 1, Stx 2) qui provoquent une immunodépression 

chez les veaux infectés (Croxen et Finlay, 2010). 

Les signes observés lors de colibacilloses sont les signes classiques de gastro-entérites : 

diarrhées pouvant être hémorragiques si la colonisation de la muqueuse est importante, 

déshydratation, douleurs abdominales (Moxley et Smith, 2010 ; Heller et Chigerwe, 2018). 

Quelques cas de colibacillose à colibacilles attachants-effaçants chez des bovins de plus 

d’un mois ont été répertoriés notamment chez des veaux de quatre et huit mois et chez une génisse 

de 19 mois (Janke et al., 1990 ; Wada et al., 1994 ; Pearson et al., 1999). 
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Figure 4 : Physiopathologie des Escherichia coli entéropathogènes (EPEC) et 

entérohémorragiques (EHEC) (Belbis, 2017) 

 

1.3.1.2. Salmonellose 

   

Les salmonelles sont également des bactéries à coloration de Gram négative dont le réservoir 

principal est la vache adulte qui les dissémine dans l’environnement par le biais de ses selles et qui 

contamine ainsi des bovins plus jeunes par voie oro-fécale. La sous-espèce Salmonella enterica est  

la plus retrouvée chez les bovins avec deux sérovars en particuliers : les sérovars Typhimurium (on 

écrit plus simplement S. Typhimurium) et Dublin (S. Dublin) (Cho et Yoon, 2014). 

Les salmonelles sont capables d’envahir la muqueuse intestinale notamment celle de l’iléon 

et de se multiplier dans un premier temps dans les structures lymphoïdes (plaques de Peyer, nœuds 

lymphatiques mésentériques) et dans un second temps dans les autres structures lymphoïdes de 

l’organisme en infectant les phagocytes mononuclés permettant leur dissémination. De Jong et 

Ekdahl (1965) ont montré que les salmonelles avaient la capacité d’infecter directement le tissu 

lymphoïde pharyngé, correspondant aux amygdales, sans passer par la voie habituelle d’infection 

des entérocytes. Plusieurs facteurs de virulence sont impliqués expliquant l’échappement 

immunitaire de salmonelloses (Heller et Chigerwe, 2018). 

Les signes cliniques retrouvés lors de salmonellose sont des diarrhées nécrotiques et 

fibrineuses dans la plupart des cas et parfois hémorragiques (Figure 5), de l’anorexie, une 

hyperthermie marquée et des douleurs abdominales aigues. Les salmonelles peuvent notamment 

être aussi responsables d’avortements et de problèmes respiratoires (Divers et Peek, 2008). Les 

salmonelloses cliniques sont dans la majorité des cas retrouvées  chez des bovins âgés de 10 jours 

à trois mois d’âge. Les bovins adultes peuvent également souffrir de salmonellose mais les infections 

par les salmonelles sont très souvent asymptomatiques (Holschbach et Peek, 2018). 
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Figure 5 : Aspect des selles hémorragiques chez un veau atteint de salmonellose (Peek et 

al., 2018) 

 

  

1.3.1.3. Campylobacteriose  

Le genre Campylobacter regroupe des bactéries à coloration de Gram négative très répandues dans 

les systèmes digestifs des mammifères et des oiseaux. Très peu rencontrées dans des cas de 

diarrhées chez les bovins, ces bactéries ont surtout été étudiées ces dernières années pour leur 

caractère zoonotique conséquent et leur antibiorésistance grandissante : en effet leur résistance aux 

fluoroquinolones et aux macrolides se révèle très inquiétante (Peek et al., 2018). Leur 

physiopathologie relative aux diarrhées néonatales reste également très peu connue. 

Une étude a cependant mis en évidence le caractère potentiellement pathogène de trois 

bactéries de ce genre (Campylobacter coli, Campylobacter fetus , Campylobacter jejuni) chez des 

veaux âgés de quatre mois présentant des syndromes diarrhéiques (Schulze, 1992).   

1.3.1.4. Clostridiose   

Clostridium perfringens est une bactérie anaérobie Gram positive du genre Clostridium qui a la 

particularité de produire et de libérer des toxines nécrosantes et hémorragiques ; il existe 

actuellement sept toxinotypes de Clostridium perfringens (A, B, C, D, E, F et G) définis en fonction 

de la libération ou non par la bactérie d’une ou plusieurs de ces toxines  : alpha (α), beta (β), epsilon 

(ε), iota (ι), l’entérotoxine (CPE) et la toxine de l’entérite nécrosante (NetB) de Clostridium 

perfringens (Tableau 3) (Rood et al., 2018). 
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Tableau 3 : Toxinotypes de Clostridium perfringens et leurs toxines associées (+ : libérée ; 

- : non libérée ; +/- : inconstant ; en rouge : toxinotypes touchant les bovins)                   

(Rood et al., 2018) 

CPE : entérotoxine de Clostridium perfringens ; NetB : toxine de l’entérite nécrosante de Clostridium perfringens 

Sérotype Toxine α Toxine β Toxine ε Toxine ι Toxine CPE Toxine Netb 

A + - - - - - 

B + + + - - - 

C + + - - +/- - 

D + - + - +/- - 

E + - - + +/- - 

F + - - - + - 

G + - - - - + 

 

Ces toxines peuvent être nécrosantes et/ou hémorragiques et induisent des syndromes 

diarrhéiques très violents entrainant systématiquement la mort rapide du bovin atteint. Le toxinotype 

C est celui qui est le plus retrouvé lors d’infection à Clostridium perfringens. Les types A, B et D sont 

également retrouvés chez les bovins mais plus rarement ; de plus, les clostridioses sont beaucoup 

plus fréquentes chez les veaux de moins d’un mois d’âge mais elles touchent également des veaux 

ayant jusqu’à trois mois d’âge (Cho et Yoon, 2014). 

La toxine β retrouvée essentiellement dans les clostridioses de type C est responsable d’une 

nécrose des cellules épithéliales intestinales induisant des diarrhées profuses pouvant être 

mucoïdes ou hémorragiques, des distensions abdominales et la mort de l’animal très peu de temps 

après l’infection. Des signes nerveux dans les phases terminales peuvent également être constatés 

(Peek et al., 2018) 

Les clostridioses de type A, plus rares, induisent des hémorragies et des nécroses de la 

muqueuse abomasale par le biais de la toxine α ; il en résulte également des diarrhées pouvant être 

hémorragiques avec un aspect goudronneux des selles. Des cas de péritonites par perforation de 

l’abomasum sont également répertoriés : la mort est également généralement inévitable dans le cas 

d’une clostridiose de type A (Peek et al., 2018). 

Clostridium perfringens est donc impliquée dans des cas de syndromes diarrhéiques chez 

des veaux ayant jusqu’à trois mois d’âge mais reste une cause très peu fréquente par rapport aux 

autres bactéries citées précédemment. Cho et al. (2013) en recherchant un panel très large d’agents 

pathogènes dont Clostridium perfringens dans les selles de veaux sains et de veaux présentant des 

diarrhées (presque 500 prélèvements sur des veaux de moins de six mois d’âge) n’ont jamais 

retrouvé la toxine caractéristique de la clostridiose de type C. 
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1.3.1.5. Diagnostic des infections bactériennes 

Lorsque des agents bactériens sont suspectés dans l’apparition de ces symptômes, les 

prélèvements réalisés dans la grande majorité des cas sont des selles diarrhéiques et l’isolement 

sur culture gélosée est le test de référence, avec variation des milieux de cultures en fonction de la 

bactérie recherchée. Cependant, d’autres tests potentiellement plus sensibles et plus spécifiques 

peuvent être utilisés, telle que la PCR sur des prélèvements plus adaptés (Tableau 4). De plus, il 

faut être vigilant lorsque le diagnostic est établi puisque ces bactéries sont très souvent présentes 

naturellement, en tant que bactéries commensales dans le tractus digestif ; par exemple, si 

Escherichia coli est isolée, elle doit présenter des facteurs de virulence pour que l’on puisse 

l’incriminer dans l’apparition des signes cliniques. De la même façon, des signes cliniques 

caractéristiques de salmonellose doivent être identifiés lors de son isolement car les salmonelles 

sont très souvent retrouvées chez des bovins asymptomatiques (Francoz et al., 2017). 

 

Tableau 4 : Prélèvements et tests réalisés lors de recherche de causes bactériennes de 

diarrhées chez les jeunes bovins (Francoz et al., 2017) 

Bactérie 

Escherichia coli 

attachant 

effaçant (EAEC) 

Salmonella spp. 
Clostridium 

perfringens 

Campylobacter 

spp. 

Prélèvement 

de choix 

Animal 

vivant 
Selles Selles  Selles 

Animal 

mort 

Iléon, côlon 

(contenu et 

paroi) 

Iléon, côlon 

Noeud 

lymphatique 

mésentérique, 

rate, foie 

Contenu du 

jéjunum (< 6 h 

post mortem, non 

congelé si 

dénombrement, 

anaérobiose) 

Iléon, côlon 

Tests réalisés en 

routine 

Isolement et 

PCR ou PCR 

Isolement 

(enrichissement, 

milieux sélectifs) 

sérotypage 

Dénombrement 

Détection de 

toxine (ELISA) 

Gram 

(morphologie) 

Isolement 

milieux 

spécifiques 

Tests possibles Histopathologie PCR PCR 
PCR, 

Histopathologie 
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1.3.2.    Infections virales 

1.3.2.1. Coronavirus 

Les coronavirus bovins sont des virus de la famille des Coronaviridae appartenant au genre 

Betacoronavirus présentant une enveloppe et un matériel génétique sous forme d’un seul brin d’ARN 

de polarité positive. Ces virus sont rencontrés le plus souvent chez des veaux d’une à quatre 

semaines d’âge souffrant de syndromes diarrhéiques mais ils sont également rencontrés chez des 

veaux plus âgés (jusqu’à cinq mois d’âge) et même chez des adultes particulièrement dans les cas 

de dysenterie hivernale. Des signes respiratoires peuvent également être constatés lors d’infection 

au coronavirus bovin chez des bovins âgés de plus de trois mois mais aussi chez de plus jeunes 

veaux présentant la forme entérique, on parle de « pneumoentérite » (Boileau et Kapil, 2010). 

De la même façon que la plupart des virus à tropisme digestif, les coronavirus vont pénétrer dans 

l’organisme par voie oro-fécale et vont utiliser la machinerie cellulaire du veau pour se multiplier. 

Cette multiplication va entrainer une destruction des entérocytes notamment au niveau de l’intestin 

grêle et du colon et l’apparition de diarrhées par maldigestion malabsorption par abrasion des 

villosités intestinales (Hodnik et al., 2020). 

Les signes rencontrés sont typiques d’une gastro-entérite : diarrhées profuses parfois légèrement 

mucoïdes ou hémorragiques, douleurs abdominales, acidose et déshydratation sévère. Lors de 

dysenterie hivernale chez les bovins adultes, les signes cliniques rencontrés sont similaires avec 

des cas qui se résolvent spontanément chez la plupart des bovins touchés. Des formes plus graves 

existent chez les jeunes adultes présentant des diarrhées très hémorragiques et des anémies 

sévères provoquant généralement la mort de l’animal (Hodnik et al., 2020). 

 

1.3.2.2. Virus de la BVD 

Le virus de la BVD (« Bovine Viral Diarrhoea ») fait partie du genre Pestivirus de la famille des 

Flaviviridae ; c’est également un virus enveloppé à simple brin d’ARN de polarité positive. La 

particularité de ce virus réside dans le développement de veaux Infectés Persistants 

Immunotolérants (IPI) lors d’infection in utero entre le début du deuxième mois et la fin du quatrième 

mois de gestation : le virus est donc considéré comme faisant partie du soi par l’organisme du veau 

du fait de l’absence de réponse immunitaire dans cette période de gestation. Ces veaux IPI ne 

présentent donc presque jamais de symptômes mais peuvent développer une maladie bien 

particulière au cours de leur vie (cf infra) et sont des réservoirs majeurs d’excrétion virale ; ils peuvent 

néanmoins être plus réceptifs que des veaux non-IPI aux autres agents responsables de diarrhées 

(Heller et Chigerwe, 2018) 

Lors d’infection avec le virus de la BVD après la naissance, la forme la plus courante est la 

forme diarrhéique touchant préférentiellement des bovins âgés de six à 24 mois : cette forme 

consiste en l’apparition de diarrhées souvent bénignes ; néanmoins on peut retrouver dans certains 

cas des diarrhées mucoïdes parfois teintées de sang, de l’abattement, une fièvre transitoire et de 

l’anorexie. D’autres formes existent notamment des formes respiratoires et hémorragiques mais 

cette infection peut également se révéler asymptomatique chez un bovin non-IPI (Peek et al., 2018). 

Ce virus cause également des malformations congénitales et des avortements lors d’infections in 

utero pendant des périodes bien spécifiques de la gestation (Khodakaram-Tafti et Farjanikish, 2017) 
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La particularité des veaux IPI est le développement des années après la contamination in utero 

d’une maladie bien spécifique : la maladie des muqueuses (MD : « Mucosal Disease »). Cette 

maladie causant inévitablement la mort se caractérise par la présence de diarrhées avec 

hématochézie associées à de la fièvre et dans certains cas des lésions ulcératives buccales, nasales 

et interdigitées (Figure 6).  

Figure 6 : Ulcérations caractéristiques de la maladie des muqueuses (MD) chez une génisse 

IPI (Peek et al., 2018) 

 

Cho et al. (2013), de la même façon que pour Clostridium perfringens, n’ont quasiment pas 

retrouvé ce virus dans les prélèvements effectués sur les veaux sains et atteints de diarrhées de 

leur étude (0,5 % des veaux atteints de diarrhées et 0,4 % des veaux sains) (cf § 1.3.1.4.). 

 

1.3.2.3. Autres virus  

De nombreux autres virus ont été identifiés chez des veaux atteints de diarrhées ; la pathogénicité 

de ces virus reste néanmoins très peu connue et ils sont retrouvés dans de très nombreux cas de 

co-infection impliquant d’autres agents pathogènes retrouvés plus classiquement. Ce sont 

également des virus ayant une prévalence aussi élevée voire plus forte chez des veaux sains que 

chez des veaux présentant des symptômes ; leur implication doit donc être davantage étudiée 

(Tableau 5) (Gomez et Weese, 2017). 
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Tableau 5 : Caractéristiques d’autres virus identifiés dans des cas de diarrhée chez de 

jeunes bovins (Gomez et Weese, 2017) 

Virus Genre Famille 
Àge d’apparition de 

la diarrhée 
Références 

Torovirus bovins Torovirus Coronaviridae 
Possible jusqu’à 5 

mois d’âge 

(Koopmans et al., 

1991) 

Norovirus bovins 

groupe III 
Norovirus Caliciviridae 

Essentiellement 

avant cinq semaines 

d’âge 

(Cho et al., 2013) 

Nebovirus bovins Nebovirus Caliciviridae 
Entre un et quatre 

mois d’âge 

(Van der Poel et al., 

2003 ; Cho et al., 

2013) 

Astrovirus bovins Astrovirus Astroviridae 

Veau de moins d’un 

mois d’âge, vaches 

adultes : incertain 

(Sharp et al., 2015) 

Aichivirus B Kobuvirus Picornaviridae 

Essentiellement 

avant l’âge d’un mois 

mais identifié 

également plus tard 

(Jeoung et al., 2011) 

Enterovirus 

bovins 
Enterovirus Picornaviridae 

Développé en détail dans le paragraphe 2. de 

cette partie bibliographique 

 

1.3.2.4. Diagnostic des infections virales 

Le test de référence pour la détection d’une infection virale est la culture cellulaire. Il existe 

cependant beaucoup d’autres moyens permettant d’incriminer des virus tels que 

l’immunofluorescence, la PCR, la RT-PCR, les tests ELISA et le séquençage nouvelle génération. 

Les techniques de PCR sont tout de même celles qui sont utilisées dans toutes les études sur les 

virus citées dans ce travail. La majorité de ces techniques sont détaillées dans l’exemple des 

entérovirus bovins dans la seconde partie de cette partie bibliographique (cf § 2.4.). 
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1.3.3.    Infections parasitaires 

1.3.3.1. Coccidiose 

Les coccidioses chez les bovins sont causées par des protozoaires qui constituent trois espèces du 

genre Eimeria : Eimeria alabamensis, Eimeria bovis et Eimeria zuernii. D’autres espèces peuvent 

être rencontrées chez les bovins mais elles ne présentent aucune pathogénicité. Ce sont des 

espèces très spécifiques d’hôtes qui ne touchent que l’espèce bovine. Très souvent 

asymptomatiques, les infestations par les coccidies peuvent néanmoins provoquer des syndromes 

diarrhéiques chez le veau de plus de trois semaines d’âge après un stress important : le facteur de 

stress le plus constaté pouvant déclencher une coccidiose clinique est le sevrage mais d’autres 

causes sont également identifiées telles que l’écornage, le changement de lot ou le transport. On 

considère que l’immunité contre les coccidioses s’installe à partir d’un an d’âge mais les animaux 

infestés restent d’importants réservoirs pour les animaux plus jeunes du fait d’une forte excrétion 

dans les selles (Keeton et Navarre, 2018). Les coccidioses cliniques impliquent également très 

souvent plusieurs espèces du genre Eimeria ; cependant lorsqu’une coccidiose est suspectée, les 

espèces de coccidies ne sont quasiment jamais différenciées entre elles (Blaga, 2016). 

Le cycle des espèces du genre Eimeria dure entre deux et quatre semaines en fonction de 

l’espèce et des conditions climatiques ; il s’agit d’un cycle monoxène en deux phases : une phase 

exogène dans l’environnement où les oocystes non sporulés libérés dans l’environnement par les 

animaux porteurs sporulent lorsque les conditions d’humidité, de température et d’oxygénation sont 

réunies (sporogonie) et une phase endogène où l’oocyste sporulé ingéré par le bovin libère des 

sporozoïtes qui infectent les entérocytes au niveau de la portion jéjuno-iléale, du caecum et du colon. 

Il en découle la formation de schizozoïtes formes asexuées (schizogonie), puis la formation de 

gamètes (microgamètes et macrogamètes) formant par leur union des oocystes non sporulés 

(gamétogonie) (Figure 7). Ces oocystes sont ensuite libérés dans la lumière intestinale par lyse 

cellulaire, phase impliquée dans la survenue des signes cliniques de la coccidiose.  

