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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

Partout dans le monde, les maladies respiratoires sont des troubles de la santé 

des bovins avec des conséquences majeures dans tous les systèmes d’élevage avec 

stabulation. Elles compromettent la rentabilité et la durabilité de ce secteur. Les 

maladies respiratoires bovines (MRB) ont un impact important sur l'industrie bovine, 

avec des pertes économiques dues à la morbidité, à la mortalité, aux coûts de 

traitement et de prévention, à la perte de production et à la réduction de la qualité des 

carcasses (Duff, Galyean 2007; Fulton 2009). En particulier, les maladies respiratoires 

affectent les veaux aussi bien en élevage laitier qu’allaitant, dans le monde entier 

(Griffin 1997; Snowder et al. 2006; Pardon et al. 2013; Lehenbauer 2014). En France, 

par exemple, les pertes associées à ces maladies sont évaluées de 11 à 26% des 

revenus de ces ateliers (Bareille et al. 2008). De plus, le traitement des maladies 

respiratoires est une des principales causes d’utilisation d’antibiotiques, notamment 

dans les ateliers d’engraissement de jeunes bovins (Fulton 2009). Dans ce contexte, 

la surveillance et l’identification des pathogènes associés aux MRB permettrait de 

faciliter le développement de programmes thérapeutiques et vaccinaux ciblés et 

adaptés (Doyle et al. 2017). 

Les maladies respiratoires sont multifactorielles, causées par divers agents 

pathogènes qui agissent souvent en association (Taylor et al. 2010; Klima et al. 2019). 

Les virus comme le virus respiratoire syncytial bovin (BRSV), le coronavirus bovin 

(BCoV), le virus parainfluenza de type 3 (BPI3V) et le virus de la diarrhée virale bovine 

(BVDV) peuvent être des pathogènes directs et provoquer l’apparition de signes 

cliniques, ou prédisposer l’animal à une infection bactérienne (Mosier 2015). En effet, 

Babiuk et al. (Babiuk, Lawman, Ohmann 1988) et Baudet et al. (Baudet et al. 1994) 

concluent que les infections virales précèdent une pneumonie bactérienne dans 90% 

des cas ; en particulier celles qui sont dues au BRSV (Larsen et al. 1999; Uttenthal et 

al. 2000). Dans certains cas, les bactéries peuvent aussi être la cause primaire de la 

pneumonie (Tegtmeier et al. 1999; 2000). Les pathogènes bactériens les plus 

fréquemment impliqués sont des pasteurelles comme Mannheimia haemolytica, 

Pasteurella multocida et Histophilus somni, et des mycoplasmes dont Mycoplasma 

bovis (Bryson 1985; Griffin et al. 2010a). 
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Généralement, la broncho-pneumonie est détectée en observant des signes 

cliniques tels que la dépression, l'anorexie, l'écoulement nasal, la toux et la fièvre 

(Griffin et al. 2010b). Cependant, ces signes cliniques sont insuffisants pour déterminer 

l'agent pathogène causal de l’apparition de la maladie. Plusieurs méthodes permettent 

de prélever des échantillons au sein des voies respiratoires des bovins dans le but de 

mettre en évidence le ou les agent(s) pathogène(s), notamment l'écouvillonnage nasal 

(EN) ou nasopharyngé profond (ENP), l’aspiration trans-trachéale (ATT) et le lavage 

broncho-alvéolaire (LBA) en aveugle ou guidé par endoscopie (Doyle et al. 2017). Ces 

méthodes bien qu’invasives sont les principales méthodes utilisées en pratique pour 

la réalisation du prélèvement d’échantillons respiratoires (Fulton, Confer 2012).  

À notre connaissance aucune méthode de prélèvement de l’air expiré n’est utilisée 

à l’heure actuelle en routine dans le cadre du diagnostic des maladies respiratoires 

chez les bovins. L’émergence du coronavirus a toutefois suscité un intérêt pour cette 

approche. En effet, au cours de l’infection, les virus se répliquent dans les cellules 

épithéliales des voies respiratoires et sont excrétés dans l’air exhalé et les sécrétions 

nasales (Valarcher et al. 1999; Saif 2010a; Taylor et al. 2010). La transmission virale 

peut alors se faire par contact de mufle à mufle, via du matériel d’élevage contaminé 

par des gouttelettes expectorées et par aérosols. La transmission par aérosol a été 

démontrée de manière expérimentale en milieu clos (Mars, Bruschke, van Oirschot 

1999). Ainsi, se pose la problématique de la mise au point d’outils innovants pour la 

détection des agents viraux respiratoires dans l’air afin de permettre le diagnostic 

étiologique des MRB de façon rapide, simple et non invasive pour réduire a minima le 

stress créé chez l’animal, et afin qu’il soit réalisable à l’échelle du troupeau pour 

monitorer son statut sanitaire. 

Pour introduire cette problématique, la description des méthodes actuelles de 

collecte des échantillons à visée diagnostique dans les voies respiratoires des bovins 

vivants souligne les limites et la lourdeur des techniques actuellement disponibles. De 

plus, les méthodes de détection utilisées en routine impliquent que les échantillons 

soient acheminés vers un laboratoire d’analyses pour y être traités ; les résultats ne 

sont pas disponibles le plus souvent avant plusieurs jours, et ne peuvent pas être pris 

en compte dans les choix thérapeutiques. De ce constat, découlent la nécessité de 

comprendre parfaitement les modalités de transmission virale par voie aérienne et le 

développement de méthodes pour la collecte des agents pathogènes en suspension 
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dans l’air. L’étude du coronavirus bovin (BCoV) comme modèle infectieux et la 

compréhension de son rôle pathogène en pathologie respiratoire va permettre de 

dégager les caractéristiques virales essentielles à appréhender pour le détecter en 

routine sur des bovins atteints de MRB. 

Dans un second temps, l’étude expérimentale portera sur la mise au point et d’un 

outil innovant portatif destiné à la détection des agents viraux respiratoires dans l’air 

expiré chez le veau, de façon simple et rapide, et applicable directement dans les 

élevages ; et son évaluation grâce au modèle d’infection expérimentale de veaux par 

le BCoV. 
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE INTRODUCTIVE 

I. Collecte d’échantillons respiratoires sur 
animal vivant : inventaire des méthodes 
actuelles 

Dans cette partie, nous nous intéresserons uniquement aux méthodes de 

collecte qui permettent le prélèvement direct d’échantillons dans l’appareil respiratoire 

sur un animal vivant dans le but d’un diagnostic étiologique en présence d’une affection 

respiratoire . La description des méthodes actuelles de collecte est élargie à tous les 

agents pathogènes respiratoires, à la fois bactériens et viraux. 

Les méthodes de prélèvement ante-mortem permettant d’obtenir des 

échantillons des voies respiratoires des bovins comprennent : l’écouvillonnage nasal 

ou nasopharyngé profond, l’ aspiration trans-trachéale et le lavage broncho-alvéolaire. 

1. Conditions préalables au prélèvement 

Préalablement, dans le cadre du diagnostic étiologique des MRB, il faut prendre 

en considération plusieurs modalités propres à ces affections. Les prélèvements 

doivent être adéquats ; c’est-à-dire idéalement localisés dans le site respiratoire de 

prédilection des pathogènes en cause, au bon moment au cours de l’infection 

(Baskerville 1981). En effet, l’appareil respiratoire inférieur est plus susceptible 

d’héberger les agents pathogènes responsables de la pneumonie et sont moins 

susceptibles d’être contaminés par des agents commensaux de l’appareil respiratoire 

supérieur ; cette région anatomique est par ailleurs particulièrement difficile à prélever 

de façon non invasive.  

En plus des considérations liées à l'accès au moment de l'échantillonnage, le 

moment du prélèvement est d’une importance majeure. Le moment doit être considéré 

dans le contexte du cycle de multiplication et de colonisation des agents pathogènes 

chez l'animal hôte. Les concentrations de particules virales présentes dans les 
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sécrétions varient fortement au cours des différentes phases de l’infection. Par 

exemple, dans la plupart des infections respiratoires virales, la concentration de 

particules virales dans les sécrétions nasales est faible pendant les 2 premiers jours, 

puis elle augmente ensuite rapidement et reste élevé pendant encore 4 à 5 jours, pour 

diminuer progressivement et disparaître après 10 jours environ. Pour détecter de façon 

fiable un virus respiratoire, il est important d’intervenir au tout début de l’évolution, à la 

phase d’hyperthermie ou des symptômes cliniques (jetage séreux, fréquence et 

amplitude respiratoires augmentées), ces derniers étant quelquefois le signe tardif et 

postérieur à l’excrétion virale par les voies respiratoires supérieures (Fortier 1997). Il 

existe néanmoins des variations dans ce modèle d'excrétion selon l’agent pathogène 

considéré. En pratique, les difficultés de prélèvement surviennent lorsque le vétérinaire 

est appelé pour examiner un animal une fois que les signes de la maladie respiratoire 

sont graves, et qu’ils évoluent depuis plusieurs jours. Dans de tels cas, il est tout à fait 

probable que le stade d'excrétion maximale du virus soit dépassé, souvent les signes 

cliniques graves ou marqués survenant plutôt aux stades tardifs ou avancés de 

l’infection. Pour cette raison, il est conseillé de prélever des échantillons sur plusieurs 

animaux dans le groupe dans le but de couvrir les différentes phases de l'infection, et 

ainsi augmenter la probabilité de détection de l'agent primaire. 

2. L’écouvillonnage nasal (EN) et l’écouvillonnage 
nasopharyngé profond (ENP) 

L’écouvillonnage de l’appareil respiratoire supérieur permet le prélèvement de 

mucus nasal et de cellules de la partie proximales et distales des cavités nasales et 

du pharynx. 

2.1. Matériel 

Le prélèvement nécessite comme unique matériel un écouvillon stérile. 

L’écouvillon utilisé doit être assez long, au moins 30 cm (Allen et al. 1991a) jusqu’à 76 

cm (Godinho et al. 2007). Il faut proscrire les écouvillons avec un manche en bois et/ou 

une tête en coton car ils réduisent la probabilité de succès des isolements bactériens 

et viraux (Baskerville 1981). Les écouvillons constitués d’un bourgeon en fibres de 
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polyester favorisent le brossage en raclant plus efficacement les cellules de la 

muqueuse que le coton ; en outre, elles ne provoquent pas d'inhibition des micro-

organismes et les cellules hôtes se détachent plus facilement de la surface de 

l'écouvillon lors de la réalisation du frottis (Oates, Selwyn, Breach 1971; Phillips, Grim 

1965). Quant au manche, une tige fine métallique ou une tige de plastique sont 

préférables. 

De nombreuses études utilisent un écouvillon utérin destiné aux prélèvements 

lors de métrite chez la jument ; ils permettent un prélèvement suffisamment profond 

de l’appareil respiratoire haut. De plus, ces écouvillons sont protégés dans une gaine 

qui permet la progression dans les cavités nasales proximales sans contamination par 

la flore commensale. D’après Doyle et al., ces écouvillons utérins sont plus longs que 

nécessaire dans le cas d’ENP et rendent la mise en œuvre délicate (Doyle et al. 2017).  

2.2. Réalisation  

Pour réaliser le prélèvement, une contention minimale est nécessaire. Dans la 

méthode décrite par Allen et al., les bovins dont le poids est supérieur à 100kg sont 

debout dans une cage de contention avec la tête relevée à l’aide d’un support ou d’une 

corde autour des cornes (Allen et al. 1991a). Pour les jeunes veaux, un licol suffit pour 

la contention ; Godinho et al. font tenir le veau par un assistant avec la tête maintenue 

en extension (Godinho et al. 2007). Quel que soit le format du bovin, aucune sédation 

n’est généralement nécessaire.  

Préalablement au prélèvement, le mufle peut être nettoyé des éventuels 

écoulements avec un tampon imbibé de sérum physiologique (Fedida et al. 1985). 

L’écouvillon doit, ensuite, être introduit dans la cavité nasale et enfoncé d’au moins 15 

centimètres pour un EN, et de 20 cm pour un ENP sur un gros bovin (McDaneld, 

Kuehn, Keele 2018). Sur des veaux de moins de 100 kg, les cavités nasales étant plus 

courtes, l’ENP est réalisé à moindre profondeur. Une fois que la profondeur 

d’écouvillonnage souhaitée est atteinte, l’écouvillon est frotté vigoureusement contre 

la muqueuse en effectuant des mouvements de rotation (Allen et al. 1991a). La qualité 

du prélèvement dépend de cette phase, puisque les recherches virales dépendent de 

la quantité de cellules recueillies (Maillard, Douart 2003). Certains auteurs 

recommandent de frotter jusqu’à la rosée sanguine pour prélever des cellules car 
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certains virus sont intracellulaires, mais cette action n’est pas nécessaire et peut 

provoquer une épistaxis. Si l’écouvillon utilisé est muni d’une gaine de protection, 

l’écouvillon est extrait de la gaine une fois le site de prélèvement atteint puis réintégré 

à l’intérieur une fois le prélèvement réalisé (Godinho et al. 2007). 