Les signes cliniques retrouvés lors de coccidioses sont essentiellement des diarrhées 

pouvant être mucoïdes et hémorragiques avec la présence de lambeaux de muqueuses, de la 

douleur abdominale, de la déshydratation, de l’abattement et de l’hyperthermie pouvant atteindre  

41°C ; sans traitement adéquat, le bovin infesté meurt assez rapidement. Des signes nerveux 

peuvent également être constatés lors de coccidiose à Eimeria zuernii comme des trémulations, des 

convulsions et des états de coma ; la mort survient dans 80 à 90 % des cas (Keeton et Navarre, 

2018). 
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Figure 7 : Cycle des espèces du genre Eimeria (Blaga, 2016) 

 

 Kim et al. (2018) ont mis en évidence la présence d’une autre espèce du genre Eimeria dans 

les selles de veaux présentant des diarrhées juste avant le sevrage : Eimeria bukidnonensis. Cette 

espèce est celle qui a été la moins retrouvée par rapport aux autres espèces plus classiques du 

genre Eimeria mais elle a uniquement été identifiée chez des veaux infectés alors que les autres 

espèces ont également été retrouvées chez des veaux sains. Sa réelle implication dans ces 

diarrhées nécessite cependant d’être confirmée par d’autres études. 

 

1.3.3.2. Giardiose 

Cette parasitose est causée par un protozoaire extra-cellulaire du tube digestif : Giardia duodenalis ; 

cette espèce est composée de huit génotypes touchant la plupart des mammifères dont l’Homme. 

Les génotypes A, B et E sont les trois seuls identifiés chez l’espèce bovine et le génotype E est le 

plus commun (Peek et al., 2018). La tranche d’âge la plus touchée se situe entre quinze jours et 

deux mois d’âge (Heller et Chigerwe, 2018). 

Son cycle est également monoxène avec une phase exogène dans l’environnement où Giardia 

duodenalis est sous forme kystique et une phase endogène au sein de l’hôte où le protozoaire, après 

avoir été ingéré, se fixe au niveau des apex des entérocytes et entame une multiplication végétative 

par bipartition ; il en découle l’enkystation d’adultes qui sont libérés dans l’environnement et le cycle 

peut ainsi recommencer. 

Les signes cliniques constatés lors de giardioses sont des diarrhées avec des selles très 

décolorées (stéatorrhée), une faible déshydratation et une perte de poids mais ces signes cliniques 

sont très fréquemment absents lorsque ce parasite est diagnostiqué (Santin, 2020). De plus, 

l’association entre la présence de Giardia duodenalis et les signes cliniques constatés n’a jamais pu 

être confirmée avec certitude et la présence d’autres agents pathogènes plus virulents tels que les 

espèces du genre Eimeria ou Cryptosporidium parvum pour les veaux plus jeunes est souvent mise 

en évidence en même temps que ce parasite. Autrement dit le postulat de Koch n’a jamais pu être 

démontré jusqu’aujourd’hui pour ce parasite (Heller et Chigerwe, 2018 ; Peek et al., 2018) 
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1.3.3.3. Nématodoses 

Les nématodes sont des organismes parasitaires très répandus chez les mammifères en particulier 

chez les bovins ; ils ont notamment un énorme impact économique dans le monde de l’élevage. 

Ces parasites touchent des bovins de tout âge à partir de l’âge de trois semaines pour 

certains mais le stade de la vie du bovin où le risque est majeur est la première année de pâturage, 

fondamentale cependant pour que l’immunité s’installe (Heller et Chigerwe, 2018). 

Le cycle de ces parasites est relativement commun à toutes les espèces avec une infestation 

par voie orale avec le stade larvaire L3 qui va se développer au sein de l’hôte pour former des formes 

pré-adultes L4 et L5 puis des formes adultes ; ces formes adultes vont alors pondre des œufs qui 

seront excrétés par la suite dans les selles de l’hôte. Ces œufs vont alors éclore dans 

l’environnement et de nouveaux stades larvaires vont se former (Figure 8). Les localisations des 

adultes et les périodes prépatentes diffèrent d’une espèce à l’autre (Tableau 6). 

Les signes cliniques constatés lors de nématodoses sont essentiellement digestifs mais 

certaines espèces induisent d’autres signes (Tableau 6). 

Figure 8 : Présentation générale du cycle des nématodes gastrointestinaux chez les bovins 

(Adult worm : forme adulte de nématode ; egg : œuf de nématode) (Charlier et al., 2020) 

 

 

 

 



Page 32 

Tableau 6 : Présentation des nématodes les plus rencontrés chez les bovins en zone 

tempérée (Craig, 2018 ; Charlier et al., 2020) 

Espèces Localisation 

Période 

prépatente (en 

jours) 

Importance 

clinique 

Symptômes 

fréquemment 

observés 

Ostertagia ostertagi Abomasum 21 +++ 
Gastrites, 

diarrhées 

Haemonchus 

placei 
Abomasum 18-21 +++ 

Diarrhées, 

anémies, œdème 

de l’auge 

Cooperia spp. 
Duodénum, 

jéjunum 
12-21 ++(+) 

Diarrhées, perte 

de poids, 

anorexie 

Trichostrongylus 

spp. 
Abomasum 15-23 ++ 

Diarrhées, 

anorexie, douleur 

abdominale, 

ostéodystrophie 

Nematodirus 

helvetianus 
Intestin grêle 21 ++ 

Diarrhées, perte 

de poids, 

anorexie 

Oesophagostomum 

radiatum 
Caecum, colon 40-45 ++ 

Diarrhées 

Trichuris discolor Caecum, colon 50-90 +(+) 

Diarrhées lors de 

très importantes 

infestations 

 

D’autres nématodes tels que ceux de la famille des Toxocaridés représentés par l’espèce 

Toxocara viturolum chez les bovins peuvent induire des diarrhées et de la perte d’état chez de très 

jeunes bovins dans de très rare cas et sans certitude d’association avec les signes cliniques 

constatés (Venjakob et al., 2017). 

 

1.3.3.4. Diagnostic des infections parasitaires 

Le diagnostic des infections parasitaires se fait dans la majorité des cas par analyse coprologique ; 

l’observation microscopique d’une certaine quantité d’œufs ou de parasites permettra d’établir le 

diagnostic et de relier de façon la plus certaine possible les signes cliniques avec la présence du 

parasite. Le déroulement de l’examen coprologique varie également en fonction du parasite 

recherché ce que nous ne détaillerons pas ici. 
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Le dosage du pepsinogène sérique peut également être utile au diagnostic des parasites 

abomasaux notamment tels que Ostertagia ostertagi et les espèces de Trichostrongylus mais ce 

test n’est que très peu spécifique (Craig, 2018). 

Enfin les tests PCR se révèlent également d’une grande fiabilité pour la détection des 

parasites, comme pour le diagnostic des autres causes infectieuses. 

 

1.3.4.    Causes non-infectieuses  

1.3.4.1. Cause alimentaire  

L’alimentation mal contrôlée d’un veau ou même des vaches pendant la gestation peut se révéler 

être un facteur d’apparition de diarrhées de façon directe et indirecte : ainsi l’alimentation carencée 

des vaches durant le dernier tiers de gestation peut entrainer des carences en vitamines et en 

oligoéléments (sélénium, cuivre, zinc et iode notamment) diminuant la résistance des veaux aux 

agents infectieux et ce même quelques mois après leur naissance. De façon plus directe, des 

diarrhées d’origine nutritionnelle peuvent apparaitre lorsque les veaux sont alimentés avec des 

aliments d’allaitements ou avec du lait entier ; les aliments d’allaitement peuvent induire des 

diarrhées lorsqu’ils ne sont pas bien reconstitués (pas assez d’eau, temps de brassage insuffisant, 

température inadéquate), mal conservés (contamination bactérienne ou fongique, excès 

d’hydratation) et/ou mal distribués (hygiène du matériel d’alimentation). Le lait entier quant à lui induit 

des diarrhées lorsque la teneur en azote non protéique et/ou en matière grasse (teneur supérieure 

à 50 g/L de matière grasse) est trop élevée. Le lait de mammite non délivré en laiterie est également 

plus susceptible d’induire des diarrhées. Enfin, des diarrhées nutritionnelles peuvent apparaitre si le 

sevrage alimentaire n’est pas réalisé de façon progressive (Francoz et al., 2017). 

 

1.3.4.2. Syndrome du buveur ruminal 

Ce syndrome est décrit chez des veaux âgés de trois à huit semaines d’âge nourris au lait et plus 

particulièrement aux lactoremplaceurs ; il se déclare lorsque l’alimentation lactée, qui shunte 

normalement les pré-estomacs des bovins avant le sevrage, s’accumule anormalement dans le 

rumen par défaillance de la fermeture de la gouttière œsophagienne. Il en résulte des météorisations 

anormales et le déclenchement d’une acidose. Des diarrhées très souvent grisâtres sont également 

rapportées et peuvent être présentes plusieurs semaines après la guérison. 

Ce syndrome peut également apparaitre lorsqu’un trop gros volume d’alimentation lactée est 

administré refluant de la caillette vers les pré-estomacs mais aussi lors d’un stress important, de 

sondages œsophagiens trop réguliers, d’une alimentation à l’aide de seaux sans tétines entre autres 

(Tableau 7) (Francoz et al., 2017). 
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Tableau 7 : Causes principales d’apparition du syndrome du buveur ruminal (Francoz et al., 

2017) 

 

 

1.3.4.3. Cause iatrogène 

Un traitement à base d’antibiotiques pour traiter une maladie concernant un autre appareil tel que 

l’appareil respiratoire, très touché lui aussi par une multitude d’agents pathogènes, est susceptible 

d’induire des diarrhées chez un veau (Belbis, 2017). 
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1.4. Etiologie : bilan 

  
 

 

 

 

 

 

 

➢ Les diarrhées du jeune bovin peuvent être causées par de nombreux agents pathogènes 

pouvant être des bactéries, des virus, des parasites mais aussi par des causes non-

infectieuses qui sont surtout alimentaires (Tableau 1). 

 

➢ Certains agents pathogènes ne peuvent pas être responsables de diarrhées avant l’âge d’un 

mois, notamment les parasites (sauf Cryptosporidium parvum), et d’autres agents sont très 

peu voire jamais identifiés chez des veaux de plus d’un mois. 

 

➢ Les signes cliniques rencontrés lors de ces syndromes diarrhéiques sont très similaires quel 

que soit l’agent pathogène responsable et il est difficile, voire impossible, de les distinguer sur 

la seule base des commémoratifs et de l’examen clinique d’où la nécessité d’établir un 

diagnostic à l’aide d’examens complémentaires. 

 

➢ Les causes de diarrhées chez le jeune bovin sont très souvent multifactorielles, compliquant 

un peu plus l’application des postulats de Koch dans l’incrimination d’un agent pathogène en 

particulier ; ces postulats sont également très compliqués à mettre en œuvre puisqu’une part 

non négligeable des agents pathogènes potentiellement responsables sont retrouvés chez 

des individus asymptomatiques. 
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2. Entérovirus bovins  

2.1. Présentation 

2.1.1. Taxonomie 

2.1.1.1. Famille des Picornaviridae  

 

Les entérovirus bovins font partie de la famille des Picornaviridae. Cette famille est caractérisée par 

des virus non enveloppés à simple brin d’ARN de polarité positive mesurant entre 30 et 32 

nanomètres (nm) de diamètre. Ce sont des virus qui ont un énorme impact sur le monde animal tant 

sur le plan sanitaire que sur le plan économique. Ainsi, la fièvre aphteuse (Espèce : foot-and-mouth 

disease virus (FMDV), genre : Aphtovirus, famille : Picornaviridae), classée danger sanitaire de 

première catégorie soumise à un plan national d’intervention sanitaire d’urgence en France, a eu 

des conséquences désastreuses en Europe au cours du XXe siècle jusqu’au dernier épisode en 

2001 (Diaz-San Segundo et al., 2017). Cette famille de virus touche également l’espèce humaine 

avec des maladies importantes comme la poliomyélite et l’hépatite A entre autres. 

 Zell et al. (2017) ont mis en évidence dans la mise à jour de leur publication en septembre 

2020 que la famille des Picornaviridae était constituée actuellement de plus de 140 espèces 

réparties en 63 genres dont celui des entérovirus (Figure 9). La plupart de ces genres touchent les 

cinq grandes classes de vertébrés : les oiseaux (Tremovirus, Gruhelivirus), les poissons 

(Limnipivirus, Potamipivirus, Fipivirus), les reptiles tels que les serpents (Myrropivirus) et les tortues 

(Pemapivirus, Rafivirus Torchivirus), les amphibiens (Livupivirus) et les mammifères tels que 

l’Homme (Salivirus, Parechovirus) et les porcs (Senecavirus, Teschovirus). Les bovins sont 

également touchés par plusieurs autres genres de cette famille : Boosepivirus, Bopivirus, Kobuvirus, 

Aphtovirus, Sapelovirus. La physiopathologie des virus de la plupart de ces genres reste néanmoins 

très peu connue. 

L’explosion du nombre de genres découverts ces dernières années est due au 

développement toujours plus poussé de nouvelles technologies en particulier de l’utilisation accrue 

du séquençage nouvelle génération (NGS) ; de cette façon, certains virus découverts font partie de 

la famille de par leur proximité génétique mais ne peuvent faire partie d’aucun genre existant car 

trop éloignés génétiquement des virus appartenant à ces genres (cf infra). 

Leurs structures génétiques et l’expression des protéines qui en découle sont similaires, avec 

une polyprotéine (P1) qui code, dans la très grande majorité des cas, quatre protéines structurales 

formant les protomères de la capside, nommées VP1, VP2, VP3 et VP4, et deux polyprotéines (P2 

et P3) qui codent au minimum sept protéines non structurales (Figures 9, 10 et 11). Certains genres 

de la famille rassemblent des virus qui ne possèdent que trois protéines structurales comme le genre 

Parechovirus regroupant des virus qui induisent de graves septicémies chez le nourrisson (Olijve et 

al., 2017).    
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Figure 9 : Liste actualisée des genres de la famille des Picornaviridae avec schéma de 

l’organisation génétique de chacun de ces genre (Zell et al., 2017) 
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Figure 10 : Détail de la structure et de l’expression génétique du poliovirus 1            

(Espèce : Enterovirus C, Genre : Enterovirus) (Zell et al., 2017) 

 

 

Figure 11 : Détail de la structure et de l’expression génétique du virus de la fièvre aphteuse 

(Espèce : Foot-and-mouth disease virus, Genre : Aphtovirus) (Zell et al., 2017) 

 

Ainsi, la classification de la famille des Picornaviridae est entièrement basée sur cette 

structure génétique et sur les protéines qui lui sont associées (Zell et al., 2017) :  

On considère donc que deux virus appartiennent à la même espèce si et seulement si :  

➢ Ils partagent un pourcentage significativement élevé d’acides aminés en commun dans la 

structure de leur P1 respective c’est-à-dire du polypeptide d’où sont issues les protéines 

structurales, et dans la structure des protéines non structurales 2C, 3C et 3D (Figures 10 et 

11). 

➢ Ils font partie du même groupe monophylétique. 

➢ Ils ont exactement la même carte génétique. 

De la même façon, on considère que deux virus font partie du même genre si et seulement si :  

➢ Les structures de leur protéine P1 sont semblables à au moins 33 % et les structures de 

leurs protéines 2C, 3C et 3D sont semblables entre elles à au moins 36 %. 

➢ Ils font partie du même groupe monophylétique  

➢ Les structures de leurs protéines non structurales L, 2B, 3A et 3B, lorsque celles-ci sont 

présentes comme dans le genre Aphtovirus (Figure 11), sont identiques. 
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Il découle de cette classification particulière la présence de virus qui n’ont pas le même tropisme 

d’espèce ou les mêmes particularités physico-chimiques au sein de mêmes genres. Par exemple, 

le genre Enterovirus regroupe des espèces de virus qui touchent à la fois l’Homme (Rhinovirus A, 

B, et C) et différentes espèces animales (Enterovirus E et F chez les bovins, Enterovirus G chez les 

porcins) (Bessaud et al., 2018). Réciproquement, deux virus ayant des tropismes et des propriétés 

très similaires peuvent faire partie de deux genres différents tels que les rhinovirus équins A et B 

(ERAV et ERBV) appartenant respectivement aux genres Aphtovirus et Erbovirus et responsables 

de symptômes identiques chez le cheval (Horsington et al., 2013). 

 

2.1.1.2. Le genre Enterovirus  

Dans un souci d’homogénéité, la nomenclature du genre Enterovirus dans cette thèse suivra les 

recommandations de Simmonds et al. établies en 2020. 

La classification du genre Enterovirus de la famille des Picornaviridae n’a cessé d’évoluer 

jusqu’à se stabiliser en 2017 avec la formation de 12 espèces d’entérovirus (EV-A à EV-L) et trois 

espèces de rhinovirus (RV-A, RV-B et RV-C) (Bessaud et al., 2018) ; l’arbre phylogénétique 

présentant les différents entérovirus et rhinovirus connus présenté dans la figure 12 montre bien que 

les différentes espèces appartiennent au même genre par la présence d’un ancêtre commun. De 

plus, cet arbre est construit en utilisant les séquences peptidiques du polypeptide P1 de chaque 

sérotype.  

Chaque espèce de ce genre est constituée d’un ou plusieurs sérotypes dont la plupart ont 

été découverts ces dernières années ; l’ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) 

estime en 2020 qu’il existe plus de 300 sérotypes répertoriés au sein du genre                          

Enterovirus (Tableau 8). De plus, l’ICTV a très récemment actualisé les conditions d’appartenance 

pour un virus à une espèce d’entérovirus donnée : ainsi, on considère qu’un entérovirus appartient 

à une espèce d’entérovirus si :  

➢ La polyprotéine complète (P1+P2+P3) est homologue à celle des virus de l’espèce à 

plus de 70 % dans sa chaîne d’acides aminés. 

➢ La polyprotéine P1 est homologue à celle des virus de l’espèce à plus de 60 % dans 

sa chaîne d’acides aminés. 

➢ Les protéines non structurales 2C, 3C et 3D ont une chaine d’acides aminés 

homologue à celles des virus de l’espèce à plus de 70 %. 

➢ Sa carte génétique est identique à celles des virus de l’espèce. 

 

La création de nouvelles espèces d’entérovirus fut permise par la découverte de nouveaux 

entérovirus ne pouvant être classés parmi les espèces déjà existantes du fait de leurs structures 

trop éloignées de celle des virus déjà classés et identifiés. Certains virus découverts récemment 

n’appartiennent à aucune espèce pour le moment comme les virus simiens EV-122 et EV-123 

(Figure 12) ou nécessitent une reconsidération des paramètres d’inclusion au sein d’une espèce : 

c’est notamment le cas du virus nommé BEV-AN12 (Tsuchiaka et al., 2017) ; il s’agit d’un entérovirus 

bovin relativement proche des virus de l’espèce Enterovirus F mais dont la partie qui code sa 
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protéine structurale VP1 est trop différente de celle des entérovirus de l’espèce lors de sa 

découverte. Cependant une baisse des exigences concernant l’appartenance à l’espèce établie très 

récemment par l’ICTV a permis de le classer dans le septième sérotype de l’espèce Enterovirus F 

(EV-F7) ; ceci explique le fait qu’il ne soit pas encore placé dans l’espèce en 2018 comme on peut 

le voir sur la figure 12.    