 

 

Figure 1 : Réalisation de l'écouvillonnage nasal en pratique. (A) Contention du veau par un 
assistant avec la tête en extension. (B) Visualisation des cavités nasales en coupe 

longitudinale lors de l’écouvillonnage chez le veau. (Joulié, Herman, Nicolas 2023) Crédit 
photo : Zoetis. 

 

 

A 

B  



19 sur 157 

2.3. Conditionnement de l’échantillon 

Pour l’analyse ultérieure de l’échantillon prélevé, s’il n’est pas utilisé sur place, 

l’écouvillon doit être placé dans un support de transport qui le protègera contre la 

dessication, les fluctuations de pH et de température. Certains contiennent un milieu 

nutritif (Baskerville 1981) mais celui-ci n’est pas souhaitable car il peut interférer avec 

les analyses ultérieures. Il permet aussi la désorption des cellules collectées (Allen et 

al. 1991a). Le délai d’acheminement doit être inférieur à 24h, si possible sous couvert 

du froid positif (Maillard, Douart 2003) ou congelé à -20°C pour une recherche de virus 

si celle-ci est différée au-delà. 

Le prélèvement pourra alors être mis en culture pour un isolement viral avec 

recherche d’effet cytopathogène et/ou immunochimie. Dans la mesure où un milieu de 

transport a été utilisé, une recherche de bactéries ou de champignons sera également 

possible. Toutefois ce prélèvement est principalement utilisé pour des examens 

virologiques, car il existe un risque de contamination du prélèvement par la flore 

bactérienne commensale, rendant cette méthode de prélèvement peut pertinente pour 

la recherche bactérienne. 

2.4. Avantages et inconvénients 

Les EN sont faciles à prélever et nécessitent peu de contention, essentiellement 

sur les veaux. Néanmoins, les résultats de l’isolement en culture peuvent s’avérer 

difficiles à interpréter en présence de germes commensaux (Doyle et al. 2017). Les 

ENP sont une technique d'échantillonnage de la cavité nasale, qui permet de 

s’affranchir de la contamination par les bactéries commensales (Holman et al. 2015; 

Taylor et al. 2015; Timsit et al. 2016; Johnston et al. 2017). De plus, les écouvillons 

sont très sensibles à la dessication rapide ; qui peut entrainer des résultats faussement 

négatifs notamment pour Mycoplasma bovis (Thomas et al. 2002). 

L’écouvillon protégé par une gaine utilisé pour un ENP est plus coûteux que 

l’écouvillon nasal simple utilisé pour un EN. De plus, l’ENP nécessite une contention 

plus ferme lors du prélèvement. Par conséquent, la contention nécessaire peut 

augmenter le stress sur l'animal, ce qui n’est pas idéal chez un animal en détresse 
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respiratoire ;  le gain n’est pas rentable lorsqu’il s’agit de prélever un grand nombre de 

veaux (McDaneld, Kuehn, Keele 2018). 

Dans les études de culture bactérienne de Doyle et al. (Doyle et al. 2017) et de 

séquençage génétique de McDaneld et al. (McDaneld, Kuehn, Keele 2018), le site 

d'échantillonnage, nasal ou nasopharyngé profond, n'a pas influencé la nature et la 

diversité des populations bactériennes de la cavité nasale supérieure. Ces résultats 

démontrent que des EN plus courts et moins invasifs produisent des résultats 

similaires aux ENP. D’autant plus, qu’en réalisant des EN sur de nombreux veaux, la 

sensibilité de la méthode de collecte augmente (Pohjanvirta et al. 2021). 

3. L’aspiration trans-trachéale (ATT)  

L’aspiration trans-trachéale (ATT) est une méthode de lavage broncho-

alvéolaire avec un abord directement dans l’appareil respiratoire inférieur via la trachée 

pour prélever du mucus et éventuellement des cellules trachéo-bronchiques. Ainsi, 

contrairement aux autres méthodes employées par voie nasale, elle permet d’éviter le 

passage dans l’appareil respiratoire supérieur, les cavités nasales, le pharynx et le 

larynx pour pénétrer directement dans la trachée. 

Si l’ATT a été utilisée avec un intérêt diagnostique dès les années 60 en 

médecine humaine, il a fallu attendre 1974 pour voir décrite une méthode d’aspiration 

trans-trachéale en médecine vétérinaire. Il s’agissait d’une étude menée par Creighton 

et Wilkins sur des chiens afin d’évaluer la validité de l’ATT dans le diagnostic 

étiologique des maladies respiratoires (Creighton, Wilkins 1974). Par la suite, Mac 

Laughlin et Miske adaptent cette technique aux bovins et réalisent des ATT sur des 

veaux Holstein en bonne santé afin d’évaluer les éventuelles complications inhérentes 

à la technique (McLaughlin, Miske 1980). Puis, Viso et al. ont mis au point et développé 

en 1983 une technique d’ATT afin d’obtenir, aisément et avec une bonne innocuité, 

des prélèvements trachéo-bronchiques sur le terrain, qui soient exploitables au 

laboratoire (Viso, Espinasse, Laval 1983; Viso, Espinasse 1988). Étant eux-mêmes 

praticiens, Zundel, Lamblin et Gouffe ont tenté de proposer une technique d’ATT 

réalisable par tout vétérinaire et dans toutes les conditions d’élevage qui se rapproche 

de la technique telle qu’elle est pratiquée aujourd’hui (Zundel et al. 1985). 
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3.1. Matériel 

Le matériel utilisé actuellement est relativement identique à celui décrit par 

Zundel et al. (Zundel et al. 1985; Navetat 1995). Il se compose principalement d’un 

cathéter veineux stérile de 50 cm (Espinasse et al. 1991) à 75 cm de longueur et de 

1,5 mm de diamètre interne. Le modèle le plus couramment utilisé est l’ORX-

CENTRACATH (Vygon, Ecouen, France). Pour la réalisation du prélèvement, une 

seringue stérile de 50 ml, des aiguilles stériles, une poche de liquide physiologique 

(NaCl à 0,9%) et des tubes à prélèvements stériles de 5 ml type Vacutainer® sont 

également nécessaires. 

3.2. Réalisation  

La contention est identique à celle décrite dans le cadre d’un EN ou d’un ENP. 

La tête doit être attachée bien en hauteur afin que l’encolure se trouve en extension 

modérée et que la tête reste dans l’axe du corps. Dans cette position, la trachée et ses 

anneaux sont facilement palpables à mi-hauteur de l’encolure. Comme pour l’EN ou 

l’ENP, dans la plupart des cas aucune sédation n’est nécessaire. Pour limiter le stress 

du bovin et améliorer la qualité de prélèvement, Angen et al. utilise une sédation avec 

de la xylazine à 0,1-0,2 mg/kg par voie intra-musculaire (Angen et al. 2009). 

Néanmoins, la sédation n’est pas conseillée, car les bovins prélevés sont insuffisants 

respiratoires à des degrés plus ou moins marqués, ce qui rend délicate l’utilisation 

d’α2-agonistes (xylazine notamment).  

Le site de ponction est situé dans le plan médian de l’encolure plutôt à la limite 

entre le tiers moyen et le tiers inférieur, c’est-à-dire 7 à 10 cm distalement au larynx 

sur des veaux de moins de 100kg selon Angen et al. (Angen et al. 2009). Il est conseillé 

de ponctionner du côté droit afin d’éviter de léser l’œsophage. Pour préparer le site de 

ponction, une tonte est réalisée ainsi qu’une désinfection chirurgicale à l’aide de 

dérivés iodés (Espinasse et al. 1991). Avant de commencer l’opération, il faut estimer 

la longueur nécessaire du cathéter en l’appliquant le long de l’encolure, sans le sortir 

de son emballage stérile, et en mesurant la distance entre la zone de ponction et 

l’entrée de la poitrine. Une anesthésie locale à la lidocaïne peut être envisagée (Angen 

et al. 2009) ; mais elle est en pratique inutile si la contention est correctement assurée. 

Avant la mise en place du cathéter, certaines études recommandent de réaliser une 
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incision cutanée de 1 cm en regard de la trachée (Angen et al. 2009) pour éviter 

d’endommager la tubulure du cathéter lors de la ponction. À cet endroit, la trachée est 

trocardée avec le mandrin placé ventralement et perpendiculairement à son axe, entre 

deux anneaux, le biseau étant dirigé vers le bas. Le cathéter est ensuite poussé 

délicatement dans la trachée, sans forcer et en déplissant au fur et à mesure la gaine 

de protection stérile. Le passage du carrefour trachéobronchique est marqué par une 

toux réflexe assez forte. Le cathéter est alors introduit sur quelques centimètres 

supplémentaires. Selon l’âge et la taille des animaux, il se trouve alors enfoncé pour 

une longueur totale de 40 à 70 cm. 

Une fois en place, le lavage trachéobronchique peut être réalisé. Cinquante mL 

de soluté de chlorure de sodium, préparé dans la seringue stérile, sont alors injectés 

dans le cathéter. Immédiatement après, l’opérateur aspire une partie du liquide injecté. 

La quantité de liquide ainsi récupéré varie de 1 à 10 mL, avec une moyenne de 2 à 3 

mL. L’aspect trouble et muqueux du liquide signifie que celui-ci ne représente pas 

uniquement le volume résiduel de soluté contenu dans le cathéter et que le 

prélèvement est réussi. Dans le cas contraire, on peut, sans risque pour l’animal, 

réinjecter 50 ml de chlorure de sodium stérile et aspirer de nouveau. Si le prélèvement 

semble trop contaminé par du sang, il est préférable de recommencer l’opération en 

ponctionnant plus ventralement. 

Le cathéter et le trocart sont retirés ensemble de façon à ne pas couper le 

cathéter avec le trocart dans la trachée. Le point de ponction est à nouveau désinfecté. 

La cicatrisation se fera par seconde intention, sans qu’il soit nécessaire de faire des 

points cutanés. 
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Figure 2 : Réalisation de l’aspiration trans-trachéale en pratique. (A) Contention d’un bovin 
adulte au cornadis avec la tête en extension et visualisation du site de ponction tondu. (B) 

Visualisation de la trachée en coupe longitudinale après mise en place du trocard et lors de 
la progression du cathéter dans la trachée chez le bovin adulte. (Joulié, Herman, Nicolas 

2023) Crédit photo : Zoetis. 

3.3. Conditionnement de l’échantillon 

Le prélèvement est alors introduit dans le tube stérile prévu à cet effet. Il est 

conservé à 4°C au réfrigérateur et doit être idéalement analysé dans les 24h.  

A 

B 
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3.4. Avantages et inconvénients 

Cette technique ne nécessite généralement pas de sédation. Même si l’ATT 

permet un prélèvement de l’appareil respiratoire profond en s’affranchissant des 

contaminations par les germes commensaux du nasopharynx, la procédure est 

invasive et chronophage. Peu de complications sont à redouter. Des hématomes et un 

léger emphysème peuvent apparaître sur la zone de ponction ; ils sont sans gravité.  

Cette méthode est plus invasive que le LBA que nous allons décrire maintenant, 

et nécessite une préparation chirurgicale du site de ponction trachéal et une asepsie 

correctement réalisée. 

4. Lavage broncho-alvéolaire (LBA)  

Le lavage bronchoalvéolaire (LBA) a pour objectif de prélever des sécrétions et 

des cellules bronchiques et alvéolaires. C’est la seule technique qui permet de 

récupérer du liquide alvéolaire et un échantillon assez riche en cellules. En effet, le 

matériel collecté est constitué de cellules prélevées dans l’appareil respiratoire profond 

et exempt des cellules dégénérées et du mucus qui caractérisent les échantillons 

prélevés dans le nasopharynx (Caldow 2001). 

À la fin des années 70, (Wilkie, Markham 1979) ont introduit le lavage 

bronchoalvéolaire chez les bovins vivants comme un outil de recherche sûr et 

reproductible qui a ensuite été utilisé dans de nombreuses autres études pour l'étude 

de la réponse immunitaire cellulaire et humorale dans les voies respiratoires 

inférieures des bovins. 

Le LBA peut être réalisé selon deux abords : par sondage nasal (Fogarty 1990; 

Caldow 2001) ou sous endo-bronchoscopie (Pringle et al. 1988; Allen et al. 1991b). Il 

faut savoir que l’abord par sondage nasal est peu utilisé chez les veaux en raison d’un 

méat ventral des cavités nasales trop étroit à cet âge-là. 
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4.1. Matériel 

• Prélèvement par sondage nasal : 

Il nécessite un cathéter de LBA composé de deux tubes. Un tube extérieur, mesurant 

1 m de long, avec un calibre de 8 mm et une épaisseur de paroi de 1 à 75 mm permet 

d’introduire et de guider un tube intérieur, de 2 m de long, avec un calibre de 4,5 mm 

et une épaisseur de paroi de 0 à 9 mm. Le tube extérieur peut être stérilisé mais le 

tube intérieur est à usage unique. 

• Prélèvement par endoscopie : 

Il est réalisé à l’aide d’un fibroscope souple. Chez les bovins adultes, on utilise un 

endoscope de grande taille, d’une longueur de 2 m et de 12 mm de diamètre. Chez le 

veau, en revanche, le diamètre de l’endoscope ne sera que de 8 à 9 mm (Falcy et al. 

2003).  

Dans tous les cas, le liquide de lavage le plus couramment utilisé est le soluté 

salé isotonique (Schelcher et al. 1992). Pour la réalisation du prélèvement, une 

seringue stérile de 50 ml, des aiguilles stériles, et des tubes à prélèvements stériles 

de 5 ml type Vacutainer® ou Falcon® sont également nécessaires. 

4.2. Réalisation  

Dans tous les cas, il faut une excellente contention afin de maintenir la tête bien 

droite et de ne pas introduire le tube dans l’œsophage.  

Quelle que soit la méthode, la voie d’abord est généralement le méat ventral 

des cavités nasales du bovin. Une anesthésie locale par aspersion de lidocaïne dans 

les cavités nasales est suffisante pour le sondage simple. Mais chez un animal de 

moins de 200 kg, le fibroscope peut être introduit par voie buccale. Il sera protégé par 

la mise en place d’un pas d’âne et d’un tube de plastique rigide.  

Idéalement, le matériel doit être recouvert d’une gaine de plastique souple, 

interdisant les contaminations nasopharyngées. Celle-ci est retirée après l’entrée dans 

la trachée comme recommandé par (Hoffman et al. 1990).  
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Pour la méthode guidée par endoscopie, une tranquillisation est systématique 

avec de la xylazine à 0,25 mg/kg en IM, voire une anesthésie à l’aide de kétamine (5 

mg/kg en intra-veineuse). On limite ainsi les risques de réaction brutale de l’animal 

pouvant abîmer le matériel et blesser les voies respiratoires. L’animal est alors ensuite 

placé en position sternale (Pringle et al. 1988). 

• Prélèvement par sondage nasal :  

La méthode de Caldow (Caldow 2001) redécrit la méthode de Fogarty (Fogarty 1990). 

Le mufle et la partie externe des cavités nasales sont nettoyés avec une lingette. Une 

anesthésie locale peut être réalisée pour empêcher le larynx de se refermer. Le tube 

externe est introduit le long du méat ventral du côté médial jusqu’à sentir la résistance 

du larynx. Avec une légère pression, le tube est poussé dans la trachée lorsque 

l’animal inspire. Ce passage doit provoquer une toux réflexe. À cette étape, il faut 

s’assurer de ne pas être dans l’œsophage et si tel est le cas, retirer légèrement le tube 

et retenter de passer au-delà du larynx. Une petite quantité de lubrifiant obstétrical 

stérile est répartie sur la pointe du tube intérieur qui est ensuite introduit à travers le 

tube extérieur jusqu’à ce qu’il parvienne à la bifurcation bronchique. Une seringue de 

50 mL remplie de solution isotonique stérile tiédie à la température de 37°C est 

attachée au tube intérieur et la solution est injectée dans les poumons. Après 20 

secondes, le fluide de lavage est aspiré, à raison d’environ 10 à 30 mL, avant d’être 

conditionné. 

• Prélèvement par endoscopie : 

Allen et al. (Allen et al. 1991a) suit la technique décrite par Pringle et al. (Pringle et al. 

1988). De la même façon que précédemment, l’endoscope est introduit via le méat 

ventral de la cavité nasale jusqu’à atteindre la bifurcation des bronches ; le guidage 

est aisé grâce à la visualisation des structures. Une fois l’endoscope inséré dans une 

bronche, du liquide de lavage stérile est introduit par le canal de l’endoscope (Maillard, 

Douart 2003). Ce dernier peut être tiédi avant le prélèvement afin de limiter la toux 

(Falcy et al. 2003). Après quelques secondes, le liquide est aspiré doucement, à l’aide 

de la même seringue. Schelcher et al proposent d’injecter de 30 à 60 ml de sérum 

physiologique pour des recherches microbiologiques (Schelcher et al. 1992). 
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Figure 3 : Réalisation du lavage broncho-alvéolaire en pratique. (A) Matériel nécessaire à la 
réalisation du LBA : tubes extéririeur et intérieur, soluté isotonique stérile, seringue, aiguille, 

tube de prélèvement. (B) Contention d’un gros veau attaché avec un licol avec la tête en 
extension et injection de la solution isotonique. (Joulié, Herman, Nicolas 2023) Crédit photo : 

Zoetis. 

4.3. Conditionnement de l’échantillon 

Les échantillons obtenus sont conditionnés et acheminés selon les mêmes 

règles que ceux obtenus par aspiration trans-trachéale. D’après Van Driessche et al., 

les taux d'isolement optimaux de M. haemolytica et P. multocida à partir d'échantillons 

cliniques collectés avec un LBA non endoscopique sont obtenus après stockage entre 

0°C et 8°C, à condition que l'échantillon soit cultivé dans les 24h suivant 

l'échantillonnage (Van Driessche et al. 2020). 

A 

B 
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4.4. Avantages et inconvénients 

Le LBA permet la collecte d’un échantillon représentatif de l’appareil respiratoire 

profond. Il fournit un prélèvement assez riche en cellules donc elle doit être privilégiée 

quand on suspecte une pneumonie (Caldow 2001). Il est d’ailleurs, plus intéressant 

pour l’isolement bactérien que les prélèvements de l’appareil respiratoire supérieur où 

les pathogènes respiratoires détectés peuvent être commensaux (Caldow 2001). 

De plus, comme le LBA échantillonne uniquement l'unité bronchoalvéolaire 

distale dans laquelle le tube est introduit, il est possible de manquer la détection des 

agents pathogènes qui ne sont pas uniformément répartis dans le poumon (Doyle et 

al. 2017). 

Le LBA est sans aucun doute une méthode précise pour déterminer la présence 

d'espèces bactériennes et de mycoplasmes dans le poumon, et peut fournir des 

informations utiles pour le diagnostic des infections virales, mais un certain nombre de 

considérations pratiques tendent à limiter son utilisation en clinique (Godinho et al. 

2007). 

• Prélèvement par sondage nasal : 

Pour réaliser le LBA sans endoscope, une formation préalable est indispensable. Les 

avantages sont d’abord d’ordre économique : les cathéters pour le LBA sont bon 

marché (Van Driessche et al. 2017) et peuvent être stérilisés et réutilisés, ce qui rend 

possible son utilisation à l’échelle collective. Cependant, l'échantillonnage des 

bronches se fait à l'aveugle, souvent dans les lobes caudaux de façon probabiliste, 

donc pas nécessairement dans la région ventro-crâniale, où se localise la grande 

majorité des pneumonies bactériennes chez le veau (Allan et al. 1985; Allen et al. 

1991b; Dagleish et al. 2010). En pratique, cela ne semble pas poser problème puisque 

même en l’absence de lésions macroscopiques dans les lobes caudaux, il n’y a 

aucune différence lors du prélèvement que ce soit pour les cellules ou les micro-

organismes, entre les lobes pulmonaires crâniaux et caudaux, mais seulement des 

changements significatifs du point de vue statistique dans le nombre de cellules 

(Pringle et al. 1988).  
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• Prélèvement par endoscopie :  

L'utilisation d'un endoscope permet un positionnement précis de la canule de collecte 

dans les bronches des lobes apicaux du poumon, qui sont souvent ceux où se localise 

la pneumonie (Caldow 2001). Cependant, le coût de l'équipement exclut cette 

approche pour un diagnostic de routine, d’autant plus en tenant compte du risque 

d'endommagement d’un matériel couteux lors de l'utilisation en fermes. Par ailleurs, 

une stérilisation du matériel est requise entre chaque animal, ce qui rend son utilisation 

à l’échelle collective laborieuse. 

En effet, il n’est pratiquement pas réalisé dans les élevages car il nécessite une 

anesthésie générale et majore le risque de détresse respiratoire sur des animaux dont 

la fonction respiratoire est déjà détériorée. 

5. Comparaison entre les méthodes 

Des études antérieures (Allen et al. 1991b; DeRosa et al. 2000; Godinho et al. 

2007) ont comparé les résultats de cultures bactériennes obtenues à partir de 

prélèvements par ENP, ATT et LBA sur des bovins avec des signes respiratoires. Elles 

se sont accordées à montrer que les résultats de l’ENP concordaient souvent, mais 

pas toujours, avec les résultats d’un prélèvement de l’appareil respiratoire profond de 

façon correcte à l’échelle individuelle et de façon forte à l’échelle du groupe. 

Plus récemment, (Capik et al. 2017) conclut de la même façon que l’ENP 

concorde de façon fiable avec le LBA, après culture des pasteurelles d’intérêt 

respiratoire. (Van Driessche et al. 2017) précise que les échantillons de LBA non 

endoscopiques sont beaucoup moins envahis par les bactéries commensales du 

nasopharynx que les échantillons d’ENP dans les conditions de son étude, ce qui 

facilite l'interprétation clinique et entraîne un retour sur investissement plus élevé dans 

la culture bactériologique. 
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L’étude de (Doyle et al. 2017) sur des veaux laitiers apporte des connaissances 

sur la valeur comparative des 4 techniques de prélèvement décrites plus haut, en 

prenant l’ATT comme référence : 

• L’EN, l’ENP et le LBA ont montré une très bonne concordance par rapport à 

l’ATT pour M. haemolytica, P. multocida et M. bovis. Ainsi, les 4 méthodes sont 

similaires pour prédire la présence des pasteurelles d’intérêt et les 

mycoplasmes dans les poumons. 

 

• Lorsque le BRSV a été détecté, l'accord avec l’ATT était modéré pour l’EN, bon 

pour l’ENP et très bon pour le LBA. Lorsque le BCoV a été détecté, la 

concordance avec l’ATT était modérée pour l’EN et l’ENP, et bonne pour le LBA, 

bien que l’EN et l’ENP aient tous deux donné des proportions significativement 

plus élevées de résultats positifs que l’ATT. Pour les virus, le LBA voire l’ENP 

pour le BRSV semblent plus fiables. 

Actuellement aucun travail n’a étudié si l'accord relatif entre ces tests de 

diagnostic est le même pour d'autres classes de bovins atteints de MRB, tels que les 

bovins de parc d'engraissement ou les bovins d'élevage.  
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II. Méthodes de détection virale en routine 

Une fois les échantillons collectés, il faut détecter la présence d’un ou plusieurs 

agent(s) pathogène(s) cible(s), et éventuellement quantifier la charge microbienne. 

Les méthodes utilisées actuellement pour identifier les agents pathogènes 

respiratoires viraux, à partir des prélèvements détaillés précédemment, comprennent : 

la culture virale, les tests immuno-enzymatiques (ELISA) et la détection par 

amplification moléculaire avec la PCR ou la LAMP (Fulton, Confer 2012; Pansri et al. 

2020).  

1. Isolement viral 

L’isolement viral permet d’évaluer la capacité des virus à croitre en culture 

cellulaire. C’est la méthode qui était utilisée traditionnellement avant le développement 

de méthodes de diagnostic moléculaires plus récentes (Fulton, Confer 2012).  

Bien que la plupart des isolats de BCoV se multiplient mal en culture cellulaire 

et ne produisent pas d’effets cytopathiques qu'après un passage en aveugle, plusieurs 

types cellulaires ont permis l'isolement primaire du virus. Actuellement, l’isolement viral 

du BCoV a été établi sur une culture de cellules hRT-18g, une lignée cellulaire établie 

dérivée d'un adénocarcinome rectal humain (Saif et al. 1988). 

Lors de l’incubation en culture cellulaire, la réplication virale peut être mise en 

évidence directement via des effets cytopathologiques ou bien indirectement par 

révélation avec des anticorps fluorescents, un test ELISA ou de l’immunohistochimie. 

En revanche, les méthodes de culture traditionnelles nécessitent généralement 

plus de 24 heures, des techniques microscopiques et un personnel hautement qualifié, 

éliminant ainsi les principaux avantages d'un système entièrement automatisé et 

rapide (Fronczek, Yoon 2015). 
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2. Test immuno-enzymatique (ELISA) 

Les tests immuno-enzymatiques (ELISA) mesurent la capture de l'antigène viral 

par un anticorps. Les résultats de l'ELISA sont souvent rapportés sous forme de 

densité optique de la réaction résultante de la fixation d’un deuxième anticorps marqué 

avec une enzyme réagissant avec son substrat (Fulton, Confer 2012). 

Un test ELISA a été développé pour la détection des antigènes de l'herpèsvirus 

bovin de type 1 (BHV-1) dans des échantillons d'écouvillons nasaux prélevés sur des 

animaux infectés (Collins et al. 1985). Dans cette étude, le seuil de détection permis 

par le test ELISA était inférieur en moyenne de 103.5 doses infectieuses par rapport au 

seuil de détection de la culture cellulaire. Un test ELISA de capture antigénique basé 

sur l'utilisation d'un seul anticorps monoclonal (Mab13) (Hussain, Storz, Kousoulas 

1991) qui reconnaît un épitope de la glycoprotéine S du BCoV avec la réactivité la plus 

large a été testé sur des EN de bovins présentant des signes respiratoires après 

l’allotement en engraissement (da Silva et al. 1999). La sensibilité du test ELISA a été 

comparée à l’isolement viral par inoculation en culture cellulaire (hRT-18g). Il est alors 

sensible et spécifique, mais moins sensible que l’isolement viral ; en revanche, il est 

beaucoup plus rapide donc utile pour le traitement d'un grand nombre d'échantillons 

de terrain. 