Les genres Rhinovirus et Enterovirus étaient distincts jusqu’en 2012 où le genre Rhinovirus 

a été inclus dans le genre Enterovirus (Figure 13). On peut également constater que les entérovirus 

bovins qui ont toujours fait partie d’une unique espèce du genre Enterovirus depuis leur découverte 

ont été répartis dans deux espèces différentes à partir de 2017 (Enterovirus E et F). 

La structure des virus du genre Enterovirus est typique de celle d’un virus de la famille des 

Picornaviridae et sera présentée de façon plus précise lors de la présentation de la structure des 

entérovirus bovins dans les paragraphes suivants. 

 

Tableau 8 : Nomenclature, composition actuelle et spectre d’hôte des différentes espèces 

du genre Enterovirus  (International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), 2020) 

Genre Enterovirus 

Espèce 
Nombre de sérotypes connus à 

ce jour 
Espèces sensibles Abréviation 

Enterovirus A 25 Homme, gorilles, singes  EV-A 

Enterovirus B 63 Homme, singes EV-B 

Enterovirus C 23 Homme EV-C 

Enterovirus D 5 Homme, gorilles, singes  EV-D 

Enterovirus E 5 
Bovins, grand dauphin (Nollens et 

al., 2009) 
EV-E 

Enterovirus F 7 
Bovins, opossums (Zheng, 2007), 

Alpaga (McClenahan et al., 2013) 
EV-F 

Enterovirus G 22 Porcs, chèvres (Wang et al., 2017) EV-G 

Enterovirus H 1 Singes EV-H 

Enterovirus I 1 Dromadaire (Woo et al., 2015) EV-I 

Enterovirus J 6 Singes EV-J 

Enterovirus K 2 Rongeurs (Du et al., 2016) EV-K 

Enterovirus L 1 Singes  EV-L 

Rhinovirus A 80 Homme RV-A 

Rhinovirus B 32 Homme RV-B 

Rhinovirus C 57 Homme RV-C 
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Figure 12 : Arbre phylogénétique présentant les différentes espèces d’entérovirus et de 

rhinovirus (Bessaud et al., 2018) 

 

   Les abréviations présentes dans cet arbre reprennent celles du tableau 7 
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Figure 13 : Évolution de la nomenclature du genre Enterovirus depuis 2000 (Bessaud et al., 

2018) 
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2.1.2. Les entérovirus bovins  

2.1.2.1. Description  

Les premiers entérovirus bovins (Famille : Picornaviridae, Genre : Enterovirus, espèces Enterovirus 

E et F) ont été découverts dans les années 1950 lors de la mise en évidence d’un effet cytopathique 

à partir de prélèvements de selles de bovins âgés de quatre mois présentant des épisodes de fièvre 

et des symptômes respiratoires marqués et sur des prélèvements de liquides placentaires sur des 

vaches ayant avorté et présentant également des épisodes de fièvre (Moll et Finlayson, 1957). Ce 

virus est baptisé BEV-1, premier entérovirus bovin découvert, et sera décrit plus précisément dans 

les années 1970 (Taylor et al., 1974). Depuis, d’autres entérovirus bovins ont été régulièrement 

découverts, séquencés avec précision et classés en deux espèces distinctes depuis 2017 (Figure 

13) ; l’espèce Enterovirus E est à ce jour composée de cinq sérotypes différents, BEV-1 faisant 

partie du premier sérotype de l’espèce, tandis que l’espèce Enterovirus F est composée de 7 

sérotypes. Chaque sérotype est dorénavant nommé en utilisant le préfixe « EV » suivi de la lettre 

correspondant à l’espèce et du numéro attribué à chaque sérotype : par exemple, le premier 

sérotype de l’espèce F est nommé : EV-F1 (Tableau 9) (Simmonds et al., 2020). 

 

Tableau 9 : Présentation des sérotypes connus des deux espèces d’entérovirus bovins 

associés à leur virus de référence (ICTV, 2020) 

Espèce Sérotype 

Virus de référence du sérotype 

Nom 
Espèce hôte / lieu de 

découverte  

Enterovirus E 

EV-E1 VG-5-27 Bovins 

EV-E2 ATCC VR-758 Bovins 

EV-E3 D 14/3/96 Bovins  

EV-E4 PAK-NIH-21E5 Eaux usées  

EV-E5 MexKSU/5 Bovins  

Enterovirus F 

EV-F1 
BEV-261-M2-

RM2 
Bovins 

EV-F2 PS89 Bovins 

EV-F3 PS87 Bovins 

EV-F4 W1 Opossums 

EV-F5 M80 Bovins 

EV-F6 T11f  Bovins 

EV-F7 AN12 Bovins 
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2.1.2.2. Structure 

2.1.2.2.1. Morphologie 

 

Virus de la famille des Picornaviridae, les entérovirus bovins sont des virus à ARN d’environ 30 

nanomètres de diamètre, non enveloppés et constitués d’une capside protégeant le matériel 

génétique du virus. Cette capside icosaédrique est constituée de 60 protomères eux-mêmes 

constitués des quatre protéines structurales décrites dans les paragraphes précédents et 

rencontrées dans la quasi-totalité des genres de la famille : VP1, VP2, VP3 et VP4. Cinq de ces 

protomères forment un pentamère et la capside est composée de 12 pentamères. Cette disposition 

particulière des protéines fait apparaitre des axes de symétrie (AS) au sein du virus qui sont d’ordre 

2,3 et 5 (Figure 14). 

Les protéines VP1, VP2 et VP3 se situent à la surface du virus et ont une structure secondaire 

identique en tonneau bêta, succession de huit feuillets bêta antiparallèles très répandue au sein de 

la famille des Picornaviridae. Ces particularités structurales entrainent la formation de « canyons » 

à la surface de la capside et autour de chaque axe de symétrie d’ordre 5, correspondant aux sites 

d’interaction du virus avec les cellules hôtes (Figure 14). La protéine VP4 quant à elle est une 

protéine myristoylée dans sa région N-terminale se situant à l’intérieur de la particule virale en 

interaction étroite avec le génome du virus. L’épaisseur de la capside est d’environ 5 nanomètres 

(Figure 15) (Baggen et al., 2018).  

Figure 14 : Structure simplifiée d’un entérovirus (a.) comparée à l’ultrastructure du virus 

PS-87 (EV-F3) obtenue par cristallographie par rayons lasers à électrons libres émettant des 

rayons X (b.) (Roedig et al., 2017 ; Baggen et al., 2018) 

        



Page 45 

Figure 15 : Coupe de la structure simplifiée d’un entérovirus (Yi et al., 2017) 

 

Le fond de ces canyons est constitué d’une poche hydrophobe formée par la structure de la 

protéine VP1 et occupée par une substance lipidique constituée de différents acides gras dénommée 

« pocket factor » : celle-ci est impliquée dans la stabilisation de la structure du virus et joue un rôle 

fondamental dans son étape de décapsidation (Baggen et al., 2018). Sa constitution chez les 

entérovirus bovins a été déterminée de façon précise par Smyth et al. en 2003 ; la figure 16 ci-

dessous montre la répartition de la densité électronique au sein de cette poche avec d’une part le 

« pocket factor » représenté ici par une molécule de sphingosine associée à une modélisation de sa 

densité électronique (en vert) et d’autre part la poche formée par VP1 (en bleu) chez l’entérovirus 

bovin PS-87 (EV-F3). 

Figure 16 : Représentation des différentes densités électroniques au sein d’une poche 

hydrophobe de l’entérovirus PS-87 (EV-F3) à l’aide de la cristallographie par rayons lasers à 

électrons libres émettant des rayons X (Roedig et al., 2017) 
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2.1.2.2.2. Structure génétique 

 

À l’instar des virus de la famille des Picornaviridae, les entérovirus bovins possèdent un génome 

composé d’une molécule d’ARN monocaténaire linéaire non segmentée de polarité positive. Elle est 

constituée d’environ 7500 nucléotides qui codent les 4 protéines structurales citées précédemment 

mais aussi des protéines non-structurales essentielles à la réplication et à la traduction du génome 

(Figure 17). Ce génome est composé de deux régions non codantes entourant un cadre de lecture 

ouvert ou ORF (« Open Reading Frame ») :  

 

➢ Une région non-codante en 5’ (nommée 5’UTR pour 

« Untranslated Transcribed Region ») longue d’environ 820 nucléotides composée de 6 

domaines formés par des replis particuliers de l’ARN en tige-boucle ; le premier de ces 

domaines, d’une longueur d’environ 100 nucléotides, a la particularité d’être dupliqué 

dans les deux espèces d’entérovirus bovins (Figure 18). Ce domaine est dit en feuille de 

trèfle ou « cloverleaf » et forme avec les cinq autres domaines le complexe IRES 

(« Internal Ribosome Entry Site ») : cette structure est fondamentale pour l’initiation de la 

traduction du génome avec l’implication des ribosomes cellulaires. Les domaines III et VI 

ont une taille et une forme propre aux entérovirus bovins. Cette région est également 

composée d’une petite protéine virale d’une vingtaine de nucléotides qui joue le rôle de 

l’habituelle coiffe que l’on retrouve au niveau des ARN messagers en région 5’ dans les 

cellules eucaryotes : il s’agit de la protéine VPg (« Viral Protein genome-linked ») qui est 

aussi la protéine 3B obtenue après traduction (Figure 17) et qui joue le rôle d’amorce lors 

de la réplication du génome (Hughes et Ryan, 2008 ; Baggen et al., 2018).  

 

➢ Une région non-codante en 3’ (nommée 3’UTR) longue d’environ 70 nucléotides 

également composée de deux replis en tige-boucle et se terminant par une queue 

polyadénylée ou queue poly-A de longueur variable. Cette région, par le biais d’éléments 

cis-régulateurs, interagit avec la région 5’UTR lors de l’initiation de la réplication (cf infra) 

(Hughes et Ryan, 2008)  

 

➢ Une région codante d’environ 6500 nucléotides correspondant au cadre de lecture et 

traduite dans un premier temps en une polyprotéine d’environ 2200 acides aminés elle-

même divisée en trois protéines : P1, P2 et P3. Différentes protéases vont ensuite agir 

pour former les quatre protéines structurales issues de P1 et les sept protéines non 

structurales issues de P2 et P3 : 2Apro, 2B, 2C, 3A, 3B=VPg,3Cpro et 3Dpol(ARN 

polymérase) (Figure 17) (Hughes et Ryan, 2008) 

Une étude très récente (Lulla et al., 2019) a montré qu’il existait une autre région 

codante dans le génome des entérovirus située au niveau du domaine VI dénommée 

uORF (« upstream Open Reading Frame ») (Figure 19) : cette région codant une protéine 

de 67 acides aminés nommée UP serait notamment impliquée dans le caractère 

pathogène des virus en déstabilisant les membranes cellulaires ; elle est particulièrement 

présente dans les espèces des entérovirus bovins (Enterovirus E et F). 
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Figure 17 : Détail de la structure du génome des entérovirus et des protéines issues de 

l’expression de ce génome (Yi et al., 2017) 

 

 

 

Figure 18 : Structure détaillée de la région non-codante en 5’ (5’UTR) dite en feuille de trèfle 

des entérovirus bovins (complexe IRES) (Hughes et Ryan, 2008) 

 

 

Figure 19 : Insertion de la région codante additionnelle (uORF) sur le génome des 

entérovirus (Lulla et al., 2019) 
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2.1.2.3. Propriétés physico-chimiques  

Les entérovirus bovins tout comme la grande majorité des virus du genre Enterovirus sont très 

résistants dans les milieux dont le pH est très bas ce qui explique leur résistance dans l’estomac, 

mais aussi à différents produits chimiques tels que l'alcool à 70°, l’éther, le chloroforme ou encore 

le désoxycholate de sodium. Ces virus résistent quelques semaines dans l’environnement et 

peuvent survivre des années à -20°C. Ils sont cependant thermolabiles à 60°C et sensibles au 

formol, au bêta-propionolactone, au glutaraldéhyde, à l’hypochlorite de sodium et aux UV. Le tableau 

10 montre qu’à partir de 60°C, le virus HY12, entérovirus bovin du sérotype EV-E3, est détruit mais 

qu’il résiste à un pH descendant jusque 3. En effet, le calcul de la TCID50 (Fifty percent Tissue 

Culture Infective Dose) correspondant à la dose virale permettant d’infecter 50 % des cellules 

cultivées est calculée pour ce virus : elle est de 10-11.68 pour 0,01 mL. Ensuite, celle-ci est calculée 

de la même façon mais dans des situations particulières (traitements chimiques et thermiques 

notamment) : lorsque la TCID50 a une valeur très augmentée (jusqu’à 10-0,0), cela signifie qu’il n’ y a 

plus assez de virus capable d’induire un effet cytopathique sur au moins 50 % de cellules : le virus 

est donc détruit par le traitement chimique ou thermique utilisé (Koike et al., 1990 ; Chambon et al., 

2001 ; Zhu et al., 2014).  

Cette capacité à résister de longues périodes dans l’environnement permet leur utilisation en 

tant que marqueurs de la contamination fécale par les cheptels bovins dans des zones spécifiques 

(Ley et al., 2002).  

Tableau 10 : Propriétés du virus HY12, entérovirus bovin du sérotype EV-E3 en fonction des 

variations du milieu (Zhu et al., 2014) 

Traitement 
Groupe traité 

(TCID50 pour 0,01 mL) 
Groupe non traité 

(TCID50 pour 0,01 mL) 

Chloroforme 10-10,1 10-10,7 

Ether 10-10,0 10-10,2 

Test de résistance à 
la chaleur (Durée de 
contact : une heure) 

50 °C 10-8,4 10-10,7 

60 °C 10-0,0 10-10,0 

70 °C 10-0,0 10-10,4 

80 °C 10-0,0 10-10,5 

Résistance en milieu 
acide (pH) 

5,0 10-8,8 10-9,6 

3,0 10-9,1 10-10,4 
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2.1.3. Présentation des entérovirus bovins : bilan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

➢ Les entérovirus bovins font partie du genre Enterovirus de la famille des Picornaviridae ; 

cette famille est composée de plus de 63 genres affectant les cinq grandes classes de 

vertébrés et sont retrouvés dans le monde entier. Le classement d’un virus nouvellement 

découvert dans ces genres se fait exclusivement sur la base de leur structure génétique. 

 

➢ Les entérovirus bovins sont classés dans deux espèces du genre Enterovirus : 

Enterovirus E et Enterovirus F comprenant respectivement cinq et sept sérotypes 

différents à ce jour ; ils touchent essentiellement les bovins mais ont été retrouvés chez 

d’autres espèces comme les opossums ou les dauphins. La découverte de ces sérotypes 

a été permise par le développement des nouvelles techniques d’identification comme le 

séquençage nouvelle génération. 

 

➢ Les entérovirus bovins sont des virus de forme icosaédrique non enveloppés d’environ 

30 nanomètres de diamètre et dont le matériel génétique est constitué d’un unique brin 

d’ARN de polarité positive ; la traduction de ce brin permet la formation de protéines 

structurales impliquée dans la structure des particules virales et des protéines non 

structurales impliquées dans la réplication du matériel génétique.  

 

➢ La structure des entérovirus bovins, typique de la famille des Picornaviridae, leur confère 

une résistance à de nombreux détergents et aux milieux acides. Ils ne peuvent 

néanmoins pas survivre à des températures supérieures à 60 °C. 
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2.2. Physiopathologie 

2.2.1. Généralités et voies de contamination 

La physiopathologie des infections aux entérovirus bovins est quasiment inconnue à ce jour. En 

effet, on sait que comme pour les autres espèces d’entérovirus, la contamination se fait 

majoritairement par voie orale mais aussi par le biais des aérosols. Ainsi, grâce à leur résistance à 

des pH très bas, ces virus sont capables de parvenir dans les intestins sans être détruits par l’acidité 

gastrique. Il s’en suit une contamination des cellules épithéliales intestinales et l’utilisation de la 

machinerie cellulaire permettant la formation des particules virales ensuite excrétées dans le tractus 

digestif. Cependant, d’autres voies de contamination sont possibles notamment la contamination in-

utero : très récemment, la présence d’anticorps dirigés contre un entérovirus bovin du sérotype EV-

E1 a été mise en évidence chez des veaux n’ayant pas encore pris leur colostrum ce qui montre que 

le virus passe la barrière placentaire puisque ces anticorps ne peuvent pas être issus de la mère en 

raison de la placentation épithélio-choriale. De plus l’infection peut avoir lieu à n’importe quel 

moment de la gestation (Birdane et Gür, 2019). 

Une seule étude à ce jour (Blas-Machado et al., 2011) s’est intéressée à la pathogénicité des 

entérovirus bovins avec l’exemple d’un entérovirus du sérotype EV-E1 découvert en Oklahoma en 

2007 sur une vache de race Aberdeen-Angus, cultivé et inoculé par voie intranasale à 18 veaux de 

deux à trois mois d’âge sans antécédents. Cette étude met en évidence à l’examen post-mortem de 

ces veaux la présence du virus par PCR au niveau de la partie terminale de l’iléon, du caecum et de 

l’anse spirale du colon ascendant sur la majorité des veaux infectés. Le virus a également été 

retrouvé dans l’encéphale d’un veau infecté et dans le cœur d’un autre veau infecté, et ce quelques 

jours seulement après l’inoculation. Il en est donc conclu que les points d’entrée majeurs de ce virus 

dans l’organisme sont bien les cellules épithéliales du tractus digestif avec une dissémination par la 

suite dans les nœuds lymphatiques et les autres organes de l’organisme.  

 

2.2.2. Cycle viral 

Aucune étude ne s’est particulièrement intéressée sur le cycle des entérovirus bovins au sein des 

organismes. Cependant les cycles viraux des entérovirus touchant particulièrement l’Homme sont 

décrits avec précision dans la littérature et permettent une description de celui des entérovirus 

bovins par analogie. 

 Après être parvenu au niveau de la muqueuse intestinale, le virus va se fixer à des récepteurs 

cellulaires membranaires qui vont être essentiels dans la spécificité d’hôte et dans les maladies 

provoquées par le virus après l’infection. De plus, les entérovirus ne se fixent pas tous de la même 

manière : dans le cas des entérovirus bovins, deux sites de fixation sont privilégiés :  

➢ Un site principal situé au bord du « canyon » composé de 5 parties (R1-R5) qui sont elles-

mêmes des fragments de la protéine structurale VP1 (Figure 20) 

➢ Un site plus petit situé à la base du « canyon » constitué de R6, fragment de la protéine 

structurale VP3 (Figure 20) 
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Ces 6 fragments diffèrent fortement par rapport aux autres entérovirus mais aussi entre les deux 

espèces d’entérovirus bovins, Enterovirus E et Enterovirus F (Goens et al., 2004). 

Figure 20 : Représentation de la capside d’un virus de l’espèce Enterovirus E centrée sur 

un canyon : VP1 en bleu foncé, VP2 en bleu intermédiaire et VP3 en bleu clair (Goens et al., 

2004) 

 

 

Après s’être fixé à la cellule, le virus entre dans sa phase de décapsidation : le « pocket 

factor » présent dans le canyon est expulsé ce qui permet un changement de conformation du virus. 

Ensuite, la protéine VP1 subit des modifications dans sa partie N-terminale et la protéine VP4 est 

externalisée. Il en résulte la formation d’un pore membranaire permettant le relargage de l’ARN viral 

dans le cytoplasme de la cellule hôte. Une étude récente sur les entérovirus humains a montré d’une 

part que les modifications subies par la protéine VP1 consistent en la formation d’un pont entre VP1 

et la membrane de la cellule hôte permettant l’ancrage du virus et d’autre part que la protéine VP4 

externalisée forme le canal protéique au sein de la membrane cellulaire qui permet le passage du 

matériel génétique (Baggen et al., 2018). 

Ensuite, grâce à la protéine VPg (ou 3B) située au début de la région 5’UTR, la traduction du 

brin d’ARN peut avoir lieu : ainsi, l’ARN viral est considéré comme un ARN messager et est traduit 

à l’aide du complexe IRES (Figure 18) qui permet le recrutement indispensable de la sous unité 40S 

du ribosome. Au terme de cette traduction, on retrouve la polyprotéine composée des trois 

polypeptides P1, P2 et P3 qui donnera après maturation et action de protéases virales (3Cpro et 2Apro) 

les protéines virales structurales et non-structurales décrites dans les paragraphes précédents 

(Figure 17). 
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Il en découle d’une part la formation des capsides des nouvelles particules virales grâce aux 

protéines structurales et d’autre part le début de la réplication de l’ARN viral grâce aux protéines 

non-structurales, en particulier l’ARN polymérase (3Dpol) : le brin d’ARN viral de polarité positive sert 

ainsi de matrice pour la copie d’un brin d’ARN de polarité négative (brin anti génomique) qui lui-

même servira de matrice pour former plusieurs brins d’ARN de polarité positive. Ces brins 

nouvellement formés pourront soit rejoindre les capsides formées précédemment pour finalement 

former de nouvelles particules virales (pro-virions) soit être à leur tour copiés en d’autres brins 

d’ARN. Cette réplication a lieu dans une structure membranaire induite par l’infection virale issue de 

la cellule hôte permettant entre autre une protection de cette étape vis-à-vis des mécanismes de 

défense cellulaire : il s’agit de l’organite de réplication (Figure 21) (Baggen et al., 2018). 

De nombreux facteurs de régulation de la réplication intervenant dans ce cycle notamment 

la protéine virale 3CD essentielle à la réplication ont été mis en évidence dans les espèces 

d’entérovirus touchant l’Homme (Vogt et Andino, 2010) ce qui n’a pas été décrit chez les entérovirus 

bovins. 

Le cycle se termine par la libération des particules virales matures néosynthétisées 6 à 8 

heures après l’attachement cellulaire du virus. Pour les entérovirus bovins, le mécanisme de 

relargage des particules virales n’est pas connu, il pourrait être lytique ou non lytique (Figure 21). 

Figure 21 : Cycle viral schématique d’un entérovirus dans une cellule humaine avec les 

détails du complexe de réplication (entre pointillés) (Baggen et al., 2018) 
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2.2.3. Excrétion virale  

Dès que le cycle est terminé, les particules virales qui viennent de sortir des cellules vont soit être 

excrétées dans les selles soit gagner le tissu lymphoïde intestinal comme les nœuds lymphatiques 

mésentériques et les plaques de Peyer : il va s’en suivre une nouvelle réplication qui va induire une 

virémie ; le virus va ainsi gagner la plupart des organes de l’animal et provoquer les signes cliniques 

associés qui se développeront par la suite. Cette atteinte du tissu lymphoïde va également induire 

la production d’anticorps par stimulation du système immunitaire.  

Le virus va donc être in fine excrété principalement dans les selles mais aussi dans les 

sécrétions nasales et buccales lors d’atteintes respiratoires d’où sa transmission possible par 

aérosol (Blas-Machado et al., 2011 ; Birdane et Gür, 2019). 

Yamada et al. (2020) ont montré dans une étude portant sur les virus marqueurs du niveau de 

biosécurité dans les élevages bovins que les entérovirus bovins étaient détectés par RT-PCR dans 

les selles des veaux jusqu’à 5 semaines après la première détection. Des études antérieures ont 

montré que l’excrétion dans les selles et dans les sécrétions nasales pouvait se faire jusqu’à treize 

mois après la disparition des signes cliniques (Knowles et Mann, 1990). 

2.2.4. Immunité 

Depuis leur découverte, il est établi que des anticorps dirigés contre les entérovirus bovins sont 

synthétisés par l’organisme. La séroconversion se fait environ 5 jours après l’entrée du virus dans 

l’organisme (Blas-Machado et al., 2011). Aucune étude n’a cependant étudié l’immunité à moyen et 

long terme et les cas potentiels de réinfection. 

 

2.2.5. Physiopathologie : bilan 

 

 

➢ La physiopathologie des entérovirus bovins a été très peu étudiée et donc très peu connue 

aujourd’hui  

 

➢ La voie d’entrée principale de ces virus est la voie orale par contamination oro-fécale et 

par le biais des aérosols ; des contaminations in utero ont également été constatées. 

 

➢ Ces virus semblent avoir un tropisme particulier pour les entérocytes où ils vont pouvoir 

réaliser leur cycle après avoir résisté à l’acidité gastrique ; de nombreux mécanismes 

faisant intervenir la machinerie cellulaire permettent à la fois la formation de nouvelles 

structures virales mais aussi de nouveaux supports génétiques : de nouvelles particules 

virales infectantes sont émises dans le tractus digestif et peuvent rejoindre d’autres 

organes ou contaminer l’environnement du veau pendant plusieurs semaines. 

 

➢ La réponse immunitaire induite par ces virus n’a jamais été précisément étudiée même si 

des anticorps dirigés contre ces entérovirus bovins seraient synthétisés cinq jours après 

l’entrée du virus dans l’organisme. 
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2.3. Épidémiologie et étude clinique  

2.3.1. Prévalence et présentation 

Les entérovirus bovins ont la particularité d’être présents dans les cheptels bovins avec une très 

grande prévalence et le plus souvent de façon asymptomatique. Cho et al. (2013) ont montré en 

recherchant différents agents pathogènes pouvant être responsables de diarrhées chez des veaux 

dans le Midwest des États-Unis que les entérovirus bovins étaient présents plus souvent dans les 

selles des veaux ne présentant pas de signes cliniques (32 % d’entre eux) que dans les selles des 

veaux présentant des diarrhées (5% d’entre eux). De plus, Ley et al. (2002) ont montré que 76 % 

des bovins sont porteurs d’entérovirus bovins, reflétant une présence omniprésente dans les 

élevages et dans le monde entier.  

Ces virus ont cependant été retrouvés chez des bovins présentant des infections digestives et 

respiratoires et des troubles de la reproduction (infertilité, avortements) (cf infra) mais l’association 

entre la présence de ces virus et les signes cliniques des bovins infectés a rarement été établie de 

façon certaine ; en effet dans la plupart des études la présence d’autres agents pathogènes pouvant 

être responsables des signes cliniques constatés a soit été mise en évidence en même temps que 

les entérovirus bovins (co-infections) soit n’a pas été investiguée (Gomez et Weese, 2017).  

Ainsi, les entérovirus bovins font partie des agents pathogènes potentiellement responsables 

de diarrhées pour lesquels les postulats de Koch sont très difficiles à appliquer ; le développement 

du séquençage nouvelle génération étend encore plus ces difficultés d’où la nécessité pour certains 

auteurs d’une modification profonde de ces principes (cf § 1.2.1.). 

Enfin, les signes cliniques présentés par les bovins infectés par les entérovirus bovins ne sont 

pas spécifiques et sont très rarement détaillés dans les études.  

 

2.3.2. Signes cliniques 

2.3.2.1. Signes digestifs 

Les entérovirus bovins sont retrouvés dans les selles de bovins souffrant de diarrhées, 

d’hyperthermie sévère avec des températures corporelles atteignant 41°C voire de coliques et de 

méléna dans les cas les plus graves. Les très jeunes bovins avec un âge variant d’un à quatre mois 

sont particulièrement touchés par ces formes digestives avec une très forte morbidité mais une très 

faible mortalité (Candido et al., 2019). Néanmoins la présence d’un entérovirus bovin a été constatée 

dans un cas d’entérite ulcérative fatale chez une vache gestante de deux ans qui présentait de la 

diarrhée associée à du méléna et de l’hyperthermie (Moll et Finlayson, 1957 ; Blas-Machado et al., 

2007 ; He et al., 2017 ; Beato et al., 2018).  
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2.3.2.2. Signes respiratoires  

La présence de ces virus a également été mise en évidence chez des bovins atteints de signes 

respiratoires associés là aussi à de l’hyperthermie marquée : le signe le plus fréquent est un 

écoulement nasal mais une légère toux a également été constatée chez des veaux ayant entre trois 

et six mois d’âge. Les jeunes bovins sont également les plus atteints (entre un mois et six mois 

d’âge) mais des cas d’affections respiratoires chez des vaches adultes ont également été constatés 

(Moll et Finlayson, 1957 ; Blas-Machado et al., 2011 ; Beato et al., 2018). 

 

2.3.2.3. Troubles de la reproduction 

Les entérovirus bovins sont également souvent retrouvés chez des vaches présentant des troubles 

de la reproduction : on retrouve de l’infertilité, des avortements, des naissances prématurées et des 

malformations. La mortalité embryonnaire constatée lors de ces infections résulte très souvent de 

l’infection du fœtus lui-même mais son immunocompétence permet parfois sa survie (Moll et 

Finlayson, 1957 ; Zhang et al., 2014 ; Birdane et Gür, 2019).  

 

2.3.2.4. Autres manifestations cliniques  

Un cas d’atteinte génitale chez un taureau a été mis en évidence à ce jour : celui-ci présentait une 

absence de spermatogénèse, une orchite associée à une atrophie des testicules et une baisse de 

libido. Un virus de l’espèce Enterovirus E a été retrouvé dans son liquide séminal (Weldon et al., 

1979). 

 

2.3.3. Épidémiologie et étude clinique : bilan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

➢ Les entérovirus bovins sont essentiellement retrouvés chez des veaux de plus d’un 

mois mais aussi chez des bovins adultes ; ils sont également omniprésents dans 

l’environnement, faisant d’eux des marqueurs de contamination fécale. 

 

➢ Les entérovirus bovins sont très souvent identifiés chez des bovins qui ne présentent 

aucun symptôme, et même plus fréquemment que chez ceux qui en présentent : les 

postulats de Koch sont donc très difficiles à appliquer pour ces virus. 

 

➢ Néanmoins, quelques cas d’infection aux entérovirus bovins ont été répertoriés et ces 

derniers pourraient être responsables de signes digestifs et respiratoires et de troubles 

de la reproduction ; ces signes sont toutefois très généraux et donc difficilement 

imputables aux seuls entérovirus bovins. 
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2.4. Diagnostic  

2.4.1. Diagnostic différentiel 

Comme nous l’avons vu précédemment, les entérovirus bovins sont responsables de signes 

cliniques très généraux qui ne permettent pas de les discriminer d’autres agents pathogènes 

responsables de signes très similaires voire identiques (cf § 1.). Il est donc impossible d’établir un 

diagnostic de certitude sur la base des seuls signes cliniques rencontrés. 

 

2.4.2. Prélèvements 

Les entérovirus bovins peuvent être retrouvés dans quasiment tout l’organisme du bovin lors de son 

infection : ils sont retrouvés dans les fluides corporels (liquide séminal, sécrétions vaginales, sang, 

salive, écoulements nasaux, liquide amniotique), dans la plupart des organes (nœuds lymphatiques, 

foie, poumons, pancréas, intestin grêle, caecum, abomasum, colon, rate, reins, placenta) mais aussi 

et surtout dans les selles, prélèvement le plus utilisé pour l’étude des entérovirus bovins. 

 La recherche indirecte des entérovirus notamment pour des analyses sérologiques se fait 

essentiellement dans le sang. 

 La présence de ces virus peut également être mise en évidence de façon indirecte dans des 

prélèvements environnementaux (eaux usées, eau de rivière) : cela a permis à plusieurs études 

récentes de considérer les entérovirus bovins comme de très bons marqueurs de la contamination 

environnementale par les animaux de rente (Yamada et al., 2020 ; Rahmani et al., 2020)  

 

2.4.3. Méthodes diagnostiques directes 

2.4.3.1. Isolement viral 

Le genre Enterovirus est composé de virus qui sont très reconnaissables par leurs actions sur les 

cellules qu’ils infectent et notamment sur l’organisation de celles-ci : il s’agit de leur effet 

cytopathique ou ECP. Celui-ci permet une forte suspicion de leur présence dans un échantillon sans 

avoir recours à des techniques d’identification plus élaborées. La recherche de cet effet particulier 

se fait couramment sur des lignées de cellules Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) préalablement 

cultivées en laboratoire. L’effet cytopathique du genre Enterovirus se caractérise par un 

arrondissement des cellules associé à un détachement par petits groupes cellulaires. Il a permis la 

découverte du premier entérovirus bovin (Moll et Finlayson, 1957) et a été largement utilisé dans les 

études qui suivirent sur ce sujet. 

La figure 22 présente par exemple l’effet cytopathique du virus HY12, entérovirus bovin 

appartenant au sérotype EV-E3 cultivé sur des lignées de cellules MDBK (A constitue le témoin) : 

l’effet cytopathique apparait entre 6 et 8 heures après l’inoculation sur les cellules MDBK, les cellules 

commencent à s’arrondir et à s’individualiser (Figure 22B). Entre 24 et 48 h après l’infection, la 

majorité des cellules se détachent les unes des autres (Figure 22C). Une particule virale du virus 

d’une vingtaine de nanomètres est observée par microcopie électronique au milieu des cellules 

(Figure 22D) (Zhu et al., 2014). 
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Il peut arriver dans certains cas que la charge virale ne soit pas suffisante et qu’aucun effet 

cytopathique ne soit observé après quatre ou cinq jours de culture ; dans ce cas, un deuxième voire 

un troisième passage est effectué sur cellules pour s’assurer de la présence du virus dans le 

prélèvement. 

Figure 22 : Effet cytopathique (ECP) du virus HY12 (EV-E3) sur des lignées de cellules 

MDBK (Zhu et al., 2014) 

 

Cet effet particulier qu’ont les entérovirus bovins sur les cellules constitue le point de départ de 

l’étude que nous analyserons dans la suite de ce travail. 

 

2.4.3.2. RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 

La RT-PCR est la technique de choix pour détecter les entérovirus bovins dans un échantillon 

puisque leur matériel génétique est constitué d’un brin d’ARN. Cette méthode diagnostique consiste 

en une rétrotranscription de l’ARN viral en un brin d’ADN complémentaire plus stable (ADNc) qui va 

lui-même subir une étape de PCR classique à l’aide d’amorces spécifiques et d’une enzyme : la Taq 

polymérase ; les deux brins d’ADN vont se séparer, des sondes vont ensuite s’hybrider 

spécifiquement sur chaque brin et chaque brin va ensuite subir une élongation par action de la Taq 

polymérase pour ainsi former deux molécules double brin (Figure 23). 
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Figure 23 : Étapes de la PCR (Gillier, 2013) 

 

Les sondes utilisées dans l’étape de rétrotranscription peuvent être :  

➢ Des oligonucléotides dT qui se fixent sur la queue polyadénylée des ARN viraux 

➢ Des amorces aléatoires qui amplifient des ADNc de grande taille sous forme de fragments 

➢ Des amorces spécifiques de la séquence que l’on souhaite transformer en ADNc. 

 

Dans la plupart des études où les entérovirus bovins ont été identifiés, les amorces utilisées sont 

des amorces aléatoires lorsque la nature du virus n’est pas connue avant cette étape (Candido et 

al., 2019) ou bien des amorces spécifiques correspondant le plus souvent à des fragments de 

matériel génétique d’entérovirus bovins déjà séquencés (Jiménez-Clavero et al., 2005 ; Zhu et al., 

2014) ; l’utilisation de ces amorces spécifiques donne de meilleurs résultats car les amorces 

aléatoires ont tendance à permettre l’amplification d’autres ARN parasites présents dans 

l’échantillon qui peuvent fausser le résultat final. 

La RT-PCR en temps réel, technique plus récente, permet une quantification indirecte de 

l’ARN présent dans l’échantillon par l’évaluation du nombre de copies d’ADN formées après PCR ; 

Zhu et al. (2015) ont étudié la détection d’entérovirus bovins grâce à cette technique à laquelle est 

couplée une réaction d’immunofluorescence par l’utilisation d’une molécule spécifique : SYBR 

Green I. Il s’agit d’un composé organique capable d’émettre une fluorescence lors de sa fixation aux 

acides nucléiques. L’intensité de cette fluorescence est maximale lorsque le double brin d’ADN est 

complètement synthétisé. L’étude, par comparaison avec la technique de RT-PCR classique, montre 

que la RT-PCR en temps réel utilisant SYBR Green I est plus spécifique et plus sensible. 
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2.4.3.3. Séquençage nouvelle génération  

Le séquençage nouvelle génération (NGS) est mis en œuvre à partir de 2007 ; il s’agit en réalité 

d’un séquençage de deuxième génération pour contraster avec le séquençage de première 

génération qui n’est autre que la méthode de Sanger utilisée depuis 1977. Son intérêt majeur est 

l’analyse synchrone de millions voire de milliards de fragments d’ADN, synonyme d’une baisse de 

coût et d’une rapidité de séquençage largement supérieure à la méthode de Sanger (Ilie et al., 2014). 