Plus récemment, aux États-Unis, Lathrop et al. ont utilisé un test ELISA 

développé par Smith et al pour détecter le BCoV dans des échantillons de surnageants 

obtenus après écouvillonnage comme décrit par Hasoksuz et al. (Smith et al. 1996; 

Hasoksuz et al. 1999; Lathrop, Wittum, Loerch, et al. 2000; Lathrop, Wittum, Brock, et 

al. 2000; Cho et al. 2001). Dans l’étude d’Angen et al., le liquide d’ATT est analysé par 

des tests ELISA décrits par Uttenthal et al. (Uttenthal et al. 2000; Angen et al. 2009). 

3. Méthodes d’amplification moléculaire 

Les méthodes d'amplification de l'acide nucléique, telles que la RT-qPCR ou la 

RT-LAMP, sont souvent la technique choisie pour la détection des virus en raison de 

leur sensibilité et de leur spécificité élevées (Fronczek, Yoon 2015). Malgré les 

nombreux avantages de ces méthodes de détection, leur mise en œuvre nécessite 
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plusieurs heures, un équipement coûteux et une qualification approfondie pour leur 

mise en œuvre. De plus, il est très important de noter que la détection de l’acide 

nucléique dans l’aérosol n’est pas en corrélation avec la viabilité du virus dans 

l’aérosol. La capacité de détecter à la fois les virus non viables et viables et de 

déterminer la fraction de ceux-ci qui est infectieuse est importante pour l’évaluation 

des risques, car les virus non viables ne provoquent pas d’infections (Pan, Lednicky, 

Wu 2019). 

3.1. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Traditionnellement, a PCR consistait à amplifier une séquence génétique 

connue dans un thermocycleur en utilisant une polymérase. Les produits de cette 

amplification étaient ensuite comparés à des séquences contrôles positives par 

électrophorèse sur gel d’agarose après marquage avec le bromure d’éthidium (agent 

intercalant révélé sous rayons UV). Elles peuvent être séquencées et comparées à 

des séquences publiées des agents spécifiquement recherchés. Pour les virus à ARN, 

une phase préalable de transcription inverse est requise ; on parle de RT-PCR. Dans 

tous les cas, cette méthode est qualitative et indique uniquement la présence ou 

l’absence du produit d’amplification et donc du virus qui le porte. La RT-PCR du BCoV 

a été décrite par Tsunemitsu et al. (Tsunemitsu, Smith, Saif 1999). Les amorces ont 

été conçues à partir de la séquence publiée du gène de la nucléocapside de la souche 

Mebus (Lapps, Hogue, Brian 1987). Pour développer une méthode plus rapide de 

détection de l’ARN du BCoV, une RT-PCR en une seule étape a été développée 

comme décrit par Xu et al. (Xu, Harbour, McCrae 1990). La RT et la PCR sont réalisées 

successivement dans le même tube. Pour augmenter la sensibilité et la spécificité de 

la RT-PCR, une deuxième étape de PCR ciblant une partie plus restreinte est ajoutée 

après la première étape, on parle de PCR nichée. Cho et al. ont comparé une RT-PCR 

en une étape, ciblant un fragment de 730 pb du gène de la nucléocapside du BCoV, 

et une PCR nichée, ciblant un fragment de 407 pb du même gène pour détecter le 

BCoV après écouvillonnage nasal de veaux exposés expérimentalement au BCoV 

(Cho et al. 2001). La limite de détection la plus basse de la RT-PCR en une étape et 

de la PCR nichée, déterminée en utilisant des dilutions en série au 1/10 des souches 

BCoV dans des suspensions préparées à partir d’écouvillons nasaux négatifs pour le 

BCoV provenant de veaux gnotobiotiques avant infection, était de 2.104 et 2.102 
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TCID50/0,1 ml pour chaque souche, respectivement. La limite de détection la plus 

basse de l'ELISA de capture antigénique telle que déterminée en utilisant les mêmes 

échantillons dilués en série était de 1.106 TCID50/0,1 ml pour chaque souche. Par 

conséquent, la RT-PCR en 1 étape et la PCR nichée étaient respectivement 50 et 5000 

fois plus sensibles que l'ELISA de capture pour détecter le BCoV dans les suspensions 

d’EN. 

Ces techniques ont été supplantées par la PCR en temps réel. Le principe de 

la PCR quantitative en temps réel (qPCR) repose sur l’utilisation d’une sonde interne 

qui produit de la fluorescence proportionnellement à la quantité de fragments amplifiés. 

Classiquement, les protocoles qPCR sont définis sur 40 cycles d’amplification. Le 

nombre de cycles à partir duquel cette fluorescence est détectable (appelé Ct pour « 

Cycle threshold » qui signifie le cycle de seuil) est inversement proportionnel à la 

quantité de matériel génétique présente au départ dans l'échantillon analysé. Boxus 

et al. ont développé une RT-qPCR ciblant le gène de la nucléoprotéine pour détecter 

et quantifier le BRSV dans les voies respiratoires d’animaux infectés (Boxus, Letellier, 

Kerkhofs 2005). La limite de détection du test s'est avérée être d’environ 103 copies 

d'ARN, avec une excellente reproductibilité. Cette méthode s’est avérée 100 fois plus 

sensible que la RT-PCR conventionnelle sur des échantillons de LBA de veaux infectés 

expérimentalement. Decaro et al. ont développé et testé une RT-qPCR détectant 

l’ARN du BCoV sur des échantillons cliniques de bovins (Decaro et al. 2008). La limite 

de détection du test était de 20 copies d'ARN BCoV (1 log de plus par rapport à la RT-

PCR traditionnelle) et la reproductibilité était satisfaisante. 

Un format de PCR multiplex permet de détecter simultanément plusieurs virus 

et/ou bactéries avec un seul test. Cette approche est intéressante dans le cas des 

MRB puisque l’étiologie est souvent multiple. Le principe repose sur des amorces 

produisant des fragments amplifiés de différentes tailles et permet ainsi la détection 

d’acide nucléique de différents agents infectieux en fonction de la taille des produits 

d’amplification. Maintenant, le multiplexage utilise des sondes d’hybridation qui émette 

dans des canaux de fluorescence différents. Pansri et al. ont évalué une RT-qPCR 

multiplex de virus respiratoires au Danemark sur des suspensions à partir d’ATT 

(Pansri et al. 2020) prélevés comme décrits par (Doyle et al. 2017). Le kit Pneumo4V 

de RT-qPCR multiplex sur virus est en deux étapes : RT puis qPCR. Ce kit a pu 

détecter respectivement entre 10 et 50 copies d'ARN cible par réaction, ce qui est 
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comparable aux méthodes précédemment établies. Pour évaluer les performances de 

ce test, des RT-qPCR singleplex sont réalisées comme référence en parallèle. Le test 

est aussi, voire discrètement plus sensible, que les PCR simples avec un accord de 

l’ordre de 0.71-0.9.  

Traditionnellement, la PCR est chronophage et laborieuse : l’ensemble de ce 

processus peut prendre jusqu'à 4h (Fronczek, Yoon 2015). De plus, dans le cas des 

génomes à ARN tels que la plupart des virus, une phase de transcription inverse 

supplémentaire est nécessaire, ce qui ajoute du temps et de la manipulation des 

échantillons.  

3.2. Amplification isotherme médiée par des boucles (LAMP) 

Notomi et al. ont développé la LAMP qui correspond à une amplification d’ADN 

similaire à la PCR mais dans des conditions isothermes (Notomi et al. 2000) ; elle 

produit des amplicons sous forme de boucles d’ADN, grâce à 6 amorces particulières 

(FIP amorce sens interne, F3 amorce sens externe, BIP amorce antisens interne, B3 

amorce antisens externe, LF amorce boucle interne et LB amorce boucle externe). 

Elle permet d’amplifier quelques copies d’ADN en 109 en moins d’une heure et avec 

une meilleure spécificité que la PCR ; l’inconvénient est l’absence de quantification. 

Elle peut être couplée à une RT pour les virus à ARN (Whiting, Champoux 1998). Cette 

technique est uniquement utilisable pour le diagnostic car la structure initiale du 

matériel génétique est perdue via les boucles. 

La LAMP peut être couplée à des réactifs colorés, dont le changement de 

couleur est visible à l’œil nu voire quantifiable à l'aide d'une caméra. Plusieurs études 

ont démontré l’efficacité de la LAMP couplée à un test colorimétrique pour détecter les 

pasteurelles d’intérêt respiratoire. Mohan et al. ont mis en évidence, à partir 

d'échantillons nasaux de bovins et à l'aide d'un rapporteur de fluorescence, une 

spécificité analytique de 89 % et une sensibilité analytique de 99 % (Mohan et al. 

2021). Le test développé par Pascual-Garrigos et al. avec des colorants sensibles au 

pH offre une sensibilité analytique de 66,7 à 100 % et une spécificité analytique de 

100% à partir d’écouvillons nasaux reconditionnés ; tout en fournissant une 

concordance de 60 à 100 % avec les résultats de la PCR, lorsqu'il a été testé sur cinq 

bovins dans un parc d'engraissement (Pascual-Garrigos et al. 2021).  
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III. Modalités de transmission virale par voie aérienne  

1. Définition d’un bioaérosol respiratoire 

1.1. Définition  

L’American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) définit 

en 1999 les bioaérosols comme étant des particules aéroportées constituées 

d’organismes vivants tels que les microorganismes (bactéries, moisissures, virus, 

protozoaires) ; ou provenant d’organismes vivants (toxines, microorganismes morts ou 

fragments de microorganismes). Pour illustrer cette définition, chez l’Homme, les 

expériences de diffusion de la lumière laser récemment publiées par Anfinrud et ses 

collègues (Anfinrud et al. 2020; Stadnytskyi et al. 2020) montrent que le nombre de 

gouttelettes de liquide oral émises dans l'air en parlant est de l’ordre de milliers de 

gouttelettes par seconde. 

1.2. Taille 

Johnson et al. ont mis en évidence que les aérosols produits sont de taille 

variable qui dépend du mode d’émission et du site de production au sein des voies 

respiratoires (Johnson et al. 2011). Le mode bronchiolaire contient des gouttelettes 

produites par la respiration normale lors de l’expiration et provenant des voies 

respiratoires inférieures. Alors que le mode laryngé est actif pendant les vocalises et 

la toux ; il donne des distributions de gouttelettes de 0 à 38 μm centrées sur 4 et 6 μm. 

Le mode oral produit des gouttelettes provenant des voies respiratoires supérieures y 

compris la cavité buccale ; il donne une distribution de gouttelettes plus grosses de 38 

à 1000 μm centrées sur 220 μm. La majorité des gouttelettes produites sont des petites 

gouttelettes mais elles ne représentent qu’une faible fraction du volume total émis 

(Lieber et al. 2021). De plus, Anand et Mayya ont montré par le biais d’une analyse 

probabiliste que les virus sont plus susceptibles d’être contenus dans les gouttelettes 

dont la taille est comprise entre 2 et 20 μm (Anand, Mayya 2020). Ainsi, la charge 

virale peut différer selon la localisation préférentielle du virus dans les voies 

respiratoires, et selon le mode d’émission des gouttelettes. 
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Les particules dites inhalables peuvent pénétrer les voies aériennes 

supérieures. Elles ont un diamètre aérodynamique inférieur à 50 μm. Les particules 

dites respirables peuvent pénétrer le niveau alvéolaire des poumons ; elles ont un 

diamètre aérodynamique inférieur à 4 μm.  

1.3. Composition  

Un aérosol est un ensemble de gouttelettes contenant un fluide respiratoire 

complexe, constitué, à l’échelle moléculaire, principalement d’eau mais aussi de 

solutés non volatils dont des sels (Almståhl, Wikström 2003; Schneyer, Young, 

Schneyer 1972), des lipides (des phospholipides majoritairement dont un surfactant, 

la dipalmitoylphosphatidylcholine) (Larsson, Olivecrona, Ericson 1996; Vejerano, Marr 

2018) et des protéines comme les mucines (Acquier et al. 2015; Abkarian et al. 2020; 

Abkarian, Stone 2020; Rodríguez-Hakim, Räz, Vermant 2022), en suspension dans 

l’air.  

Des micro-organismes sont alors véhiculés dans ce milieu ; ils ont des gammes 

de tailles compatibles avec celles des gouttelettes : les virus mesurent de 0,02 à 0,25 

μm, les bactéries de 0,3 à 15 μm et la majorité des moisissures et levures de 1 à 50 

μm. Ce sont donc toujours des particules assez petites pour être aérotransportables 

et surtout assez petites pour pénétrer dans les organismes par voie respiratoire ou 

digestive et/ou contaminer les revêtements cutanés ou muqueux des organismes 

vivants. 

2. Transmission virale par voie aérienne 

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) définit la transmission par voie 

aérienne comme « la propagation d'un agent infectieux causée par la dissémination 

de noyaux de gouttelettes (aérosols évaporés à partir de gouttelettes plus grosses) qui 

restent infectieux lorsqu'ils sont en suspension dans l'air sur de longues distances et 

pendant un certain temps ». Actuellement, les études de la physique respiratoire 

supposent que les gouttelettes respiratoires génèrent des aérosols microscopiques de 

moins de 5 μm de diamètre.  
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La transmission aérienne des virus se produit grâce à l’expulsion d’un aérosol 

par un individu infecté (Merhi et al. 2022). Cet aérosol se retrouve dans l’air sous forme 

de gouttelettes dans lesquelles des virus respiratoires sont éventuellement véhiculés. 