Cette technologie, réservée initialement aux principaux secteurs de recherche, tend à se 

démocratiser et est de plus en plus abordable depuis le développement de machines plus 

compactes et dont le fonctionnement est simplifié. Depuis 2007, d’autres types de séquençage 

nouvelle génération ont vu le jour (séquençage de troisième et de quatrième génération) permettant 

l’analyse de fragments d’ADN beaucoup plus longs en comparaison avec les séquençages de 

deuxième génération.  

2.4.3.3.1. Exemple de la technologie Illumina®   

Ces séquençages diffèrent d’une génération à l’autre : voici l’exemple du séquençage de deuxième 

génération utilisant la technologie Illumina®, largement répandue aujourd’hui et utilisée dans l’étude 

analysée dans la partie expérimentale de ce travail (Figure 24) : pour cette technologie, 

l’amplification de l’échantillon à analyser s’effectue sur un support solide. La réaction de séquençage 

est alors réalisée directement sur le support où l’ADN a été amplifié par techniques de PCR. Elle se 

déroule position après position et après ajout d’un mélange contenant toutes les bases associées 

chacune à un fluorophore différent. L’extrémité de ces bases est protégée pour empêcher l’addition 

de bases supplémentaires à chaque cycle d’incorporation. Un laser détecte les bases incorporées 

au fur et à mesure. Le clivage des fluorophores permet ensuite l’incorporation de la base suivante. 

La lecture est effectuée ainsi cycle après cycle. Cette méthode permet l’acquisition en parallèle de 

plus de 3 milliards de séquences de 150 paires de bases (Ilie et al., 2014). L’utilisation par la suite 

d’un logiciel de traitement des données bio-informatiques débouche sur le séquençage des 

fragments ainsi analysés. 

Figure 24 : Caractéristiques de la plateforme MiSeq utilisant la technologie Illumina® (Ilie et 

al., 2014) 
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2.4.3.3.2. Application aux entérovirus bovins 

 Cette technologie a permis depuis une dizaine d’année une explosion du nombre 

d’entérovirus bovins découverts ; elle est à l’origine de la restructuration récente du genre 

Enterovirus : l’entérovirus bovin AN12 du sérotype EV-F7 a été séquencé et donc classé grâce à la 

technologie Illumina® qui a mis en évidence une grosse divergence structurale de ce virus par 

rapport aux autres virus du même sérotype (Tsuchiaka et al., 2017). Beaucoup d’autres entérovirus 

bovins ont été séquencés aux quatre coins du globe grâce au séquençage nouvelle génération. 

 Beato et al. (2018) ont réalisé le séquençage d’un virus appartenant à l’espèce Enterovirus 

E en utilisant un couplage de séquençage nouvelle génération : un séquençage de deuxième 

génération (Plateforme NextSeq 500 (technologie Illumina®)) et un séquençage de quatrième 

génération (Plateforme MinION). Ce couplage a permis l’identification du virus en seulement 20 

minutes et son séquençage complet en quelques heures. Cette étude insiste sur le fait que les 

entérovirus peuvent être identifiés très rapidement sans préparation fastidieuse en laboratoire et en 

économisant beaucoup de temps ; le séquençage de quatrième génération, plus récent, est 

également plus facile d’utilisation que les précédents et permet d’analyser des fragments d’ADN 

d’une très grande taille en comparaison avec celui de deuxième génération ce qui réduit le nombre 

d’étapes. 

 

2.4.4. Méthodes diagnostiques indirectes 

 Les méthodes de diagnostic indirectes sont beaucoup moins utilisées que les méthodes de 

diagnostic directes dans le cas des entérovirus bovins. Plusieurs tests communs à de nombreux 

agents pathogènes peuvent être utilisés tels que la séroneutralisation, l’hémagglutination passive, 

le test de fixation du complément et le test ELISA. 

 

2.4.4.1. Séroneutralisation 

Jusque dans les années 1990, la technique indirecte la plus répandue était la séroneutralisation : 

celle-ci consiste à mettre le sérum de l’animal à tester en contact avec une quantité de virus bien 

précise. Le mélange est ensuite inoculé à des cellules qui sont mises en culture pendant deux à cinq 

jours : si un effet cytopathique est retrouvé après l’incubation alors les anticorps dirigés contre les 

entérovirus bovins n’étaient pas présents dans le sérum. À l’inverse, l’absence d’effet cytopathique 

montre leur présence. Il s’agit encore aujourd’hui d’une technique de référence qui est très 

contraignante par sa durée de mise en œuvre et son coût élevé. 

 La séroneutralisation a notamment été utilisée à plusieurs reprises pour construire une 

classification des entérovirus bovins  (Dunne et al., 1974 ; Knowles et Barnett, 1985) 

 Cette technique a également mis en évidence des réactions immunitaires croisées entre les 

entérovirus bovins et le virus de la fièvre aphteuse, deux virus de la famille des Picornaviridae 

présentant un épitope en commun, compliquant l’éradication de la fièvre aphteuse (Andersen, 1978). 
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2.4.4.2. Hémagglutination passive et test de fixation du complément  

L’hémagglutination passive consiste à mettre en contact le sérum du bovin à tester avec des 

hématies de moutons ou de cochons d’Inde présentant à leur surface des antigènes spécifiques des 

entérovirus bovins. Si le sérum contient des anticorps dirigés contre ces antigènes, une agglutination 

des hématies sera observée.  

Le test de fixation du complément fait intervenir le  système du complément constitué de 

protéines sériques qui réagissent avec les complexes antigène-anticorps. Le sérum du bovin à tester 

est chauffé de telle sorte que toutes les protéines du complément soient détruites sans détruire les 

anticorps présents, plus résistants à une augmentation de température. Une quantité connue de 

protéines du système du complément est incorporée au sérum ainsi que l’antigène spécifique des 

entérovirus bovins. La dernière étape consiste en l’incorporation de globules rouges généralement 

de moutons présentant des anticorps anti-globules rouges de moutons à leur surface. Si les 

anticorps dirigés contre les entérovirus bovins sont présents dans le sérum, ils vont se fixer à 

l’antigène présent dans le mélange formant ainsi des complexes anticorps-antigène. Les protéines 

du système du complément vont alors se fixer à ces complexes et seront épuisées dans le mélange. 

De ce fait, lorsque les globules rouges sont introduits, il n’y a plus de protéines dans le mélange qui 

pourront réagir avec les complexes anticorps-globules rouge laissant les globules rouges intacts. À 

l’inverse, si les anticorps dirigés contre les entérovirus bovins ne sont pas présents, les protéines du 

système du complément ne seront pas épuisées et les globules rouges seront donc lysés : le test 

est négatif si une solution rosée apparait (Regalla, 1995). 

Ces techniques ne sont plus utilisées aujourd’hui pour mettre en évidence le passage 

d’entérovirus bovins dans l’organisme ; elles ont toutefois elles aussi servi à établir une classification 

sérologique de ces virus (Knowles et Barnett, 1985). 

 

2.4.4.3. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Différents tests ELISA ont été développés pour la détection des anticorps dirigés contre les 

entérovirus bovins dans les années 1990 se révélant beaucoup plus rapides, moins couteux et plus 

sensibles que les tests de séroneutralisation (Zhang et al., 1990 ; Höfner et al., 1993) 

Deux types de test ELISA concernant les entérovirus bovins sont rapportés :  

 

2.4.4.3.1. Test ELISA par compétition 

Des antigènes spécifiques d’entérovirus bovins sont fixés sur une plaque et mis au contact du sérum 

à tester mais aussi d’une quantité connue d’anticorps dirigés contre cet antigène conjugués à une 

enzyme. On effectue un rinçage puis on ajoute l’enzyme chromogène (substrat S de la figure 25) 

qui correspond à l’enzyme fixée sur les anticorps. On effectue ensuite la lecture par 

spectrophotométrie : la quantité d’anticorps non connue c’est-à-dire la quantité présente dans le 

sérum est inversement proportionnelle à la densité optique induite par l’immunofluorescence (Figure 

25). Zhang et al. (1990) sont les premiers à avoir mis en place ce type de test ELISA pour la 

recherche des entérovirus bovins. 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_du_compl%C3%A9ment
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Figure 25 : Principe du test ELISA par compétition pour le dosage d’anticorps (Lafont, 2021) 

 

 

2.4.4.3.2. Test ELISA indirect en « sandwich » 

Ce test fut utilisé indirectement par Höfner et al. (1993) pour prouver que les différents sérotypes 

d’entérovirus étaient beaucoup plus différenciables par cette technique que par le test de fixation du 

complément. Il consiste à fixer des anticorps dirigés contre un entérovirus bovin sur une plaque puis 

d’y mettre en contact des antigènes spécifiques de ce virus. D’autres anticorps dirigés contre ce 

même entérovirus sont ajoutés à la plaque : ceux-ci vont également se fixer aux antigènes déjà fixés 

aux anticorps de la plaque ; enfin des anticorps, sur lesquels sont fixés des enzymes, dirigés contre 

ces mêmes anticorps sont ajoutés au mélange. Après plusieurs lavages et la mise en contact d’une 

enzyme chromogène, la densité optique est évaluable par spectrophotométrie (Figure 26).  

Figure 26 : Principe du test ELISA indirect en « sandwich » (Lafont, 2021) 

 

 

 En ce qui concerne les entérovirus bovins, les méthodes diagnostiques directes sont 

largement plus employées que les méthodes diagnostiques indirectes notamment du fait du 

développement du séquençage nouvelle génération ces dernières années. Le diagnostic classique 

passe encore aujourd’hui par l’isolement cellulaire qui amène à une forte suspicion d’infection par 

des entérovirus bovins ; celui-ci est, dans la grande majorité des études récentes, couplé au 

séquençage nouvelle génération et/ou à la RT-PCR en temps réel. 
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2.4.5. Diagnostic : bilan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

➢ Lors d’une infection, les entérovirus bovins sont essentiellement recherchés dans les 

selles et dans le sang de façon directe et indirecte, ils peuvent cependant être retrouvés 

dans la plupart des organes de l’organisme du bovin atteint. 

 

➢ Les méthodes de diagnostic directes sont les plus utilisées dans le cadre d’une infection 

par les entérovirus bovins : l’isolement viral avec mise en évidence d’un effet cytopathique 

reste le test de référence mais les techniques de RT-PCR et le séquençage nouvelle 

génération sont également utilisés très couramment. 

 

➢ Les méthodes de diagnostic indirectes, historiquement très utilisées pour l’étude de la 

nomenclature des entérovirus bovins, ne le sont quasiment plus aujourd’hui 

(séroneutralisation, hémagglutination passive, test de fixation du complément) mis à part 

les tests ELISA réalisables pour détecter la présence des entérovirus bovins  
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2.5. Prévention et traitement 

2.5.1. Mesures hygiéniques  

Takahashi et al. (2020) ont montré très récemment que l’amélioration des mesures d’hygiène dans 

une ferme bovine japonaise avait un impact majeur sur la pression infectieuse de quatre types de 

virus bovins (les rotavirus, les coronavirus, les entérovirus et les torovirus bovins) :  En comparant 

les pourcentages de détection de ces virus dans les selles de veaux ayant moins de trois semaines 

d’âge et plus de trois semaines d’âge avant et après avoir mis en place un protocole drastique de 

lavage des bottes des personnes circulant dans l’élevage, ils en concluent que le pourcentage de 

détection des entérovirus bovins dans les selles est significativement réduit après la mise en place 

du protocole et ce dans les deux lots. Cette tendance est également constatée pour les trois autres 

types viraux pour les veaux de moins de trois semaines d’âge et pour les torovirus bovins chez les 

veaux de plus de trois mois. Ce phénomène a été observé toute l’année, quelle que soit la saison 

pour les entérovirus bovins ; les autres types viraux sont également concernés, surtout en automne 

et en hiver. 

Tableau 11 : Comparaison des pourcentages de détection de quatre virus bovins dont les 

entérovirus bovins chez deux lot de veaux de classe d’âge différente avant et après 

l’amélioration des mesures d’hygiène au sein d’un élevage japonais (Takahashi et al., 2020) 
** signifie p<0.01 

Virus 
Veaux de moins de trois semaines d’âge Veaux de plus de trois semaines d’âge 

Avant (256 veaux) Après (198 veaux) Avant (304 veaux) Après (202 veaux) 

Rotavirus 39,1 22,7** 13,8 10,4 

Torovirus 8,2 1,0** 11,2 4,0** 

Entérovirus 28,9 8,6** 56,6 16,8** 

Coronavirus 23,4 8,1** 33,2 35,6 

 

Tableau 12 : Comparaison des pourcentages de détection de quatre virus bovins dont les 

entérovirus bovins chez 960 veaux en fonction des saisons (Takahashi et al., 2020) 
** signifie p<0.01 

Virus 

Printemps Été Automne Hiver Total 

Avant 

(n=80) 

Après 

(n=80) 

Avant 

(n=160) 

Après 

(n=80) 

Avant 

(n=160) 

Après 

(n=80) 

Avant 

(n=160) 

Après 

(n=160) 

Avant 

(n=560) 

Après 

(n=400) 

Rotavirus 17,5 35,0* 26,9 0,0** 35,6 5,0** 17,5 21,3 25,4 16,5 

Torovirus 26,3 0,0** 7,5 2,5 4,4 0,0** 9,4 5,0 9,8 2,5 

Entérovirus 47,5 10,0** 35,0 21,3* 40,0 11,3** 55,0 10,6** 43,9 12,8 

Coronavirus 33,8 30,0 15,0 12,5 20,6 7,5** 48,1 30,0** 28,8 22,0 
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Les entérovirus bovins malgré leur grande résistance dans l’environnement sont sensibles à 

l’amélioration de la biosécurité dans les élevages bovins. 

 Une étude plus ancienne a également montré que le traitement de lisier de bovins par une 

aération et par l’addition d’hydroxyde de calcium diminuait fortement la présence des entérovirus 

bovins (Derbyshire et Brown, 1979). 

 

2.5.2. Vaccination 

Aucune vaccination n’a été mise en œuvre ni même testée à ce jour pour lutter contre les entérovirus 

bovins. La question aujourd’hui est de savoir si cette vaccination est pertinente à établir étant donné 

la grande prévalence de ces virus, le très faible nombre de manifestations cliniques reportées et une 

physiopathologie qui est quasiment inconnue aujourd’hui. En effet, l’imputabilité de ces virus dans 

l’établissement des signes cliniques est souvent discutable vis-à-vis des postulats de Koch décrits 

précédemment (cf § 1.2.1.). 

 

2.5.3. Traitement 

Les infections par les entérovirus bovins débouchent sur les mêmes problématiques que d’autres 

infections virales chez les bovins : aucun traitement spécifique actif contre les entérovirus bovins n’a 

été répertorié. De plus, l’utilisation d’antiviraux telle qu’on peut la voir en médecine des carnivores 

domestiques notamment n’est pas extrapolable aux bovins du fait du prix de revient qui serait 

exorbitant pour un animal de rente ; cependant certaines molécules entrant en compétition avec les 

« pocket factor » des entérovirus seraient des molécules de choix pour lutter contre ces virus en 

empêchant entre autres leurs décapsidations. À titre d’exemple, l’acide rosmarinique a été testé sur 

l’entérovirus humain EV71 (espèce Enterovirus A) avec succès (Lin et al., 2019).   

La seule possibilité est de lutter contre les symptômes de la maladie lors d’infections 

respiratoires et digestives : on peut donc proposer l’administration d’antiinflammatoires, des 

antibiothérapies pour éviter les surinfections bactériennes, des pansements gastriques ou encore 

des réhydratations si cela s’avère nécessaire. Certaines études ayant rapporté ces signes cliniques 

ont montré que les bovins atteints guérissaient spontanément sans administration médicamenteuse 

(Moll et Finlayson, 1957). 
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2.5.4. Prévention et traitement : bilan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

➢ Les infections par les entérovirus bovins ne se traitent avec aucun traitement spécifique 

comme pour la majorité des infections virales chez les bovins ; des traitements 

symptomatiques à base d’antiinflammatoires, d’antibiotiques, de pansements 

gastriques et de réhydratation orale ou parentérale peuvent cependant être mis en 

place. 

 

➢ Ces virus sont néanmoins très sensibles à un renforcement de mesures hygiéniques 

au sein d’une exploitation. 

 

➢ Aucune vaccination n’est disponible et n’a déjà été testée ; cela rejoint une fois de plus 

la grande difficulté d’application des postulats de Koch aux entérovirus bovins. 
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2.6. Autres applications 

2.6.1. Vecteurs de vaccin 

 

Les entérovirus bovins par leur virulence très inférieure à celle d’autres virus affectant les bovins en 

font de très bons candidats en tant que vecteurs de vaccination. Une étude très récente a montré 

que des entérovirus bovins chez lesquels le gène responsable de l’expression de la protéine E0 du 

virus de la BVD avait été incorporé induisaient une réponse immunitaire chez l’hôte contre cette 

protéine (Ren et al., 2020). La figure 27 montre par immunofluorescence une réponse immunitaire 

des anticorps dirigés contre la protéine VP1 de l’entérovirus bovin initial et des anticorps dirigés 

contre la protéine E0 du virus BVD chez le virus recombinant BEV-E0 ce qui montre bien que 

l’expression du gène de la protéine E0 se fait normalement dans les cellules infectées. Le contrôle 

négatif constitué de cellules MDBK seules ne montre aucune réaction immunitaire. Le contrôle positif 

constitué de l’entérovirus initial (BEV) montre une réponse immunitaire normale des anticorps dirigés 

contre la protéine VP1 et l’absence de réponse immunitaire des anticorps anti-E0. 

 

Figure 27 : Réponses immunitaires d’anticorps anti-E0 et anti-VP1 d’un entérovirus bovin 

constatées par immunofluorescence sur des cellules infectées par un virus recombinant 

entérovirus bovin – E0 (BEV-E0) (Ren et al., 2020) 
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2.6.2. Virus oncolytiques 

Les entérovirus bovins ont également montré un effet cytopathique très important sur des cellules 

cancéreuses humaines : Smyth et al. (2002) ont mis en évidence un effet cytopathique majeur sur 

des cellules d’adénocarcinome mammaire humain alors que leur effet sur les cellules humaines 

normales est nettement moins observé (Figure 28). 

Figure 28 : Effet cytopathique d’un entérovirus bovin sur des cellules d’adénocarcinome 

mammaire humain ; A : Cellules tumorales sans virus ; B : Cellules tumorales 16 h après 

l’inoculation du virus (Smyth et al., 2002) 

 

 

2.6.3. Autres applications : bilan 

 

 

➢ Les entérovirus bovins peuvent servir de vecteurs de vaccination pour d’autres virus 

du fait de leur grande prévalence et de leur faible pathogénicité constatée sur le 

terrain comme par exemple pour le virus de la BVD. 

 

➢ Les entérovirus bovins ont également la capacité d’induire un effet cytopathique 

plus important sur des cellules cancéreuses que sur des cellules saines d’un hôte : 

ces virus présentent des caractéristiques oncolytiques. 
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Deuxième partie: étude expérimentale 

 Introduction 
Cette étude a été menée par le laboratoire Biosellal de Lyon à la demande du Dr Philippe Giraud, 

responsable du service de virologie du laboratoire départemental d'analyses du Pas-de-Calais en 

mars 2016 ; elle a notamment bénéficié d’un financement du groupement de défense sanitaire du 

Pas-de-Calais. 

 

Le laboratoire du Dr Giraud a recueilli de juillet 2010 à novembre 2015 des échantillons 

provenant de plusieurs clientèles rurales. Il s’agit dans la plupart des cas de diarrhées sur de jeunes 

bovins (entre trois et neuf mois) et de bovins adultes chez qui la quasi-totalité des agents pathogènes 

pouvant être responsables de ces signes cliniques n’ont pas été identifiés (Tableau 13). De plus 

dans la majorité des cas, ces bovins ont été réfractaires aux traitements et plus particulièrement aux 

traitements antibiotiques à deux voire trois reprises. Trois de ces prélèvements ne sont pas issus de 

bovins présentant des diarrhées : un de ceux-ci concerne un veau de cinq mois mort brutalement 

dans un lot de bovins souffrant d’atteinte respiratoire et les deux autres concernent des vaches ayant 

avorté dans le dernier tiers de leur gestation. Un effet cytopathique caractéristique des entérovirus 

bovins a été mis en évidence dans ces seize prélèvements par le laboratoire du Dr Giraud qui ont 

été conservés en vue d’analyses ultérieures. Le but de l’étude est donc de caractériser plus 

précisément les virus présents dans ces échantillons grâce au séquençage nouvelle génération 

(NGS) utilisant la technologie Illumina®. 

 

Cette étude s’est déroulée en deux phases :  

 

- Une première phase de criblage qui consiste en un premier séquençage en 

aveugle sans prise en compte des commémoratifs des échantillons pour mettre 

en évidence les séquences de virus présents dans les échantillons. 

- Une deuxième phase qui consiste en un reséquençage des séquences retrouvées 

dans les échantillons pour une analyse plus détaillée de chaque virus et une mise 

en relation avec les commémoratifs associés à chaque échantillon.  

 

 Étude préalable  
Le point de départ de cette étude est l’isolement de virus non identifiés sur des prélèvements 

biologiques des bovins inclus dans l’étude soumis au laboratoire pour diagnostic. Ces virus 

présentaient tous un même type d’effet cytopathique (ECP) de type entérovirus. Les cas sur lesquels 

ces virus étaient isolés apparaissaient avoir des similitudes : en général il était constaté une absence 

de pathogènes primaires classiquement rencontrés. En l’absence de laboratoire d’expertise sur ce 

domaine capable de les identifier, il a été décidé de rechercher une solution pour identifier ces virus 

et interpréter leur place dans les pathologies rencontrées sur le terrain. Le recueil des 

commémoratifs a également été réalisé pendant cette phase de l’étude. 
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2.1. Commémoratifs 

Voici ci-dessous le récapitulatif des prélèvements qui ont été réalisés par les vétérinaires praticiens 

envoyés au laboratoire du Dr Giraud (Tableau 13).  

Tous ces prélèvements sont issus d’animaux qui ont reçu deux voire parfois trois traitements 

différents sans amélioration clinique. Les détails de ces traitements n’ont pas été renseignés par les 

vétérinaires praticiens. Les numéros figurant en rouge au niveau des lieux de prélèvements sont 

reportés sur une carte du Nord-Pas-de-Calais pour plus de visualisation (Figure 29).   

Tableau 13 : Commémoratifs des seize cas de l’étude (D’après P. Giraud) 
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Figure 29 : Vue d’ensemble des lieux de prélèvements sur une carte simplifiée du Nord-Pas- de-Calais 
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2.2. Tests réalisés avant le séquençage nouvelle génération 

2.2.1.  Tests généraux d’exploration pour les étiologies les plus rencontrées 

La plupart des agents pathogènes impliqués dans les syndromes diarrhéiques chez le jeune bovin 

ont dû être recherchés dans les 13 cas présentant des signes digestifs ; cela passe par des analyses 

bactériologiques, parasitologiques et virologiques visant à déceler la présence d’agents 

responsables étudiés dans la première partie de ce travail (Tableau 1) (les Escherichia coli FY 

(dorénavant dénommé F17) et CS31A sont deux colibacilles appartenant au pathovar ECET). De 

plus ces échantillons bovins n’ont pas tous subi les mêmes tests, certains ayant été testés plus que 

d’autres (Tableau 13).  

 Il est également nécessaire de chercher d’autres agents pathogènes rencontrés plus 

fréquemment lors d’avortement ou de détresse respiratoire : dans les deux cas d’avortement, un kit 

de tests PCR spécifiquement indiqué permet de rechercher huit agents pathogènes principaux 

responsables d’avortements chez les bovins ; une bactériologie sur le contenu de la caillette d’un 

des deux avortons a également été réalisée. Dans le cas de mort brutale dans un contexte de 

problèmes respiratoires, une bactériologie et un test PCR ont été réalisés pour investiguer une 

potentielle responsabilité d’agents bactériens et viraux, majoritairement rencontrés habituellement 

dans ces conditions (Tableau 14). 
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Tableau 14 : Tests réalisés sur les seize prélèvements par le service du Dr Giraud 
* : Virus Parainfluenza 3, ** : kit PCR huit valences : BoHV-4, Coxiella burnetii, Listeria monocytogenes, Campylobacter fetus, Salmonella 

spp., Anaplasma phagocytophilum, Chlamydophila spp. et les leptospires pathogènes, *** : Herpèsvirus bovin de type 4 

N°Biosellal 
N° de 
travail 

Commémoratifs Bactériologie Parasitologie Virologie Autres tests  Autres informations 

1600009 O48237 
Diarrhée chronique 

et retard de 
croissance 

Négative 

Œufs de 
Capillaria spp. 

en quantité 
moyenne, rares 

coccidies           

ELISA E0 sur sang négatif Non réalisés Non renseignées 

1600006 O40232 Diarrhée chronique  Négative Non réalisée Non réalisée Non réalisés Non renseignées 

1600007 O40233 Diarrhée chronique  Négative Non réalisée Non réalisée Non réalisés Non renseignées 

1600008 O40405 
Retard de 

croissance +/- 
diarrhée 

Présence de 
Escherichia coli 

CS31A 
Rares coccidies 

ELISA 
Rotavirus/Coronavirus 

négatif 

Même colibacille 
isolé sur un autre 
veau du même lot  

Non renseignées 

1600010 O40842 

Absence de 
commémoratifs 
(Prélèvement 
diarrhéique) 

Présence de 
Escherichia coli 

FY 

Rares œufs de 
Strongyloïdes 
spp., coccidies 

en quantité 
moyenne 

ELISA E0 sur sang négatif Non réalisés 
Virus similaire isolé 
10 ans auparavant 

dans l'élevage  

1600011 O41125 

Absence de 
commémoratifs 
(Prélèvement 
diarrhéique) 

Non réalisée 
Coccidies en 

quantité 
moyenne 

Non réalisée Non réalisés Non renseignées 

1600012 O41905 Diarrhée  Négative Négative Non réalisée Non réalisés Non renseignées 

1600013 O41964 Diarrhée  Négative Négative Non réalisée 
PCR 

paratuberculose 
positive 

Non renseignées 

1600014 O43597 Diarrhée Non réalisée Non réalisée 
ELISA Rotavirus 

faiblement positif et ELISA 
Coronavirus négatif 

Non réalisés Non renseignées 

1600015 O43658 

Mort brutale dans 
un lot de génisses 
présentant de la 

toux 

Présence de 
Pasteurella 
multocida 

Non réalisée 
PCR BVD et VRSB (virus 

respiratoire syncitial bovin) 
négatives 

Non réalisés 

Vaccination 
Rispoval® 

(BVD/VRSB/Pi3* 
était à jour  

1600016 O44368 Diarrhée chronique Négative Négative 
ELISA 

Rotavirus/Coronavirus 
négatif 

Non réalisés 
Virus similaire isolé 
4 ans auparavant 

dans l'élevage  

1600017 O34949 
Avortement 

troisième tiers de 
gestation 

Non réalisée Non réalisée Non réalisée 

PCR LSI huit 
valences** : 

négative pour tout 
sauf BoHV-4*** 

Non renseignées 

1600018 O44947 Diarrhée chronique Négative 

Œufs de 
strongles en 

quantité 
moyenne, 

coccidies en 
quantité 

importante 

Non réalisée Non réalisés Non renseignées 

1600019 O32931 
Avortement 

troisième tiers de 
gestation 

Négative sur le 
contenu de la 

caillette de 
l'avorton 

Non réalisée Non réalisée 
PCR LSI huit 

valences négative  
Non renseignées 

1600020 O46530 Diarrhée Non réalisée 
Test Giardia 
spp. négatif, 

rares coccidies 
ELISA E0 sur sang négatif Non réalisés Non renseignées 

1600021 O46777 Diarrhée Négative Négative Négative 

Bactériologie après 
enrichissement : 

présence de 
Salmonella 
Montevideo 

Absence de virus 
en culture sur 
mélange de 

prélèvements de 
selles du troupeau 
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2.2.2.   Effet cytopathique  

La recherche d’un effet cytopathique (ECP) constitue le fondement de l’étude par séquençage 

nouvelle génération. Ainsi, l’apparition d’un effet cytopathique compatible avec celui d’un entérovirus 

bovin faisait entrer directement l’échantillon dans l’étude par séquençage nouvelle génération. Cet 

ECP, décrit dans la première partie de ce travail (cf § 2.4.3.1. de la première partie), se caractérise 

par un détachement associé à un arrondissement des cellules infectées, se démarquant de l’ECP 

d’autres virus régulièrement recherchés dans ce laboratoire comme le virus de la BVD, le BoHV-4 

ou encore le BoHV-1 (Herpèsvirus de type 1 responsable de la rhinotrachéite infectieuse bovine 

(IBR)). 

Pour cela, le laboratoire du Dr Giraud utilise des cultures de cellules épithéliales de rein de 

bovins indemne de BVD aussi appelées cellules MDBK (cf § 2.4.3.1. de la première partie pour la 

présentation).  

Les prélèvements (Tableau 13) sont transformés en broyat et le surnageant qui en résulte et 

mis au contact des lignées de cellules MDBK pour pouvoir constater ou non un effet cytopathique. 

Il est parfois nécessaire de réaliser plusieurs « passages » c’est-à-dire à un renouvellement de 

l’étape de culture surnageant/MDBK pour pouvoir observer un effet cytopathique (Figure 30). Ce 

nombre de passages est relevé dans les commémoratifs (Tableau 13). 

Figure 30 : Mode opératoire pour la mise en évidence d’un ECP (D’après P. Giraud) 

 

Après la mise en évidence d’un effet cytopathique compatible avec celui d’un entérovirus bovin, le 

surnageant est congelé et conservé en attendant un nombre suffisant d’échantillons pour réaliser 

l’étude par séquençage nouvelle génération : les 16 prélèvements de l’étude ont tous induit cet ECP. 
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 Première phase : le criblage  
 

Le criblage est un tri effectué au sein des séquences présentes dans les échantillons afin d’isoler 

des séquences propres à un agent pathogène. 

 

3.1. Préparation des échantillons  

Dans cette phase, même si l’équipe du Dr Giraud a mis en évidence un effet cytopathique qui semble 

propre aux entérovirus bovins sur tous les prélèvements, l’étude de BioSellal considère dès le départ 

que les virus présents dans les échantillons sont de nature inconnue, tant par leur structure 

(enveloppé ou non enveloppé) que par leur matériel génétique (ADN ou ARN, simple ou double 

brin). Cependant, l’enrichissement des échantillons en matériel génétique est essentiel étant donnée 

la faible représentation du matériel génétique viral au sein du matériel génétique d’un hôte (moins 

de 1 %). 

Les 16 surnageants ont donc suivi différents procédés très souvent utilisés en recherche de 

virus inconnus et ont ensuite été traités suivant cinq protocoles après avoir été centrifugés 

rapidement (cinq minutes à 10000 g) :  

 

➢ Protocole A : L’échantillon est extrait et traité avec des DNAses puis une étape de 

Reverse Transcription (RT) est mise en place avec des amorces aléatoires. 

➢ Protocole B : L’échantillon est extrait et traité avec des RNAses. 

➢ Protocole C : L’échantillon est extrait sans être traité puis soumis à une étape de RT 

(random). C’est ce protocole qui constitue le témoin de l’étude. 

➢ Protocole D1 : L’échantillon est traité simultanément avec des RNAses et des DNAses 

avant d’être extrait sans étape de RT par la suite.  

➢ Protocole D2 : L’échantillon est traité simultanément avec des RNAses et des DNAses 

avant d’être extrait puis soumis à une étape de RT avec des amorces aléatoires. 

 

Avant le passage en séquençage nouvelle génération, l’équipe de Biosellal montre que le 

protocole A n’a pas fonctionné correctement. En effet, pour une raison indéterminée, une trop faible 

quantité d’ADN est présente après le protocole et ce pour tous les surnageants. Celui-ci est donc 

abandonné par la suite.  

Enfin, une librairie est mise en place pour tous les échantillons issus des quatre protocoles 

restants. Celle-ci est constituée par clivage enzymatique en fragments d’environ 400 paires de bases 

(400nt) auxquels sont ajoutés des adaptateurs de séquençage et des codes-barres d’identification. 
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C’est donc un total de 64 échantillons, quatre par surnageant, qui ont été passés 

simultanément en séquençage nouvelle génération dans une plateforme MiSeq 2x150nt (Figure 24), 

utilisant la technologie Illumina®. Les codes-barres présents sur chaque fragment permettent de 

réattribuer les séquences à chaque échantillon après le processus de séquençage nouvelle 

génération.  

 

3.2. Analyse bio-informatique  

Environ 2 millions de séquences (appelées « reads ») ont été obtenues à la suite de ce séquençage. 

Le processus d’analyse informatique consistait donc à rechercher parmi toutes ces séquences celles 

qui pouvaient correspondre à des séquences virales à l’aide d’un logiciel spécialement dédié : le 

logiciel CLC Genomics Workbench 8.5.1 (Qiagen). 

 

3.2.1.  Nettoyage  

Le nettoyage des données s’est déroulé en deux étapes :  

 

➢ Une étape de rognage (« Trimming ») :  

Celle-ci consistait à éliminer toutes les séquences qui étaient trop courtes c’est-à-dire d’une taille 

inférieure à 50 nt (nucléotides) et à enlever dans leurs régions 3’ les parties qui avaient un score de 

qualité trop faible : la qualité est évaluée grâce au score de Phred (noté Q avec Q = -10log(P) où P 

représente la probabilité d’erreur d’identification d’une base) ; ainsi, un Q inférieur à 20 signifie que 

P est supérieure à 1 % par utilisation de la formule précédente : il s’agit de la limite en dessous de 

laquelle les séquences sont exclues de l’analyse dans la grande majorité des séquençages nouvelle 

génération réalisés aujourd’hui (Liao et al., 2017) et il s’agit du critère retenu dans cette étude : Q<20 

impliquait une exclusion de la région de la séquence en question pouvant aller jusqu’à son exclusion 

complète si sa taille se trouvait inférieure à 50 nt après ce rognage. De plus, le fait que l’on se soit 

focalisé sur cette région 3’ des séquences est dû au fait que la plupart des erreurs sont présentes 

dans cette zone. Près de 10 % des séquences ont donc été éliminées car elles étaient trop petites 

ou de mauvaise qualité. 

➢ Une étape dite de nettoyage (« Cleaning ») :  

Cette étape était la plus spécifique de cette étude car elle permettait de retirer de l’étude toutes les 

séquences qui étaient issues du matériel génétique de l’hôte. Un maximum de séquences est donc 

retiré de cette manière par assemblage contre la référence Bos taurus complète (« Bos taurus 

UMD3.1.1 Whole Genome Shotgun assembly ») 

Les données ainsi traitées ont donc été prêtes pour une analyse plus poussée. Les séquences 

restantes après ce nettoyage ont été appelées par la suite « séquences nettoyées » (« cleaned 

reads »). 
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3.2.2.  Assemblage de novo  

Cette étape consiste en un assemblage des séquences restantes entre elles en l’absence de toute 

référence connue. Ces « assemblages de séquences » (« contigs ») ont permis de regrouper les 

séquences de tous les organismes présents dans les échantillons ; ces assemblages ont ensuite 

été triés en fonction de leur longueur et du nombre de séquences impliquées dans leur structure. 

Les assemblages qui comprenaient le plus de séquences et donc les plus longs ont été étudiés en 

priorité. 

3.2.3.  Analyse des assemblages de séquences 

Les meilleurs assemblages ont été comparés un par un à la banque génomique non-redondante du 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) pour mettre en évidence la présence 

d’organismes différents de celui de l’hôte (Bos taurus).  

Les séquences de trois organismes principaux ont ainsi été identifiées sans compter Bos 

taurus dont les séquences étaient encore présentes à la fin du processus de séquençage :  

 

➢ Des séquences d’entérovirus  

➢ Des séquences de bactéries 

➢ Des séquences de bactériophages  

 

3.2.4.  Analyse du bactériophage et de la bactérie  

Pour les séquences de bactéries, l'organisme le plus proche trouvé était systématiquement une 

bactérie du genre Pseudomonas, sans plus de précisions sur la souche (une des souches du NCBI 

ressortant le plus fréquemment était Pseudomonas pseudoalcaligenes, mais cette souche était très 

certainement une autre souche de Pseudomonas d’après l’équipe de Biosellal).  

Pour les séquences de bactériophages, l'organisme le plus proche était systématiquement 

un phage de Pseudomonas (Podoviridae, virus non enveloppé à double brin d’ADN). De plus, Il y a 

une corrélation entre le nombre de séquences correspondant à une bactérie du genre Pseudomonas 

et le nombre de séquences correspondant au phage de Pseudomonas au sein d’un même 

échantillon (Tableau 15). En effet d’après l’équipe de Biosellal, il est très fréquent de séquencer une 

bactérie et le phage qui lui est associé lors de séquençages environnementaux. 