L'évaluation de l'efficacité de la transmission aérienne nécessite une analyse 

complète des processus physico-chimiques subis par les gouttelettes dans l’air. Les 

processus impliqués sont le séchage et la sédimentation des gouttelettes, qui 

contrôlent le temps de suspension des aérosols. Une évaluation de la survie biologique 

du virus est indispensable au maintien de la virulence lors de la transmission ; 

notamment face à la faible concentration en eau, la diversité de tailles initiale et de 

compositions des gouttelettes, et des conditions environnementales dans l’air, telles 

que l'humidité relative et la température. 

2.1. Phase de séchage 

Les fluides respiratoires contenus dans les gouttelettes d’aérosols peuvent être 

comparés à la salive. En effet, par rapport à une solution aqueuse, ils ne sont pas 

simplement composés de sels et d'eau mais contiennent des protéines en grande 

quantité, telles que des mucines notamment. Après séchage, les gouttelettes 

contiennent encore une certaine quantité d’eau, qui est directement liée à l’humidité 

relative de l’air ; lors de l’évaporation de l’eau, les virus subissent un changement 

radical d’environnement en passant d’une solution largement aqueuse à un mélange 

de protéines et de sels faiblement hydratés. Les protéines jouent un rôle important lors 

du séchage des gouttelettes. Elles peuvent se réticuler ou se gélifier pour former une 

coquille, comme l'ont rapporté (Vejerano, Marr 2018). Ainsi, la morphologie des noyaux 

des gouttelettes est principalement dominée par la limite de solubilité des solutés et le 

rapport du temps de diffusion des particules à l'intérieur de la gouttelette au temps 

d'évaporation de la gouttelette (Vejerano, Marr 2018).  C’est important car les noyaux 

humides de ces gouttelettes servent de supports dans lesquels les virus enveloppés 

peuvent rester infectieux. 

 Merhi et al. ont montré qu’en assimilant, le fluide respiratoire à de la salive, le 

rapport de taille entre la gouttelette initiale et la gouttelette séchée est presque 

constant autour de 0,2 sur une gamme d’humidité relative entre 0 et 75% (Merhi et al. 

2022), en accord avec Lieber, Basu et al. (Lieber et al. 2021; Basu et al. 2020) 
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contrairement aux prédictions sur des mélanges idéaux d’eau pure (Netz 2020). Ainsi, 

sur la plage de 0 à 75%, l’humidité relative n'a pas d'impact significatif sur la taille des 

gouttelettes à l'équilibre. En effet, ces auteurs ont mis en évidence que l’évaporation 

de l’eau est entravée par un gradient de concentration en solutés qui s’accumulent à 

l’interface air/liquide qui est négligeable lors de l'évaluation du temps de sédimentation 

des aérosols mais qui diminue la viabilité des virus. 

Dans un aérosol, l'évaporation a lieu jusqu'à atteindre la taille d'équilibre des 

gouttelettes. L'évaporation augmente ainsi le temps de sédimentation en réduisant la 

masse des gouttelettes (Rezaei, Netz 2021a). 

2.2. Phase de sédimentation 

Le modèle de Wells supposait que les gouttelettes étaient isolées, c'est-à-dire 

qu'elles n'avaient aucune interaction avec les champs proches de vitesse, de 

température et d'humidité autour de la gouttelette, ce qui est loin d'être le cas dans la 

réalité (Wells 1934). En effet, l’étude de Chong et al. a révélé qu'en particulier la vapeur 

humide évaporée lors du séchage des gouttelettes ne doit pas être négligée, car 

l’humidité relative autour de la gouttelette reste élevée pendant tout l'événement 

respiratoire et par la suite pendant la sédimentation, contribuant fortement à 

l'extension de la durée de suspension des petites gouttelettes dans l’air (Chong et al. 

2021). Ainsi, les gouttelettes restent en suspension dans l’air un certain temps en 

fonction principalement de leur taille.  

Le refroidissement induit par l’évaporation et le séchage des solutés (Rezaei, 

Netz 2021b) ralentissent le processus d’évaporation, et les gouttelettes à l’équilibre 

sont encore hydratées (Rezaei, Netz 2021a). En conséquence, les facteurs physico-

chimiques qui contrôlent les temps d'évaporation et de sédimentation des gouttelettes 

jouent un rôle important dans la détermination du risque d'infection par les gouttelettes 

respiratoires en suspension dans l'air (Rezaei, Netz 2021a). Parmi ces paramètres, 

l'humidité relative et la fraction volumique initiale du soluté jouent un rôle clé dans la 

détermination de la taille des noyaux de gouttelettes qui se forment à la fin du 

processus d'évaporation. Selon des études analytiques (Netz 2020), une 

augmentation de la fraction volumique initiale du soluté ou de l'humidité relative 

augmente le rayon d'équilibre final des gouttelettes, ce qui entraîne une réduction du 
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temps moyen pendant lequel les noyaux des gouttelettes peuvent rester en 

suspension dans l'air. 

2.3. Survie virale 

On entend ici par survie du virus, la possibilité de rester infectieux. Sa survie 

pourrait être compromise par la dénaturation de ses protéines ou bien de son ARN. 

De plus, les virus enveloppés doivent rester humides pour être pleinement infectieux. 

Dans le modèle de Wells, les aérosols étaient divisés en gouttelettes rapidement 

évaporées qui persistent sous forme de noyaux de gouttelettes déshydratées et en 

gouttelettes liquides qui tombent rapidement ; il n’envisageait aucun mécanisme 

physique pour la transmission aérienne de virus enveloppés entièrement infectieux 

(Wells 1934). Or, il semble nécessaire de distinguer deux étapes pour la survie des 

virus : l'étape de séchage où l'eau s'évapore et l'étape de suspension où l'équilibre 

thermodynamique est atteint suivant la relation activité/concentration (Merhi et al. 

2022).  

Lorsqu’elles sont émises, les gouttelettes se déshydratent et le pH diminue. 

Visiblement, l’augmentation de l'acidité et de la salinité dans les gouttelettes 

respiratoires qui s'évaporent peut affecter la structure du virus (Vejerano, Marr 2018). 

L'humidité relative de l'atmosphère et l'état d'hydratation des microgouttelettes ne 

suffisent pas à expliquer la survie du virus, ce qui indique que le milieu dans lequel le 

virus est en suspension, et l'association avec les composants moléculaires en 

particulier, jouent probablement un rôle dans la survie du virus (Fedorenko et al. 2020). 

Ainsi, l'humidité relative affecte plutôt indirectement la survie par son effet sur les 

conditions physico-chimiques. 

L’étude de Lin et al. soutient que la composition chimique des gouttelettes 

influence grandement la viabilité des virus enveloppés (Lin, Schulte, Marr 2020). Les 

pH extrêmes diminuent leur viabilité (Yang, Marr 2012). La présence de protéines, en 

particulier d’albumine sérique, les protège de l’inactivation. Dans cette étude et celle 

de Oswin et al., la perte d'infectiosité à humidité relative élevée est compatible avec 

une élévation du pH des gouttelettes, causée par la volatilisation du CO2 du tampon 

bicarbonate dans la gouttelette (Oswin et al. 2022). 
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Après le séchage, les protéines se déposent principalement en couche dense 

en périphérie des gouttelettes alors que les sels se cristallisent plutôt au centre. Les 

virus étant des particules colloïdales, on s’attendrait à ce qu’ils diffusent loin de la 

couche riche en protéines et soient donc confrontés à des concentrations en sels plus 

grandes au centre de la goutte de séchage, ce qui nuirait alors à leur survie. Dans 

l’étude de Merhi et al., même si la taille des gouttelettes utilisées est largement 

supérieure à celles qui sont pertinentes lors de la transmission aérienne, on peut 

extrapoler que la réduction de la taille des gouttelettes devrait conduire à une meilleure 

survie à la fin de l'étape de séchage et donc, que l'étape de séchage n'est pas limitante 

pour la survie du virus (Merhi et al. 2022). En effet, d’autres expériences ont révélé 

que les taux de survie étaient similaires à la fin de l’étape séchage. D’après Pease et 

al., la coque protéique en périphérie des gouttelettes ralentit le séchage donc la 

gouttelette reste hydratée et les virus entièrement infectieux (Pease et al. 2022). 

En ce qui concerne l’étape de suspension, le maintien à l’humidité relative de 

0% conduit à une viabilité constante du virus, ce qui contraste avec l'effondrement de 

la survie observé par Fedorenko et al. au bout de 14 h lors de la dispersion des virus 

dans de l'eau pure (Fedorenko et al. 2020). Cela suggère un effet protecteur de la 

salive qui contraste avec une étude récente suggérant que les mucines diminuent 

plutôt l'infectivité du virus par des interactions avec leurs protéines de pointe (Vejerano, 

Marr 2018). Or dans cette étude, ils ont utilisé des concentrations de mucine bovine 

10 fois plus élevées que le contenu des fluides respiratoires ou de la salive en 

conditions naturelles. Comme l’avaient montré Morris et al., sans découpler les étapes 

de séchage et de sédimentation, le pourcentage et la durée de survie des virus 

enveloppés diminuent si l’humidité relative augmente (Morris et al. 2021). Ainsi, Merhi 

et al. ont mis en évidence que dans la salive, le rôle des protéines prédomine sur celui 

des sels dans le comportement global (Merhi et al. 2022). En effet, ils l’expliquent par 

le fait, d’une part, lorsque la teneur en eau diminue, l'activité de l'eau diminue 

également, ce qui peut se traduire par une augmentation de la pression osmotique. 

Avec d'autres effets possibles du soluté sur la diminution de la teneur en eau, tels que 

les variations de pH ou l'augmentation de la concentration en protéines, cette 

contribution osmotique devrait diminuer la survie du virus lors de la diminution de 

l'humidité relative. Pourtant, une autre contribution émerge de leurs données de 

transport moléculaire. En effet, la diminution de l'humidité relative en dessous d’une 
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certaine valeur conduit à enfermer les virus dans un environnement figé, ce qui les 

protège efficacement de la dégradation.  

Quant à l’influence de la température, Merhi et al. concluent que l'augmentation 

de la température est préjudiciable à la survie du virus quelle que soit l’humidité 

relative, mais elle augmente le temps de suspension des gouttelettes (Merhi et al. 

2022). 

Considérant que les virus peuvent rester infectieux dans les aérosols pendant 

des heures (Gralton et al. 2011), la formation de noyaux de gouttelettes peut 

augmenter considérablement la charge virale infectieuse.  

2.4. Efficacité de la transmission 

L’efficacité de la transmission virale par aérosol repose sur le temps de 

suspension des gouttelettes dans l’air contrôlé par l’équilibre entre l’évaporation de 

l’eau et la sédimentation des gouttelettes ; et sur la survie du virus lors du séchage 

des gouttelettes.  

 Merhi et al. apportent une précision quant à la distribution en taille des 

gouttelettes émises (Merhi et al. 2022) en deux aérosols distincts déjà différenciés 

dans les travaux de Netz et ses collègues (Netz 2020; Netz, Eaton 2020). L’aérosol 

est produit par le larynx et anecdotiquement par les bronchioles avec des gouttelettes 

de 0 à 40 μm qui représentent 77% en nombre mais seulement 0,009% en volume, et 

dont la composition s’éloigne de la salive avec des concentrations accrues en 

phospholipides et en protéines. Il reste en suspension de l’ordre de plusieurs heures 

donc s’accumule dans l’air et augmente la charge virale effective. 

Un aérosol produit dans la cavité buccale a des gouttelettes de 40 à 100 μm qui 

ne représentent que 2,6% en nombre mais 0,15% en volume, et dont la composition 

est très proche de la salive (Johnson et al. 2011). Ce sont des grosses particules qui 

sédimentent rapidement et ne restent peu voire pas en suspension dans l’air, 

seulement de l’ordre de quelques minutes. Pourtant, sa fraction volumique beaucoup 

plus grande signifie qu'il peut porter une charge virale beaucoup plus élevée (Anand, 

Mayya 2020).  
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Dans les deux cas, une augmentation de l'humidité relative est un moyen 

efficace de réduire l'efficacité de la transmission pour les deux types d'aérosols et 

devrait être considérée comme un outil d'atténuation. La température est en revanche 

une variable à double tranchant puisque la diminution de la température diminue le 

temps de suspension mais augmente la viabilité du virus. La baisse de température 

est donc préjudiciable à la transmission par l’aérosol laryngé mais plutôt favorable pour 

les aérosols oraux. Par conséquent, la charge virale de l'aérosol oral devrait être 

beaucoup plus grande que celle de l'aérosol laryngé, une hypothèse qui doit être 

tempérée par la variation spatiale de la charge virale le long des voies respiratoires. 

En effet, le BCoV qui nous intéresse se localise préférentiellement dans les voies 

respiratoires supérieures donc les aérosols oraux domineraient l’efficacité de la 

transmission aérienne. 

3. Inhalation d’aérosols chargés en virus 

Une fois inhalés, les aérosols chargés de virus peuvent se déposer dans les 

voies respiratoires d'un hôte potentiel. La taille des aérosols est à nouveau essentielle 

pour déterminer le site de dépôt, bien que de nombreux facteurs anatomiques, 

physiologiques et aérodynamiques affectent également le modèle de dépôt. L'infection 

peut être initiée au site de dépôt si le virus reste infectieux et que les récepteurs 

appropriés sont présents. Les aérosols jusqu'à 100 µm peuvent être inhalés. Selon 

leur taille, ils se déposent dans différentes régions des voies respiratoires. Lors de 

l'inhalation, la taille des aérosols inhalés peut augmenter en raison de la croissance 

hygroscopique dans les voies respiratoires presque saturées (Wang et al. 2021). Le 

Comité international de protection radiologique (ICRP) a développé un modèle, basé 

sur l'architecture pulmonaire humaine, qui quantifie l'efficacité du dépôt en fonction de 

la taille des particules de l'aérosol (Guha, Hariharan, Myers 2014). Les aérosols dont 

les particules > 5 µm se déposent principalement dans la région nasopharyngée (87 à 

95 %) ; bien que des aérosols <5 µm s'y déposent également, ils peuvent également 

pénétrer plus profondément dans les poumons et se déposer dans la lumière 

alvéolaire. Les aérosols porteurs d'une charge électrostatique naturelle peuvent être 

attirés par les parois des voies respiratoires (Liyuan et al. 2016). À condition qu'un 

récepteur cellulaire soit présent au site de dépôt, l'infection peut alors débuter.   
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IV. Méthodes actuelles appliquées à la collecte virale 

dans l’air et combinaison avec les méthodes de 

détection ultérieures 

1. Enjeux de la collecte virale en suspension dans l’air  

L'échantillonnage de virus en suspension dans l'air est techniquement difficile 

pour plusieurs raisons. Cela tient notamment à l'efficacité limitée de certaines 

méthodes d'échantillonnage pour la collecte de particules fines, la déshydratation des 

particules biologiques et virales lors de la collecte, et les dommages aux virus dus aux 

forces d'impact entraînant une perte de viabilité (Fronczek, Yoon 2015), la ré-

aérosolisation du virus lors de la collecte et les pertes dues à la rétention dans 

l'équipement d'échantillonnage (Pan, Lednicky, Wu 2019). De plus, les virus présents 

dans les gouttelettes et les aérosols sont difficiles à détecter car ils sont généralement 

présents à des concentrations extrêmement faibles, ce qui oblige à échantillonner des 

très grands volumes d’air, de l’ordre du mètre cube, pour obtenir des résultats 

d’analyse fiables (Borges et al. 2021; Breshears et al. 2022). Il existe un autre 

problème lié à l’intégrité virale ; celle-ci doit être maintenue si l’on souhaite estimer de 

façon fiable l’infectiosité virale à partir de l’air (Borges et al. 2021). Par ailleurs, la 

plupart des analyses de laboratoire disponibles peuvent se réaliser sur un prélèvement 

sec ou liquide, à condition qu'il soit possible de remettre en suspension ou en solution 

les particules à analyser dans les prélèvements secs. 

Il existe actuellement plusieurs types de collecteurs permettant des analyses de 

bioaérosols. Dans la suite de ce travail, de façon délibérée, nous présenterons 

uniquement les grands principes de collecte des virus dans l’air et quelques 

prototypes, de façon non exhaustive, souvent développés en médecine humaine et 

déjà étudiés ou pouvant facilement être adaptés pour les bovins. 

Le processus de prélèvement des bioaérosols se déroule en deux étapes.  

(1) L'échantillonnage est mesuré en fonction du débit (L/min). Un débit élevé permet 

de mettre un plus grand volume d'air en contact avec le dispositif de collecte et 

améliore ainsi la probabilité de détection (Chen, Yao 2018) ; mais cela peut affecter la 
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viabilité des virus en raison des forces de cisaillement. Le débit influe également sur 

la durée du prélèvement pour atteindre un volume de collecte suffisant. (2) La collecte 

est mesurée par l'efficacité de la collecte (75%). Quelle que soit la méthode de collecte, 

il faut éviter la surcharge de particules qui rend l’identification difficile entrainant une 

sous-estimation, voire possiblement une identification non spécifique. 

2. Collecteurs à inertie 

Les collecteurs à inertie permettent de recueillir les aérosols par impaction ou dépôt 

sur un milieu adapté, qui peut être un milieu liquide ou solide. 

L'appareil d'impaction doit avoir une grande vitesse d'impact sur le milieu de collecte, 

c’est-à-dire une vitesse d’entrée de l’air dans le dispositif de collecte, assez grande 

pour permettre la capture de particules viables à partir de 1 μm de diamètre au moins. 

Cette vitesse doit toutefois, ne pas dépasser une certaine limite pour éviter la 

dégradation des particules viables qui sont fragiles. 

2.1. Impacteurs sur milieu solide 

Les impacteurs sur milieu solide regroupent les échantillonneurs de type 

Andersen, à fentes et cycloniques. Ils sont généralement plus efficaces pour capturer 

des grosses particules (Verreault, Moineau, Duchaine 2008).  

Les échantillonneurs de type Andersen et à fente accélèrent les particules à 

travers des orifices ou des fentes étroites grâce à une pompe à vide qui aspire l’air 

(Borges et al. 2021). Le flux d’air change brusquement de direction et l’inertie des 

particules les détourne du flux d’air et les impacte sur la surface, qui contient 

généralement une boîte de Pétri avec un milieu de culture. Le milieu est soit lavé pour 

collecter les particules, soit utilisé directement. Pour ces impacteurs, le diamètre de 

coupure de la fente permet de cibler certaines tailles de particules. Si l’impacteur 

possède plusieurs étages en cascade, en diminuant successivement les tailles des 

buses, les particules sont collectées à différents étages selon leur taille (Pan, Lednicky, 

Wu 2019). L’échantillonneur Andersen classique à six étages récupère des particules 

allant de 0,65 µm de diamètre sur l'étage le plus bas à 7,5 µm et plus, sur l'étage 
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supérieur (Andersen 1958). Avec, les collecteurs à fente, ils sont principalement 

utilisés pour déterminer les concentrations de bactéries dans les aérosols en fonction 

du temps (Harrison, Hester 2019). Néanmoins, des collecteurs à fente ont été utilisés 

avec une couche liquide sur le milieu de culture pour collecter les virus. Les particules 

qui impactent la surface solide sont immédiatement remises en suspension dans un 

milieu liquide pour maximiser la récupération des virus infectieux et des acides 

nucléiques viraux (Booth et al. 2005; Lindsley et al. 2017).  

L'impacteur en cascade Sioutas (SKC Ltd) sépare et collecte les particules en 

suspension dans l'air grâce à cinq niveaux d’impaction à fente : > 2,5 µm, 1,0 µm à 2,5 

µm, 0,50 µm à 1,0 µm, 0,25 µm à 0,50 µm et < 0,25 µm. Il est utilisé avec une pompe 

d'échantillonnage au débit de 9 L/min. Les particules au-dessus de chaque point de 

coupure sont collectées sur un filtre en PTFE de 25 mm à chaque étage successif. Les 

particules inférieures au point de coupure de 0,25 µm du dernier étage sont collectées 

sur un filtre en PTFE de 37 mm. Les échantillons sont alors fractionnés en fonction de 

la taille et peuvent être analysés séparément.  

Les collecteurs à force centrifuge ou cycloniques. Errington et Powell ont 

développé des séparateurs cycloniques qui accélèrent l'air en utilisant un vortex 

centrifuge, poussant les particules en suspension dans l'air en contact avec une 

surface solide en utilisant l'inertie des particules (Errington, Powell 1969). Un liquide 

de lavage est constamment injecté dans le cyclone et collecté dans une bouteille 

située à sa base. Malgré les progrès réalisés dans la conception des cyclones, les 

tailles seuils de ces dispositifs (généralement > 1µm) ne peuvent pas répondre aux 

exigences d'échantillonnage pour les particules contenant des virus de petite taille 

(Pan, Lednicky, Wu 2019). De plus, les dommages physiques résultant de l'action des 

cyclones peuvent inactiver les virus, entraînant une sous-estimation du titre de virus 

infectieux dans les échantillons collectés (Bourgueil et al. 1992). 

Le collecteur à deux étages cycloniques TE-BC251 de NIOSH (National 

Institute for Occupational Safety and Health) est l’impacteur sur milieu solide le plus 

utilisé dans les études récentes pour détecter le SARS-CoV-2 en médecine humaine 

(Chia et al. 2020; Ge et al. 2020; Lane et al. 2020). Associé à une pompe, il peut 

collecter à un débit de 2 à 30 L/min. Il est constitué de deux étages avec des tailles de 

coupure respectives de 2,1 μm et 0,41 μm, la 2ème paroi étant en polycarbonate.  
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Figure 4 : (A) Impacteur à fente à 5 étages Sioutas (SKC Ltd). (B) Impacteur à 2 étages 
cycloniques BC251 (NIOSH). 

Ce type d’impacteur ne convient pas vraiment au prélèvement de 

nanoparticules. En raison des forces de cisaillement provoquées par les 

échantillonneurs à haut débit, la viabilité du virus peut également devenir un problème 

pendant le processus d'impaction (Breshears et al. 2022). Des échantillonneurs à 

faible débit peuvent être utilisés pour maintenir la viabilité du virus, mais cela diminuera 

l’efficacité de la collecte. 

D’autres types d’impacteurs sur milieu solide sont ceux utilisés pour collecter le 

pollen, pour lesquels la culture n’est pas une option. Un type, l'échantillonneur Rotorod 

(Frenz, Lince 1997), impacte directement le pollen sur des tiges de polystyrène 

enduites d'adhésif. Cela pourrait être une alternative intéressante à explorer pour la 

collecte de virus, mais actuellement aucun article n’adopte cette approche particulière. 

2.2. Impacteurs sur milieu liquide 

Les impacteurs sur milieu liquide sont les collecteurs les plus couramment 

utilisés pour collecter des virus en aérosol, car le milieu de collecte liquide aide à 

préserver la viabilité du virus (Pan, Lednicky, Wu 2019). Décrits pour la première fois 

par May et Harper (May, Harper 1957), ils fonctionnent de façon similaire aux 

impacteurs sur milieu solide, sauf que les particules en suspension dans l'air sont 

projetées à travers un orifice étroit immergé dans un liquide (Breshears et al. 2022). 

Le milieu de collecte liquide recommandé pour le prélèvement d'aérosols contenant 

des virus est le tampon phosphate salin (Borges et al. 2021). La formation de petites 
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bulles dans le liquide de l’impacteur peut également permettre d’augmenter l'efficacité 

de la collecte de très petites particules par diffusion. Cependant, la ré-aérosolisation 

des particules en raison des propriétés de piégeage des bulles d’air peut poser 

problème, notamment pour les particules hydrophobes (Verreault, Moineau, Duchaine 

2008). 

Ce type d’impacteur comprend les impacteurs tout en verre (AGI), le 

BioSampler® (SKC Ltd) et le Coriolis® (Bertin Technologies). Par rapport à l’AGI, au 

lieu de forcer l'air à vitesse sonique à travers une seule buse dirigée vers la base du 

flacon, le BioSampler dispose de trois buses soniques tangentielles. Le liquide de 

collecte dans le flacon se déplace dans un mouvement tourbillonnant pendant 

l'échantillonnage (Verreault, Moineau, Duchaine 2008). 

En particulier, le biocollecteur monocyclonique Coriolis® (Bertin Technologies) 

peut collecter 100% des particules de taille inférieure à 4,4 μm. La technologie se base 

sur celle décrite précédemment pour les cyclones, combinée à un débit d'air élevé 

(Zhou et al. 2021). L'air est aspiré dans un cône contenant au préalable un liquide de 

collecte adapté via un mouvement tourbillonnant comparable au vortex. Les particules 

sont projetées sur les parois humides par la force centrifuge qui s'exerce dans le cône 

grâce au cyclone, séparées de l'air et récupérées dans l’échantillon liquide de solution 

tampon (souvent une solution saline à 0,9%). Le fonctionnement de ce collecteur est 

basé sur des mouvements cycloniques à très haut débit, de 200 à 300 L/min, avec une 

vitesse optimale d'entrée dans le cyclone pour garantir une haute efficacité de 

séparation des particules microscopiques. L'avantage du Coriolis est qu'il est conçu 

pour aspirer toutes les particules respirables et non respirables (< 15 μm de diamètre), 

avec l’usage d'un cyclone unique. Une étude réalisée en 2008 tendant à étudier les 

performances du Coriolis® pour collecter des spores et des grains de pollen, a 

démontré l'efficacité physique du collecteur pour collecter des micro-organismes 

présents dans des aérosols de taille variable, en comparant les résultats à ceux 

obtenus avec des filtres à particules utilisés classiquement pour l'étude des 

bioaérosols (Carvahlo et al., 2008). L'efficacité de prélèvement (capacité de la machine 

à récolter les particules, égale aux nombres de particules récupérées sur le nombre 

total de particules aérosolisées dans la pièce) pour les différentes tailles de particules 

variait comme suit : entre 40 et 50 % pour les particules de moins de 4 μm, 84% pour 

les particules de 4 à 6 μm et 92% pour les particules de 10 μm. 
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Figure 5 : Impacteurs sur milieu liquide. (A) Modèle BioSampler (SKC Ltd). (B) Modèle 
Coriolis® (Bertin Technologies). 