Lorsque l'ensemble des séquences correspondant au bactériophage a été mis en commun, 

il s'est avéré qu’elles étaient identiques dans l'ensemble des échantillons. Pour la bactérie, la faible 

couverture ne permettait pas de conclure de façon aussi catégorique mais les quelques régions 

communes semblaient indiquer la même chose, à savoir une origine commune. En effet, il n’y a pas 

de différences de séquences entre les échantillons. La taille du génome du bactériophage est 

estimée à environ 38 000 paires de bases et le nombre de séquences permet une couverture 

moyenne de 3x, c’est-à-dire que la longueur totale des séquences correspondant au bactériophage 

n’est que trois fois supérieure à la longueur de son propre génome, ce qui est insuffisant pour avoir 

une séquence consensus complète mais suffisant pour obtenir une identification fiable. Il s’agissait 

donc d'une souche de Pseudomonas-like et de son probable bactériophage associé.  
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Sachant que les séquences de phages sont identiques dans tous les surnageants, cela 

suggérait une origine de contamination commune, probablement en laboratoire. D'autres 

échantillons d'un projet complètement différent ont été séquencés sur le même cycle de séquençage 

et une analyse détaillée des séquences n'a révélé la présence d’aucune séquence correspondant à 

ce bactériophage. L'origine de la contamination est donc probablement antérieure à l'arrivée des 

échantillons dans le laboratoire de Biosellal.  

Enfin, il fallait noter que la contamination présente dans ces échantillons était extrêmement 

faible et correspondait à environ 1000 séquences nettoyées : cela signifiait que sur l'ensemble des 

échantillons, le bactériophage représentait moins de 0,003 % des séquences brutes c’est-à-dire 

celles obtenues avant l’étape de nettoyage (environ 30 millions obtenues) et seulement 1 % des 

séquences nettoyées (environ 100 000 obtenues). La détection de ce bactériophage nous renseigne 

donc sur la grande sensibilité de cette méthode. 

 

3.2.5.  Analyse des séquences d’entérovirus  

Une analyse fine des séquences d’entérovirus retrouvées dans les échantillons a montré qu’elles 

étaient toutes proches des entérovirus bovins (Espèces Enterovirus E et Enterovirus F du genre 

Enterovirus). Cependant contrairement au bactériophage, les séquences d’entérovirus n’étaient pas 

les mêmes d’un échantillon à l’autre. De plus ces séquences étaient les séquences virales 

majoritaires puisqu’elles représentaient entre 2,6 et 50,3 % de l’ensemble des séquences nettoyées 

(Tableau 15).  

Tableau 15 : Répartition des séquences entérovirus/ Pseudomonas / bactériophage en 

fonction des 16 surnageants (D’après Biosellal) 
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Du fait de la non concordance des séquences entre chaque échantillon, il a fallu déterminer les 

séquences consensus de ces entérovirus individuellement. Une procédure particulière, décrite ci-

dessous a été mise en place :  

➢ La séquence d’entérovirus la plus proche trouvée par confrontation des assemblages de 

séquences obtenus de novo avec la banque non redondante du NCBI était identifiée.  

➢ Un nouvel assemblage des séquences nettoyées était cette fois réalisé avec une séquence 

référence correspondant à la séquence d’entérovirus préalablement identifiée. 

➢ Le premier assemblage réalisé était dans la majorité des cas de mauvaise qualité car la 

séquence choisie pour la référence était souvent trop éloignée de celle présente dans 

l’échantillon. Il a donc fallu réaliser plusieurs cycles d’assemblage et des corrections 

manuelles. 

➢ La séquence consensus obtenue était souvent partielle car la couverture par rapport au 

génome viral complet n’était pas suffisante pour séquencer complètement le virus. 

➢ L’alignement des séquences consensus entre-elles, même si elles étaient partielles, mettait 

en évidence des séquences différentes selon les échantillons. 

De plus, aucun lien n’a pu être mis en évidence entre le nombre de séquences d’entérovirus 

trouvées et le nombre de passages indiqués pour le surnageant lors de la recherche d’un ECP, le 

type de prélèvement ou le commémoratif associé (Tableau 16) 

Tableau 16 : Tableau comparatif entre fréquences des séquences, nombre de passages, 

type de prélèvement et commémoratifs pour chaque surnageant (D’après Biosellal) 
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3.3. Conclusions de la première phase  

L’équipe de Biosellal avait tout de même recherché dans les assemblages de séquences 

minoritaires et dans les séquences restantes la présence d’autres virus potentiels sans succès. Les 

entérovirus bovins étaient de loin les agents pathogènes les plus représentés, loin devant le faible 

pourcentage de séquences correspondant à la bactérie du genre Pseudomonas et au bactériophage 

qui lui est associé. Il est donc plausible que ces entérovirus bovins soient responsables des effets 

cytopathiques observés dans le laboratoire du Dr Giraud. 

Lorsque l’on compare les protocoles utilisés lors de l’extraction, on constate que le meilleur 

protocole est le protocole D. En effet, celui-ci fait agir DNAses et RNAses avant extraction ce qui a 

pour but de digérer tout le matériel génétique de l’hôte tout en préservant le matériel génétique du 

virus puisque celui-ci présente une enveloppe ou une capside empêchant l’action de ces enzymes. 

De ce fait, les particularités de ce protocole en ont fait une étape d’enrichissement très intéressante 

pour cette étude (Tableau 17, Tableau 18). 

Le protocole C servait essentiellement de contrôle pour l’étude. Il a tout de même permis la 

détection d’entérovirus bovins du fait de l’étape de RT sur un virus à ARN mais en quantité vingt fois 

moindre puisqu’il n’y avait pas eu de traitement particulier à base d’enzymes dans ce protocole. 

Le protocole A (Extraction puis DNAse puis RT), abandonné dès le début du fait de la faible 

quantité d’ADN obtenue, aurait pu donner de bons résultats sur des entérovirus bovins pour les 

mêmes raisons que le protocole D. 

De plus, le protocole D2 comprenant une étape de RT est nettement meilleur que le protocole 

D1 qui ne comprend pas d’étape de RT sur les entérovirus bovins alors que ceux-ci sont des virus 

à ARN. De ce fait, aucune différence n’est notable entre les deux protocoles pour les bactéries et 

les bactériophages puisque le support de leur matériel génétique est de l’ADN. Pour ces mêmes 

raisons structurelles, le protocole B ne pouvait pas fonctionner sans étape de RT. 
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Tableau 17 : Répartition des séquences brutes entérovirus / Pseudomonas / bactériophage 

en fonction des différents protocoles d’extraction (D’après Biosellal) 

Protocole D2 D1 B C 

Séquences brutes 3378438 7262064 10813366 10566066 

Séquences d’entérovirus 23698 48 68 1193 

Séquences de Pseudomonas 366 341 77 54 

Séquences du bactériophage 823 207 1 0 

% séquences d’entérovirus 0,70 % 0,00 % 0,00 % 0,01 % 

% séquences de Pseudomonas 0,01 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 

% séquences du bactériophage 0,02 % 0,00 % 0,00 % 0,00 % 

 

Tableau 18 : Répartition des séquences nettoyées entérovirus / Pseudomonas / 

bactériophage en fonction des différents protocoles d’extraction (D’après Biosellal) 

Protocole D2 D1 B C 

Séquences nettoyées 66277 21671 4014 6853 

Séquences d’entérovirus 23698 48 68 1193 

Séquences de Pseudomonas 366 341 77 54 

Séquences du bactériophage 823 207 1 0 

% séquences d’entérovirus 35,76 % 0,22 % 1,70 % 17,41 % 

% séquences de Pseudomonas 0,55 % 1,57 % 1.92 % 0,79 % 

% séquences du bactériophage 1,24 % 0,96 % 0,01 % 0,00 % 
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4. Deuxième phase : l’affinage  
 

Le but de cette deuxième phase de séquençage est d’augmenter considérablement la couverture 

des échantillons en privilégiant le protocole qui a le mieux fonctionné dans la phase précédente c’est 

à dire le protocole D2 (échantillon traité simultanément avec des RNAses et des DNAses avant 

d’être extrait puis soumis à une étape de RT avec des amorces aléatoires). 

 

4.1. Protocole 

Le protocole d’extraction D2 a été renouvelé pour les 16 surnageants (Figure 31) :  

Figure 31 : Protocole d’extraction utilisé dans la deuxième phase de l’étude sur les 16 

surnageants (D’après Biosellal) 

« Random Hexamer » : amorce aléatoire 

 

Le même protocole bio-informatique que celui utilisé lors de la première phase a été mis en 

place à savoir une étape de nettoyage comprenant des étapes de rognage et de nettoyage sensus 

stricto et différentes étapes d’assemblage. Ainsi, les séquences nettoyées sont utilisées à la fois en 

assemblage de novo et en assemblage avec référence pour reconstruire les séquences consensus 

des entérovirus présents dans les 16 échantillons : l’assemblage de novo sert à corriger les biais du 

modèle observés en assemblage avec référence. Une fois ces biais principaux corrigés, plusieurs 

itérations d'assemblage avec référence permettent d'obtenir un consensus le plus complet et le plus 

juste possible. Les couvertures moyennes et la longueur des assemblages de séquences obtenues 

au final pour chaque virus sont présentés dans le tableau 19, en comparaison avec d'autres 

entérovirus bovins du NCBI appartenant aux espèces Enterovirus E et Enterovirus F. 
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Tableau 19 : Couvertures moyennes et taille des assemblages de séquences obtenues pour 

les 16 entérovirus retrouvés et comparaison avec d'autres souches d’entérovirus     

(D’après Biosellal) 

 Nom attribué au virus N° Biosellal 
Taille de 

l’assemblage 

Couverture 

moyenne 

Virus 

présents 

dans les 

échantillons 

O48237_Bovine_Enterovirus_F 1600009 7193 2848 

O40232_Bovine_Enterovirus_E 1600006 7209 577 

O40233_Bovine_Enterovirus_E 1600007 7209 217 

O40405_Bovine_Enterovirus_F 1600008 7192 1489 

O40842_Bovine_Enterovirus_E 1600010 7183 123 

O41125_Bovine_Enterovirus_E 1600011 7208 475 

O41905_Bovine_Enterovirus_E 1600012 7211 357 

O41964_Bovine_Enterovirus_E 1600013 7206 84 

O43597_Bovine_Enterovirus_E 1600014 7205 209 

O43658_Bovine_Enterovirus_E 1600015 7238 78 

O44368_Bovine_Enterovirus_E 1600016 7209 652 

O34949_Bovine_Enterovirus_E 1600017 7212 359 

O44947_Bovine_Enterovirus_E 1600018 7207 383 

O32931_Bovine_Enterovirus_E 1600019 7186 437 

O46530_Bovine_Enterovirus_F 1600020 7196 11 

O46777_Bovine_Enterovirus_E 1600021 7211 37 

 Nom du virus Espèce Taille 
N° dépôt 

NCBI 

Virus de 

référence 

BEV-E_K2577_AF123432 Enterovirus E 7206 AF123432 

BEV-E_PA12-24791_KC667561 
 

Enterovirus E 7216 KC667561 

BEV-E_SL305_AF123433 Enterovirus E 7210 AF123433 

BEV-E1_VG527_D00214 Enterovirus E 7216 D00214 

BEV-E2_BEV-165 Enterovirus E 7209  

BEV-F_3A_AY508697 Enterovirus F 7193 AY508697 

BEV-F_BHM26_HQ917060 Enterovirus F 7191 HQ917060 

BEV-F_BJ001_HQ663846 Enterovirus F 7195 HQ663846 

BEV-F_BJ50_HQ917061 Enterovirus F 7195 HQ917061 

BEV-F_IL-Alpaca_KC748420 Enterovirus F 7196 KC748420 

BEV-F_PS87_AY508696 Enterovirus F 7190 AY508696 

BEV-F1_BEV-261_DQ092770 Enterovirus F 7197 DQ092770 

BEV-F2_DQ092795 Enterovirus F 7190 DQ092795 

BEV-F2_Egypt2014_KM667941 Enterovirus F 7193 KM667941 

BEV-F3_PS87-Belfast_DQ092794 Enterovirus F 7194 DQ092794 

BEV-F4_W1_AY462106 Enterovirus F 7191 AY462106 
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Pour la grande majorité des échantillons, la couverture est largement suffisante pour obtenir 

l’intégralité de la polyprotéine associée à la sortie de la NGS. L’échantillon O46530 (N° Biosellal 

1600020) qui a la couverture la plus basse (11) n’était pas couvert à l’extrémité C-terminale de la 

protéine et selon les échantillons, une partie des régions 3'UTR et 5'UTR est manquante. Pour pallier 

ce problème, deux PCR spécifiques de ces régions ont été utilisées pour pouvoir les compléter par 

séquençage Sanger. L’amplification de la région 3’UTR a fonctionné sur la plupart des échantillons 

ce qui a permis de terminer le séquençage de la polyprotéine de O46530. Néanmoins, le 

séquençage de la région 5’UTR fut un échec sur tous les échantillons. 

La longueur totale des assemblages de séquences est d’environ 7200 nt. 

 

4.2. Analyses et conclusions 

4.2.1.  Régions 5'UTR et 3'UTR 

La région 5’UTR est longue d’environ 840 nt. Malgré l’absence de séquençage Sanger pour cette 

région, les séquences sont presque complètes pour tous les échantillons (Figure 32) excepté pour 

O40233 (N° Biosellal 1600007) pour lequel il manque environ 70 nt et O46530 (N° Biosellal 1600020) 

pour lequel il manque environ 180 nt. 

L'échantillon O41125 (N° Biosellal 1600011) présente une séquence 5'UTR atypique, plus 

longue et différente des souches NCBI au niveau des 40 premiers nucléotides. Ces régions 

terminales sont palindromiques et donc compliquées à assembler, l’assemblage a donc été revérifié 

plusieurs fois mais s’est finalement révélé correct malgré une séquence très différente des autres 

souches.  

Figure 32 : Alignement multiple des souches issues des surnageants en comparaison avec 

celles disponibles sur NCBI : vue détaillée de la région 5’UTR (D’après Biosellal) 
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La région 3’UTR est longue d’environ 100 nt. Ces virus présentent une queue polyA dans 

cette région ce qui facilite la PCR. Il ne manque alors que 16 nt pour O40233 (N° Biosellal 1600007) 

et 10 nt pour O43658 (N° Biosellal 16000015) (Figure 33). 

Figure 33 : Alignement multiple des souches issues des surnageants en comparaison avec 

celles disponibles sur NCBI : vue détaillée de la région 3’UTR (D’après Biosellal) 

 

 

4.2.2.  Polyprotéine  

La polyprotéine est complète pour les 16 virus présents dans les échantillons. Un génotypage de 

nouvelles souches a été permis en alignant tous les assemblages de séquences complets avec les 

séquences de référence du NCBI choisies dans les deux génotypes d’entérovirus existant dans 

l’espèce bovine (Enterovirus E et Enterovirus F) (Figure 34). Au total, trois échantillons 

correspondent à des souches appartenant à l’espèce Enterovirus E et les 13 autres souches 

correspondent à des souches appartenant à l’espèce Enterovirus F. L’arbre phylogénétique ainsi 

obtenu a été réalisé grâce à un système de reconstitution d’arbres phylogénétiques spécifique 

(« Neighbour Joining ») à l’aide du logiciel CLC Genomics Workbench 8.5.1.. 

Cet alignement a également permis d’obtenir une matrice d’homologie (Tableau 20) entre les 

souches, ce qui va donner un pourcentage d’homologie entre chaque séquence, noté %Id. Ce critère 

est indispensable pour classer les entérovirus (cf. § 2.1.1. de la partie bibliographique). 
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Figure 34 : Arbre phylogénétique des entérovirus présents dans les échantillons et de 

séquences d’entérovirus de référence des espèces Enterovirus E et Enterovirus F issues du 

site NCBI (D’après Biosellal) 

 

Tableau 20 : Matrice d’homologie des entérovirus présents dans les échantillons et de 

séquences d’entérovirus de référence des espèces Enterovirus E et Enterovirus F issues du 

site NCBI (D’après Biosellal) 
Rouge : moins de 70 % d’homologie : permet de différencier les deux espèces ; vert : plus de 90 % d’homologie 
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Toutes les séquences de référence du NCBI présentes dans l’arbre de distance ne sont pas 

présentes dans la matrice d’homologie par souci de réduction de la taille du tableau. 

 

4.2.3.  Clusters E et F  

4.2.3.1. Cluster E  

Au sein du cluster des entérovirus appartenant à l’espèce Enterovirus E, comprenant les 13 souches 

présentes dans les échantillons identifiées dans cette espèce et trois souches issues du NCBI 

appartenant également à cette espèce, on constate que les séquences ont généralement moins de 

80 % d’homologie entre elles à l’exception de ces quelques cas particuliers :  

 

- O40232 (N° Biosellal 1600006) et O40233 (N° Biosellal 1600007) partagent 99,7 % 

d'identité : ces deux échantillons ont été prélevé le même jour au même endroit sur 

deux bovins différents avec des symptômes similaires (Tableau 13).  

- O40842 (N° Biosellal 1600010) et O32931 (N° Biosellal 1600019) partagent 90.8 % 

d'identité. Les deux échantillons ont été prélevés dans deux localités distantes 

d’environ 40 kilomètres (Figure 29) à environ 4 années d’intervalle (Tableau 13). La 

vitesse d'accumulation de mutation n’a pas été calculée par le laboratoire, mais il 

peut éventuellement s'agir d'une souche proche à presque 4 années d'intervalle. 

Parmi ces seize séquences d’entérovirus de l’espèce Enterovirus E, O43658 (N° Biosellal 

1600015) est celle qui s’éloigne le plus de toutes les autres. Elle se caractérise également par une 

insertion au début de la séquence de la protéine de la capside VP1 de 21 nt, répartis en trois inserts 

de respectivement 6 nt, 6 nt et 9 nt (Figure 35). Cette région précise est également impliquée dans 

la différenciation des deux espèces d’entérovirus bovins. Cependant le profil d’insertions de O43658 

est unique dans les banques de données d’après Biosellal. 

 

4.2.3.2. Cluster F  

Au sein du cluster des entérovirus appartenant à l’espèce Enterovirus F, comprenant les trois 

souches présentes dans les échantillons identifiées dans cette espèce et trois souches issues du 

site NCBI appartenant également à cette espèce, les pourcentages d’homologie respectifs étalent 

de 73 %Id à 83 %Id, ces souches sont bien distinctes entre elles.  
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En conclusion sur ces deux clusters, Il n'y a aucune ambiguïté possible sur l'attribution des virus des 

16 échantillons aux deux espèces d’entérovirus bovins. Chaque séquence obtenue est différente 

des séquences déposées au NCBI. Ces virus étant des virus à simple brin d'ARN, une vitesse 

d'évolution rapide n'est pas étonnante, ce qui explique la forte divergence de %Id intra et inter-

clusters. 