La collecte en milieu liquide empêche la dessiccation des virus en suspension 

dans l'air et facilite l’extraction du matériel génétique pour une analyse ultérieure 

(Verreault, Moineau, Duchaine 2008). Mais là encore, les forces de cisaillement dans 

le liquide turbulent peuvent entraîner une diminution de la viabilité (Breshears et al. 

2022). 

3. Collecteurs à filtration 

Étant donné que la plupart des collecteurs à inertie ne peuvent pas piéger 

efficacement les particules d'une taille nanométrique, les filtres sont fréquemment 

utilisés pour échantillonner les virus en suspension dans l'air (Verreault, Moineau, 

Duchaine 2008). Ils peuvent être précédés d'ouvertures sélectives de la taille des 

particule, telles qu'un cyclone ou un impacteur, pour éliminer les particules plus 

grosses et fournir des classifications granulométriques des bioaérosols (Lindsley et al. 

2017). 

18/10/2023 14:30:00L'efficacité du filtre est basée sur plusieurs mécanismes 

qui permettent la collecte des particules : l'interception, l'impaction inertielle, la 

diffusion, la sédimentation gravitationnelle et l'attraction électrostatique (Hinds, Zhu 

1998). L'interception se produit lorsqu'une particule suit la ligne de courant en 
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contournant un obstacle mais, en raison de sa taille, entre en contact et est interceptée 

par l'obstacle. C’est le seul mécanisme qui ne dépend pas du détournement des 

particules du courant. L'impaction inertielle se produit lorsqu'une particule heurte un 

obstacle lorsque la ligne de courant change de direction. L'inertie de la particule l'oblige 

à s'écarter de la ligne de courant et à percuter une surface. Seules de très petites 

particules sont affectées par le mécanisme de diffusion. La sédimentation 

gravitationnelle affecte principalement les particules de diamètre aérodynamique 

beaucoup plus grand en les poussant vers le bas en raison de la gravité. L'importance 

de cette force dépend des autres forces qui affectent la particule dans diverses 

directions. Enfin, les forces électrostatiques influencent également la trajectoire des 

particules. Ce mécanisme dépend de la taille et de la charge de la particule ainsi que 

de la différence de charge avec le filtre. 

De nombreux types de filtres ont été utilisés pour échantillonner les virus en 

suspension dans l’air. Ils diffèrent principalement par leur composition. À notre 

connaissance, les premiers filtres utilisés pour échantillonner les virus en suspension 

dans l’air étaient fabriqués à partir de coton entremêlé (Meiklejohn et al. 1961), des 

filtres en cellulose de 0,45 µm (Sawyer et al. 1994; Aintablian, Walpita, Sawyer 1998), 

des filtres en polytétrafluoroéthylène (PTFE ou téflon®) de 2 µm (Myatt et al. 2004; 

Jonges et al. 2015), en polycarbonate de 0,1 µm (McCluskey, Sandin, Greene 1996). 

Les filtres les plus couramment utilisés sont composés de gélatine (Liu et al. 2020; 

Razzini et al. 2020; Rodríguez et al. 2021; Dumont-Leblond et al. 2020) ou de fibre de 

verre (Barbieri et al. 2021; Stern, Al-Hemoud, et al. 2021; Stern, Koutrakis, et al. 2021). 

L'efficacité de collecte physique des filtres en gélatine et en PTFE, calculée en plaçant 

des compteurs de particules avant et après les filtres, dépasse 96 % (Burton, 

Grinshpun, Reponen 2007). 

Parmi les filtres couramment utilisés, le filtre en gélatine est unique dans le sens 

où il peut être dissous dans un liquide, pour le dénombrement viral en cultures 

cellulaires sans affecter de manière significative la viabilité de nombreux virus. Les 

conditions d'échantillonnage sont très importantes pour une collecte de virus réussie 

sur des filtres en gélatine ; une faible humidité relative peut conduire à la dessiccation 

des virus et une humidité relative élevée à la dissolution des filtres de gélatine 

(Verreault, Moineau, Duchaine 2008). Ainsi, les virus collectés par filtre sont 
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généralement plus adaptés aux analyses moléculaires qu'aux évaluations du pouvoir 

infectieux, car les processus de dessiccation, d'extraction et de post-échantillonnage 

inactivent de manière significative une fraction des virus infectieux (Tseng, Li 2005; 

Burton, Grinshpun, Reponen 2007). 

Les filtres sont actuellement utilisés principalement en complément d’un 

collecteur à inertie, mais il y a deux exemples pertinents de filtres simples présentés 

ci-après. 

L’échantillonneur IOM (SKC Ltd) est utilisé dans le monde entier pour 

échantillonner des aérosols en fraction inhalable par prélèvement individuel (Mark, 

Vincent 1986). Les particules sont aspirées dans le dispositif à travers un orifice 

d’entrée circulaire de 15 mm, sous un débit d’aspiration de 2 à 5 L/min permis par une 

pompe. Le capteur comprend une cassette interne en plastique avec le filtre de 

gélatine de 25 mm d’épaisseur. La plupart des particules passant par l’orifice d’entrée 

sont captées par le filtre, le reste se dépose sur les parois intérieures de la cassette. 

Avec ce collecteur, au débit de 2 L/min, 50% des particules recueillies mesurent moins 

de 4 μm de diamètre. 

Le capteur Button Sampler (SKC Ltd) est intéressant dans la collecte de 

particules inhalables par sa capacité à ne pas suréchantillonner de très grosses 

particules (Aizenberg, Reponen, et al. 2000; Aizenberg, Grinshpun, et al. 2000). Les 

particules sont aspirées par une pompe dans l’échantillonneur à un débit de 4 L/min 

et recueillies sur un filtre de 25 mm de diamètre. Il est constitué d’une surface 

hémisphérique incurvée à tamis métallique en acier inoxydable, qui présente des 

pores uniformément espacés. Pour l’échantillonnage de bioaérosols, un filtre à 

membrane en gélatine ou en polycarbonate est ajouté, de 25 mm d’épaisseur avec 

des pores d’un diamètre supérieur à 1 µm. La proximité du filtre par rapport à l'entrée 

minimise les pertes de transmission et assure une répartition égale de la charge de 

particules, et une faible variation entre les échantillons. 
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Figure 6 : Collecteurs à filtration sur filtre en gélatine. (A) Modèle IOM. (B) Modèle Button 
Sampler. Source : SKC Ltd 

L’avantage de ce type de collecteur est sa très haute efficacité d'échantillonnage 

pour tous les types de particules, notamment les nanoparticules. Les particules 

peuvent être difficiles à extraire des filtres, à l’exception des filtres en gélatine 

(Verreault, Moineau, Duchaine 2008). Par ailleurs, la filtration, d’autant plus que le 

débit est élevé, exerce une chute de pression élevée après le filtre qui peut affecter la 

viabilité des virus en causant des dommages structurels. De plus, les procédés de 

filtration sont susceptibles de déshydrater les virus lors de l'échantillonnage (Verreault, 

Moineau, Duchaine 2008). Même s’ils causent plus de dommages aux virus que 

d’autres méthodes, les filtres sont efficaces pour déterminer le contenu viral des 

aérosols (Lindsley et al. 2017). 

4. Collecteurs à précipitation électrostatique 

Ce type de collecteur combine une pompe à air couplée à la précipitation 

électrostatique (Fronczek, Yoon 2015). Le principe physique de la précipitation 

électrostatique repose sur une décharge électrique, appelée décharge corona (Hinds, 

Zhu 1998). Elle produit des ions, qui sont captés par les particules en suspension dans 

l'air. Le vent ionique produit par la décharge électrique fournit un flux d'air de 4,5 L/min 

qui entraîne par la force électrique les particules vers l’électrode collectrice. Le rinçage 

de cette dernière avec une solution aqueuse adaptée permet de transférer les 

particules capturées en phase liquide. 
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53 sur 157 

Cette technologie a été utilisée et mise au point dans un dispositif de collecte 

des bioaérosols par le CEA (Commissariat à l'énergie atomique et aux énergies 

alternatives) : le Biodosi® (Roux et al. 2014; 2016). Les particules sont collectées sur 

une surface sèche afin de pouvoir ensuite être concentrées dans une petite quantité 

de milieu liquide à analyser. Il est démontré que près de 98 % des particules en 

suspension dans l'air de 10 nm à 3 μm sont collectées. Ainsi, l’avantage de cette 

technologie est sa très haute efficacité d'échantillonnage. L'échantillonnage n'est pas 

limité dans le temps, et même un échantillonnage continu est possible.  

 

Figure 7 : Collecteur Biodosi (Roux et al. 2014). 

Ce procédé permet d’utiliser un faible débit. Hong et al. ont développé un 

concentrateur de particules électrostatique personnel avec des efficacités de collecte 

très élevées, supérieures à 99%, pour des particules de polystyrène de 0,05 à 2 μm 

de diamètre en utilisant un très faible débit de 1,2 L/min (Hong et al. 2016). Cette 

technique a non seulement atteint une efficacité de collecte élevée, mais a également 

eu un taux de récupération 900 fois supérieur à celui du BioSampler commercial (SKC 

Ltd), qui utilise un débit plus élevé de 12,5 L/min. De plus, les micro-organismes 

capturés sont toujours vivants ; elle est donc compatible avec la culture d’agents 

pathogènes. Ces dispositifs se sont avérés fructueux pour les bactéries et les 

particules de polystyrène de 0,6 à 2,1 μm (Choi et al. 2017). 
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La précipitation électrostatique peut être limitée pour la collecte de particules 

submicroniques dont les virus qui nous intéresse (Pan, Lednicky, Wu 2019). C’est 

pourquoi, des méthodes d’enrichissement complémentaires sont nécessaires à la 

collecte. Les exemples les plus fréquemment rapportés dans les articles récents sont 

décrits ci-dessous. L’utilisation combinée de la microfluidique et de l’échantillonnage 

basé sur la précipitation électrostatique offre des efficacités de collecte comparables 

à celles des impacteurs commerciaux (Pardon et al. 2015). Ladhani et al. ont utilisé la 

précipitation électrostatique pour améliorer l'efficacité de la collecte de leur dispositif 

microfluidique (Ladhani et al. 2017). Le prototype dynamique de Breshears et al. a 

montré une efficacité de collecte maximale de 21 % à partir de petits échantillons de 

300 μL (Breshears et al. 2022). Comparés au taux constant de 19 % d’un impacteur 

commercial à partir d’échantillons de 4 ml, ces résultats semblent compétitifs. Sans la 

précipitation électrostatique, l'efficacité de la collecte était inférieure à 1 %. Bien que 

ce dispositif n’ait pas été testé directement sur des virus en aérosol, ses recherches 

sur l’efficacité de la précipitation électrostatique et le potentiel de collecte 

microfluidique sont intéressantes et applicables à des recherches plus approfondies. 

Certains auteurs ont également utilisé d’autres méthodes d’enrichissement que la 

microfluidique pour augmenter la concentration des particules collectées et améliorer 

la détection ultérieure. En particulier un enrichissement par la dissolution des aérosols 

en hydrosols (ATH) à l’aide de solution saline tamponnée au phosphate (PBS) (Kim, 

An, Hwang 2020). Piri et al. ont également utilisé la même méthode d’enrichissement 

couplée à la précipitation électrostatique à l’aide d'acide ascorbique dissous dans une 

solution saline tamponnée au phosphate pour échantillonner des bioaérosols. Ils ont 

relevé une capacité de survie virale accrue par rapport à la précipitation électrostatique 

seule (Piri et al. 2021). 

5. Combinaison de ces méthodes avec la détection virale 

Depuis que l’intérêt des dispositifs microfluidiques a été démontré, assez 

largement, pour les applications de biocapteurs, des dispositifs intégrés ont été 

développés pour effectuer à la fois l'échantillonnage et la détection des particules 

virales en suspension dans l’air, bien que le nombre de ces travaux soit encore faible 

dans le cadre de la détection du SARS-CoV-2 (Breshears et al. 2022).  
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Lee et al. ont couplé un filtre en fibre de verre échantillonné 15 minutes à 100 

L/min à une bandelette de test immunochromatographique à flux latéral (LFA). 

L’efficacité pourrait cependant être améliorée par une étape d’élution (Lee et al. 2020). 

Su et al. souligne que des particules virales ont été détectées dans des échantillons 

d’air analysés grâce à un filtre ou un impacteur puis une RT-PCR (Su, Sutarlie, Loh 

2020). Piri a couplé la précipitation électrostatique, à un enrichissement ATH et une 

détection par culture ou par ELISA ou par PCR quantitative (Piri et al. 2021). Kim et al. 

ont couplé la précipitation électrostatique avec un enrichissement ATH puis une 

détection par qPCR (Kim, An, Hwang 2020). Xiong et al. ont couplé la microfluidique 

à un système de fluorescence et une détection par LAMP. Ce prototype a révélé une 

sensibilité de détection comparable à la qPCR et une spécificité de 100% lors de tests 

sur des échantillons cliniques (Xiong et al. 2021). C’est d’ailleurs le seul prototype qui 

a été testé sur des échantillons cliniques. Ainsi, les technologies les plus prometteuses 

pour la détection des virus sont la LAMP et la PCR quantitative. 
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V. Le coronavirus bovin et son rôle pathogène 

respiratoire chez les bovins 

Parmi les agents viraux responsables de MRB, le coronavirus bovin (BCov) est 

un bon modèle infectieux pour évaluer les méthodes non invasives de collecte virale 

dans l’air décrites précédemment. En effet, il est fréquemment isolé en routine bien 

que les connaissances épidémiologiques, le rôle pathogène respiratoire et les outils 

de maitrise sont moins développés que pour les autres virus responsables de MRB.  