Les deux séquences qui se distinguent sont : 

- O41125 (N° Biosellal 1600011) par une séquence 5'UTR divergente pour les 40 premiers 

nucléotides. Cette séquence serait cependant à confirmer par une PCR spécifique car un artefact 

d'assemblage est éventuellement possible à cet endroit précis car il s’agit d’une région 

palindromique. 

- O43658 (N° Biosellal 1600015) par une insertion de 21 nt en 3 points dans la partie N-

terminale de la séquence de la protéine VP1 (Figure 35). 

Figure 35 : Détail de la région d’insertion de O43658 (N° Biosellal 1600015) (D’après 

Biosellal) 

 

 

4.2.4.  Examen de la structure cristallographique  

Pour essayer d'évaluer l'impact de cette insertion de 21 nt sur le virus, l’équipe de Biosellal s’est 

intéressé à la structure de BEV-1 (cf 2.1.2.1. de la partie bibliographique), premier entérovirus bovin 

découvert et dont la structure a été résolue en 1995 (Smyth et al., 1995) : il en est conclu que ces 

régions spécifiques de la séquence de la protéine VP1 se trouvent orientées vers l’intérieur du virus, 

rendant difficile l’évaluation de son impact sur la nature et les propriétés du virus (Figures 36 et 37). 

Les figures 36 et 37 représentent uniquement BEV-1, sans comparaison avec le virus correspondant 

à la séquence O43658 (N° Biosellal 1600015). 
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Figure 36 : Représentation schématique de la demi-capside de BEV-1 (en bleu) et de la 

région N-terminale de VP1 (en rouge) : vue en coupe (D’après Biosellal) 

 

 

Figure 37 : Représentation schématique de la demi-capside de BEV-1 (en bleu) et de la 

région N-terminale de VP1 (en rouge) : vue générale (D’après Biosellal) 
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5. Discussion  

5.1. Étude préalable 

5.1.1.  Choix des échantillons 

Les 16 échantillons étudiés proviennent donc d’élevages différents mais également de bovins d’âges 

différents ; ainsi dans cette étude, le jeune bovin présentant des diarrhées représente 56 % des 

échantillons étudiés et les troubles digestifs, tous âges confondus, représentent 81 % de 

l’échantillonnage. De la même façon, 90 % des jeunes bovins inclus dans l’étude souffrent de 

troubles digestifs (Tableau 21). 

Tableau 21 : Synthèse corrélant âge et nature des troubles observés 

Pourcentages types : (pourcentage du nombre de cas présentant les troubles observés de la catégorie d’âge concerné par 

rapport au nombre total de cas de la tranche d’âge considérée, pourcentage des cas présentant les troubles observés dans la 

tranche d’âge considérée par rapport au nombre de cas présentant les troubles observés dans les deux tranches d’âge) 

 
Troubles 

digestifs 

Troubles 

respiratoires 

Troubles de la 

reproduction 
Total 

Jeunes bovins 

(<9 mois) 
9 (90 %, 70 %) 1 (10%, 100 %)  0 (0 %, 0 %)  10 (100 %, 63 %)  

Bovins adultes 

(>18 mois) 
4 (67 %, 30 %) 0 (0 %, 0 %) 2 (33 %, 100 %)  6 (100 %, 37 %)  

Total 13 (81 %, 100 %)  1 (6 %, 100 %)  2 (13 %, 100 %)  16 (100 %, 100 %)  

 

 De plus, grâce à la figure 29, on peut se rendre compte que 75 % des élevages se trouvent 

dans un rayon de 40 kilomètres autour d’Arras, ville où se trouve le laboratoire du Dr Giraud et que 

les 25 % restants se situent dans un rayon de 15 km autour de Le Touquet-Paris-Plage, environ 80 

km plus à l’Ouest : on peut donc en déduire une assez bonne représentation des élevages du 

département. Cependant, nous n’avons aucune donnée concernant les élevages que ce soit en 

termes d’infrastructures, de taille de cheptel, de type de stabulation, de gestion des fumiers et lisiers 

etc…)  

 Enfin, la nature des traitements prescrits par les vétérinaires traitants et le nombre de 

consultations pour chaque bovin inclus dans l’étude ne sont pas connus ; ces données auraient pu 

être intéressantes notamment pour estimer la mauvaise réponse aux différents traitements. 
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5.1.2.  Tests réalisés préalablement au séquençage 

De très nombreux tests ont été réalisés sur les échantillons bovins finalement inclus dans l’étude 

par séquençage nouvelle génération permettant dans la plupart des cas d’exclure les principaux 

agents responsables habituellement des troubles observés (Tableau 22) ; cependant le degré de 

recherche n’a pas été le même suivant le bovin testé : par exemple les bovins correspondant aux 

échantillons Biosellal N° 1600006 et N° 1600007 provenant du même élevage n’ont subi qu’un test 

bactériologique, sans exploration d’autres causes contrairement au bovin correspondant au N° 

Biosellal 1600010 ayant subi des tests bactériologiques, virologiques et parasitologiques. 

  

Parmi les cas présentant des troubles digestifs (13 cas) :  

➢ Aucun agent pathogène n’a été retrouvé dans trois cas comprenant justement les N° 

Biosellal 1600006 et 1600007. 

➢ Quatre cas présentent un voire plusieurs agents pathogènes mais dont la corrélation 

avec les signes cliniques observés est peu probable : on y retrouve notamment des 

œufs de Capillaria spp. n’induisant presque jamais de signes cliniques chez les bovins 

(Charlier et al., 2020), des coccidies en quantités très faibles qui ne sont certainement 

pas impliquées ou bien seulement en partie, un rotavirus induisant une réponse 

faiblement positive à un test ELISA ce qui limite son implication d’autant plus qu’il est 

retrouvé chez une vache adulte (N° Biosellal 1600014) et des Escherichia coli ETEC 

(CS31A et FY) qui, comme nous l’avons vu dans la première partie de ce travail, ne 

sont que très rarement retrouvés dans les cas de diarrhées chez des veaux de plus 

d’un mois (Tableau 1) . 

➢ Six cas qui présentent un voire plusieurs agents pathogènes susceptibles d’expliquer 

les signes observés : plusieurs cas présentent des quantités de coccidies ou de 

strongles digestifs en quantité moyenne à importante pouvant expliquer l’apparition de 

diarrhées, un cas d’une vache où Mycobacterium paratuberculosis, agent de la 

paratuberculose, a été diagnostiqué par PCR et le cas du taureau (N° Biosellal 

1600021) où Salmonella Montevideo a été identifiée après enrichissement, même si 

la diarrhée décrite ici ne correspond pas aux diarrhées fréquemment rencontrées en 

cas de salmonellose (cf. § 1.3.1.2. de la partie bibliographique). 

 

Enfin, comme décrit dans la première partie de ce travail, l’effet cytopathique caractéristique 

des entérovirus a permis à l’équipe du Dr Giraud de conserver ces 16 échantillons sous forme de 

surnageants en attendant le démarrage de cette étude ; l’équipe de Biosellal a cependant décidé, à 

juste titre, de travailler en aveugle pour que l’étude soit la plus objective possible et puisse mettre 

en évidence d’autres agents pathogènes qui n’auraient pas été décelés auparavant.  
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Tableau 22 : Agents pathogènes retrouvés et corrélation avec les signes cliniques observés 

dans les 16 échantillons (détail des 13 cas de troubles digestifs uniquement) 
SO : Sans Objet ; ND : Non Développé 

N° Biosellal Bovin concerné Agent(s) pathogène(s) retrouvé(s) 
Corrélation entre la présence de ou 

des agents et les signes observés 

1600009 Veau de quatre mois 
Œufs de Capillaria spp. en quantité 

moyenne, rares coccidies 
Très peu probable 

1600006 Veau de huit mois Aucun SO 

1600007 Veau de huit mois Aucun SO 

1600008 Veau de six mois Escherichia coli CS31A + rares coccidies Peu probable 

1600010 Veau de quatre mois 

Escherichia coli FY + rares œufs de 

Strongyloïdes spp., coccidies en quantité 

moyenne 

Possible 

1600011 Génisse de 18 mois Coccidies en quantité moyenne Possible 

1600012 Vache Aucun Sans objet 

1600013 Vache  Mycobacterium paratuberculosis Très probable 

1600014 Vache Rotavirus (incertain) Très peu probable 

1600015 Veau de cinq mois Pasteurella multocida ND 

1600016 Veau Aucun SO 

1600017 Vache BoHV-4 ND 

1600018 Veau de neuf mois 
Œufs de strongles en quantité moyenne, 

coccidies en quantité importante 
Très probable 

1600019 Vache Aucun ND 

1600020 Veau rares coccidies Très peu probable 

1600021 Taureau 
Salmonella Montevideo après 

enrichissement 
Possible 

  

5.2. Phase de criblage 

5.2.1.   Préparation des échantillons 

Le laboratoire Biosellal a bien spécifié qu’un protocole d’extraction se démarquait des autres : le 

protocole D2. Celui-ci a l’avantage de très bien fonctionner sur des virus à ARN par le simple fait 

que tout le matériel génétique de l’échantillon est digéré par les DNAses et les RNAses sauf celui 

du virus, protégé par sa capside ; de plus, l’étape de RT est fondamentale sur ces virus à ARN. 

 L’efficacité de ce protocole se reflète également sur le taux de séquences nettoyées : en 

effet, si on calcule le pourcentage de séquences après nettoyage (séquences nettoyées) par rapport 

à la totalité des séquences au départ (séquences brutes), on se rend compte que les autres 

protocoles (B, C et D1) ont des pourcentages beaucoup plus faibles ( 0,3 % pour D1, 0,06 % pour 

C et 0,03 % pour B) que celui de D2 (2 %) : cela montre que le protocole D2 permet d’identifier 

beaucoup moins de séquences brutes que les autres protocoles mais ces séquences ont moins de 

chances d’être écartées après l’étape de nettoyage. La représentativité des séquences est donc 

accrue.  
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5.2.2.   Analyse 

La technologie Illumina® est celle qui a le meilleur rendement sur le marché concernant le 

séquençage nouvelle génération mais elle a un désavantage majeur : lors de la formation de la 

banque bio-informatique, un taux non négligeable d’erreur d’assignements des codes-barres a été 

identifié ; cet inconvénient peut engendrer des contaminations entre échantillons faisant partie du 

même cycle de séquençage (Gu et al., 2019). C’est pour cette raison que l’équipe de Biosellal voulait 

s’assurer que les séquences de bactéries et de bactériophages identifiées dans les échantillons 

n’étaient pas retrouvées dans les échantillons de l’autre projet présent dans le même cycle de 

séquençage. De plus, les bactéries du genre Pseudomonas, au même titre que d’autres bactéries, 

sont souvent retrouvées en tant qu’agents de contamination lors de la réalisation d’un NGS 

(Laurence et al., 2014). 

 L’hypothèse principale de contamination des échantillons serait donc une contamination au 

sein du laboratoire du Dr Giraud : il s’agirait probablement de restes de contaminants non viables. 

 

5.3. Affinage du séquençage  

Dans le tableau 20, on remarque que l’équipe du laboratoire Biosellal a utilisé le critère de 70 % 

d’homologie entre les séquences, recommandations actuelles de l’ICTV, pour classer les entérovirus 

bovins identifiés dans les échantillons dans les deux espèces d’entérovirus bovins reconnues à ce 

jour (Enterovirus E et Enterovirus F) (cf. § 2.1.1.2.). La présence d’un ancêtre commun (nœud au 

niveau d’un arbre phylogénétique) est également un critère utilisé par le laboratoire pour classer ces 

virus au sein des deux espèces. Le classement des virus au sein des sérotypes de chaque espèce 

n’a cependant pas été effectué ; une étude taxonomique plus poussée est nécessaire et permettrait 

peut-être de définir d’autres sérotypes d’entérovirus bovins.  

 Les séquences particulières identifiées par le laboratoire aux extrémités des régions N-

terminales de ces virus sont très probablement les séquences formant les poches hydrophobes 

autour des sites de fixation des « pocket factor » (cf. § 2.1.2.2.1.) : cela expliquerait le fait qu’une 

grosse divergence soit retrouvée entre les différents virus puisqu’il s’agit d’une zone caractéristique 

de chaque entérovirus. Le fait d’obtenir une séquence très éloignée des autres virus pour celui 

correspondant au N° Biosellal 1600015 pourrait également indiquer la potentielle découverte d’un 

nouveau sérotype au sein des espèces d’entérovirus bovins connues aujourd’hui. 
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Conclusion 

Les diarrhées chez le veau constituent encore aujourd’hui une dominante pathologique majeure 

dans les élevages et peuvent être causées par un très grand nombre d’agents pathogènes comme 

des bactéries, des virus ou des parasites. Ces agents peuvent intervenir très tôt dans la vie de 

l’animal et causent très souvent l’apparition de signes non spécifiques nécessitant une investigation 

plus poussée pour poser un diagnostic précis. Dans la grande majorité des cas, ces syndromes 

diarrhéiques sont causés par plusieurs agents pathogènes pouvant appartenir à des classes 

complètement différentes, compliquant ainsi l’établissement d’un lien de causalité entre un agent et 

la pathologie rencontrée. 

Les entérovirus bovins, peu étudiés jusqu’aujourd’hui, ont été identifiés dans plusieurs cas 

de syndrome diarrhéique depuis les années 1950 mais leur implication n’a jamais été formellement 

établie d’autant plus que ce sont des virus très résistants qui sont retrouvés très fréquemment dans 

l’environnement et qui sont plus souvent identifiés chez des bovins cliniquement sains que chez des 

bovins présentant des signes cliniques. L’établissement des postulats de Koch et des critères de Hill 

reste donc, dans les cas des infections aux entérovirus bovins, très difficile.  

L’étude menée par le laboratoire Biosellal à la demande du Dr Giraud a réussi à identifier, 

grâce à des outils technologiques très récents et très performants pour séquencer des génomes, 

pas moins de 15 entérovirus bovins différents dans 16 échantillons de terrain, majoritairement 

prélevés sur des bovins souffrant de diarrhées. L’étude phylogénétique et moléculaire qui en découle 

a bien montré que ces virus appartenaient tous à une des deux espèces reconnues aujourd’hui 

d’entérovirus bovins (Enterovirus E et Enterovirus F) même si une étude plus poussée aurait peut-

être permis de les classer au sein des différents sérotypes de chaque espèce, voire même dans de 

nouveaux sérotypes. Cependant, grâce à l’étude bibliographique menée dans la première partie de 

ce travail, il semble difficile d’incriminer uniquement ces virus dans les affections rencontrées sur le 

terrain puisque d’une part ces virus sont omniprésents dans les cheptels bovins et retrouvés très 

souvent chez des bovins cliniquement sains et d’autre part l’investigation qui précède le séquençage 

nouvelle génération n’a pas été aussi poussée pour tous les échantillons, laissant planer le doute 

sur une potentielle implication d’autres agents pathogènes. 

La réalisation d’autres études de ce type sur les entérovirus bovins en France, plus 

abordables aujourd’hui avec la standardisation du séquençage nouvelle génération, permettrait 

d’évaluer la prévalence de ces virus mais aussi de confirmer ou d’infirmer leur implication dans les 

syndromes diarrhéiques du veau. Ces études supplémentaires permettraient également de mieux 

comprendre la physiopathologie de ces virus qui pourraient être des pathogènes primaires de la 

maladie constatée en l’absence d’agents pathogènes classiquement rencontrés ou alors des agents 

de co-infection aggravant la maladie. 
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IMPLICATION DES ENTÉROVIRUS BOVINS DANS LES DIARRHÉES DU 

VEAU: ÉTUDE D'ÉCHANTILLONS PAR SÉQUENÇAGE NOUVELLE 

GÉNÉRATION 
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RÉSUMÉ : 

Les diarrhées chez le veau constituent la plus grande dominante pathologique dans les cheptels 

bovins et causent des pertes économiques majeures dans les élevages du monde entier. Celles-ci 

sont d’origine infectieuse, pouvant être causées par des bactéries, des virus ou encore des 

parasites, ou non-infectieuse incluant essentiellement des causes alimentaires. L’étiologie des 

diarrhées chez le veau est dans la très grande majorité des cas multifactorielle ce qui complique 

l’établissement des postulats de Koch et des critères de Hill, fondamentaux pour permettre 

d’associer une cause à une pathologie. 

Les entérovirus bovins, virus de la famille des Picornaviridae, sont de petits virus à ARN très 

résistants dans l’environnement omniprésents dans les élevages bovins et dans l’environnement qui 

font partie des potentielles causes de diarrhées chez le veau. Très peu de choses sont connues sur 

ces virus et ils sont très souvent considérés comme peu virulents et identifiés chez de très nombreux 

bovins cliniquement sains. Cependant plusieurs cas de diarrhées où ces virus ont été identifiés ont 

été recensés depuis leur découverte dans les années 1950.  

Une étude menée dans la Pas-De-Calais sur 16 bovins présentant dans la majorité des cas des 

diarrhées chroniques a permis l’identification de 15 entérovirus bovins appartenant aux deux 

espèces d’entérovirus bovins reconnues aujourd’hui (Enterovirus E et Enterovirus F) par 

séquençage nouvelle génération. Il est cependant difficile d’incriminer complètement et uniquement 

ces virus dans les affections retrouvées sur le terrain. 
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INVOLVEMENT OF BOVINE ENTEROVIRUS IN CALF SCOURS, A STUDY 

ON SAMPLES WITH NEW GENERATION SEQUENCING 

 

 

AUTHOR: Alexandre FEVAL 

 

SUMMARY: 

Calf scours account for the most prevailing disorder in cattle breeding, entailing major economic 

losses in the world.  They can be either infectious diseases, due to bacteria, virus or parasites, or 

non-infectious diseases, mainly foodborne. Calf scours’ etiology is most of the time multifactor, which 

complicates the verifying of Koch’s postulates and Hill’s criteria that is essential to be able to 

associate one cause with one condition. 

Bovine enterovirus, belonging to the Picornaviridae family, is a small ARN virus that is highly resistant 

and ubiquitous in the environment, particularly in bovine farms where it is potentially involved in calf 

scours. Little information is available but it is often considered as lowly virulent, being identified in 

many clinically sound bovine animals. However, since it has been discovered in the 1950s, several 

cases of diarrhea have been reported where this virus was identified. 

A study taking place in the department of Pas-de Calais in the North of France on 16 head of cattle 

with mainly chronic diarrhea, identified 15 enterovirus belonging to the 2 major families currently 

acknowledged (Enterovirus E or F), thanks to new generation sequencing. Nevertheless, it is difficult 

to fully and only involve this virus in the diseases identified on-farm. 
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