Par ailleurs, le BCoV possède des caractéristiques intéressantes qui font de lui 

un candidat propice à l’infection expérimentale. En particulier, il infecte essentiellement 

l’épithélium des cavités nasales donc est potentiellement excrété dans l’ai exhalé. Il 

est faiblement pathogène à lui seul, ce qui permet en cas d’infection expérimentale de 

suivre les bovins sur plusieurs jours sans altération critique de leur état de santé. Il 

n’est pas pathogène pour l’homme afin de pouvoir manipuler sans risque les animaux 

après l’infection. Enfin, le modèle d’infection expérimentale est peu développé.  

Dans la suite de cette partie, les caractéristiques virales essentielles du BCoV 

sont détaillées. 

1. Découverte et histoire du virus 

Le BCoV a été découvert accidentellement par Mebus et ses collègues  à 

l'Université du Nebraska en 1972, au cours d’une étude visant à évaluer l’efficacité 

d’un vaccin contre le rotavirus pour réduire la diarrhée chez le veau (Mebus et al. 

1972). Suite à l’apparition de troubles diarrhéiques dans des élevages pourtant 

vaccinés contre le rotavirus qui était supposé être le principal agent responsable, le 

groupe a identifié la présence d’un coronavirus dans les matières fécales ; qu’ils ont 

étudié plus précisément (Mebus et al. 1973). Les années suivantes, le BCoV a été 

reconnu comme une cause fréquente de diarrhée chez le veau (Woode, Bridger, 

Meyling 1978).  

En 1982, d’autres travaux de ont impliqué le BCoV comme agent pathogène 

respiratoire en inoculant du matériel provenant d’échantillons respiratoires sur des 



57 sur 157 

veaux atteints d'une maladie respiratoire naturelle à des veaux gnotobiotiques 

(Thomas et al. 1982). Le BCoV a ensuite été décrit en microscopie électronique dans 

des échantillons respiratoires de veaux infectés expérimentalement (Thomas et al. 

1982). Ces études ont également fourni la première indication que les deux BCoV 

associés soit à la diarrhée, soit à l’infection respiratoire étaient en réalité une seule et 

même entité, ou du moins qu’ils appartenaient au même genre viral. Peu de temps 

après, plusieurs études ont étudié la parenté des BCoV responsables de différents 

formes cliniques chez les bovins (Tsunemitsu, Saif 1995). 

2. Taxonomie 

Les coronavirus sont les seuls membres de la sous-famille des Coronavirinae 

au sein de la famille des Coronaviridae, dans l’ordre des Nidovirales . 

Traditionnellement, les coronavirus étaient classés en trois groupes en fonction de 

leurs propriétés antigéniques et génétiques (Brian, Baric 2005). Cependant, ces 

groupes ont été récemment remplacés par quatre genres : Alpha, Beta, Gamma et 

Deltacoronavirus. Les deux premiers genres ne comprennent que des coronavirus de 

mammifères, tandis que tous les coronavirus aviaires sont membres des deux autres 

genres (King et al. 2012). Le changement est justifié par une démarcation insuffisante 

dans les domaines de la réplicase 1ab (au moins 10 %) pour justifier une espèce 

distincte. 

Le BCoV appartient au genre des Betacoronavirus. Plus précisément, il 

appartient à l’espèce virale Betacoronavirus 1 de la lignée A (King et al. 2012). Il est 

étroitement lié au virus de l'encéphalomyélite hémagglutinante porcine (PHEV) (Vijgen 

et al. 2006), au coronavirus respiratoire canin (CRCoV) (Erles et al. 2003), au 

coronavirus équin et au coronavirus humain du rhume (Human coronavirus OC43, 

HCoV-OC43) et HKU1 (Saif 2010a; Vijgen et al. 2006).  
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Figure 8 : Taxonomie actuelle des Coronaviridae selon le Comité international de taxonomie 
des virus (Coronaviridae 2017). 

3. Caractéristiques virales 

Les coronavirus sont des virus à ARN enveloppés, pléomorphes quasiment 

sphériques (Clark 1993). Leur taille peut varier de 80 à 160 nm de diamètre (Clark 

1993). Ils disposent de spicules distincts de 20 nm en forme de pétales ou de pointes 

faisant saillie uniformément, circonférentiellement à partir de l'enveloppe. Certains 

coronavirus, dont le BCoV, ont une frange secondaire de pointes plus petites de 5 nm 

(Clark 1993). En microscopie électronique, l'apparence générale des particules virales 

rappelle la couronne solaire, d'où le nom de « Corona » pour les virologues (Estola 

1970).  

Son génome est constitué d’un ARN monocaténaire à polarité positive, de 27 à 

32 kb codant pour cinq protéines structurelles majeures (Clark 1993). Parmi celles-ci, 

on retrouve une protéine nucléaire, la nucléocapside (N) ; par sa forme hélicoïdale, 

elle est associée au génome et elle est hautement conservée entre les souches, d’où 

son utilisation fréquente comme cible des tests de détection de l’ARN viral. Les 

protéines de surface, constituant les spicules macroscopiques, dont la glycoprotéine 

hémagglutinine-estérase (HE) et la glycoprotéine S, sont hétérodimériques (Clark 

1993) et impliquées dans la fixation aux récepteurs des cellules hôtes et 

l’hémagglutination des érythrocytes, respectivement (Ellis 2019; Saif 2010b); elles 

contiennent des épitopes qui sont les principales cibles des réponses immunitaires, 

notamment de la réponse anticorps. Les protéines transmembranaires, M et E, aident 

à l'assemblage de la particule virale. Des protéines accessoires non structurelles, dont 

le nombre est variable selon les souches (4 à 8), inhibent la réponse immunitaire innée 

médiée par les interférons ; elles n’ont néanmoins pas été étudiées précisément pour 

le BCoV. 
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Le récepteur de la cellule hôte du coronavirus bovin est l'acide sialique, ce qui 

reflète le large tropisme de ce virus et explique la présence d'un gène HE dans le virus 

(Coronaviridae 2017). Le BCoV se fixe à l'acide sialique (N-acétyl-9-O-

acétylneuraminique) via les protéines HE et S pour initier l'infection (Schultze et al. 

1991; Schultze, Herrler 1992; 1994). On suppose en outre qu'après la liaison initiale 

aux récepteurs contenant de l'acide sialique, la protéine S peut interagir avec un 

récepteur cellulaire spécifique qui conduit à un changement de conformation et à la 

fusion des membranes virale et cellulaire (Schultze, Herrler 1994). 

  

Figure 9 : Le coronavirus bovin. (A) Représentation schématique d’un bétacornavirus 
(Coronaviridae 2017). (B) Microscopie électronique immunitaire du BCoV respiratoire adapté 

à la culture tissulaire (Saif 2010). Les particules ont réagi avec les antisérums contre le 
BCoV, montrant une surface HE plus courte (tête de flèche blanche) et des pointes S plus 

longues (flèche noire). La barre équivaut à 100 µm. 

L'enveloppe contenant des lipides rend ces virus sensibles dans 

l'environnement extra-corporel, en particulier aux détergents non ioniques, au 

formaldéhyde, aux agents oxydants, aux rayonnements UV et aux solvants lipidiques 

(éther, chloroforme) ; il est inactivé par les désinfectants conventionnels, els que le 

formol et la chaleur (Clark 1993; Saif 2010b).  

Les BCoV appartiennent à l'ordre des Nidovirales (du latin nidus, nid), qui fait 

référence à leur schéma réplicatif complexe, impliquant des « nids » d'ARN sous-

génomiques (Coronaviridae 2017). Mis à part les détails moléculaires, ce schéma 

réplicatif très sujet aux erreurs, ainsi que la possibilité de recombinaison entre les 

isolats, entraînent une mutabilité élevée, faisant du BCoV, comme les autres 

coronavirus, des cibles en mouvement rapide. D’après Zhang et al., les isolats 

entériques de BCoV sont plus sujets aux changements génétiques et peuvent muter 

pour ressembler aux souches respiratoires de BCoV après le passage en culture 

tissulaire (Zhang et al. 2007).  

A B 
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4. Formes cliniques liées à l’infection par le BCoV  

Les coronavirus bovins sont responsables d’infections intestinales et 

respiratoires chez les bovins et les ruminants sauvages. Ils infectent donc l’intestin et 

les voies respiratoires aussi bien dans la partie supérieure que pulmonaire. On 

distingue trois formes cliniques chez les bovins : 

• L’entérite néonatale du veau survient généralement dans les 3 premières 

semaines de vie (Clark 1993; Boileau, Kapil 2010) mais peut survenir chez le 

veau jusqu'à l'âge de 3 mois. La sévérité de la diarrhée et de la déshydratation 

dépend de la dose infectante ainsi que de l'âge et de l'état immunitaire du veau. 

Les co-infections avec d'autres agents pathogènes entériques tels que le 

rotavirus, le torovirus, les cryptosporidies et les E. coli entérotoxinogènes 

(ETEC) ou entéropathogènes (EPEC) sont courantes ; leurs effets additifs ou 

synergiques augmentent la sévérité de la diarrhée.  
 

• Le BCoV a également été impliqué comme la cause de la dysenterie hivernale 
des bovins adultes, une maladie entérique aiguë sporadique. Présente dans 

le monde entier, elle est particulièrement fréquente pendant les mois d'hiver, 

comme son nom l'indique. La dysenterie hivernale se caractérise par une 

diarrhée explosive, souvent sanglante, accompagnée d'une diminution de la 

production de lait, de dépression, d'anorexie et de signes respiratoires 

fréquents. Le taux de morbidité varie de 20 % à 100 % dans les troupeaux 

atteints, mais le taux de mortalité est généralement faible (1,2 %) (Benfield, Saif 

1990; Tsunemitsu, Smith, Saif 1999; Saif 1990; Tsunemitsu, Saif 1995). 
 

• Des infections respiratoires causent chez des bovins de différents âges une 

maladie respiratoire bénigne (toux, rhinite), ou très rarement une pneumonie en 

l’absence de co-infection (Thomas et al. 1982; McNulty et al. 1984; Reynolds et 

al. 1985; Saif et al. 1986; Heckert et al. 1990a; 1991; Tsunemitsu et al. 

1991;Clark 1993; Thomas et al. 1982; Cho, Hoet, et al. 2001; Hasoksuz, S. 

Lathrop, et al. 1999; Hasoksuz, S. L. Lathrop, et al. 1999; Heckert et al. 1990a; 

Lathrop, Wittum, Brock, et al. 2000; Lathrop, Wittum, Loerch, et al. 2000; Storz, 

Lin, et al. 2000; Storz, Purdy, et al. 2000; Storz et al. 1996; Hasoksuz et al. 

2002). 
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Figure 10 : Signes cliniques et impact économique des formes cliniques du BCoV chez les 
bovins (Hodnik, Ježek, Starič 2020). 

Dans la suite de cette description, nous nous concentrerons sur les infections 

respiratoires principalement. 

5. Épidémiologie et transmission du virus 

5.1. Épidémiologie 

Les BCoV sont répandus dans le monde entier d’après les données de 

séroprévalence des anticorps spécifiques du BCoV (Clark 1993; Saif 1990). La 

diarrhée et les symptômes respiratoires causés par l’infection par le BCoV ont été 

largement décrits d’abord en Amérique, puis en Europe et en Asie, plus récemment en 

Océanie, et même en Afrique (Saif 2010b; Bartels et al. 2010; Burimuah et al. 2020; 

Gagea et al. 2006; Kanno et al. 2007; Keha et al. 2019).  
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Figure 11 : Prévalence globale du BCoV (Zhu, Li, Sun 2022). 

Dans un parc d’engraissement de l’Ohio, sur 85 bovins d’environ 7 mois, une 

étude a montré des proportions élevées d'excrétion nasale et fécale du BCoV, détecté 

par RT-PCR, de 84 et 96 % respectivement, dans les 21 jours suivant l’arrivée des 

bovins (Hasoksuz et al. 2002). Dans une autre étude, des tests ELISA sur 200 bovins 

3 jours avant l'arrivée en parc d’engraissement ont démontré que l'excrétion nasale 

précédait systématiquement l'excrétion fécale (Thomas et al. 2006). De nombreux 

bovins (61-74 %) excrètent le BCoV par voie respiratoire avant d'être expédiés vers 

les parcs d'engraissement. Ainsi, 58 à 95% des bovins ont séroconverti vis-à-vis du 

BCoV trois semaines après leur arrivée en parcs d'engraissement (Martin et al. 1998; 

Lathrop, Wittum, Loerch, et al. 2000; Cho, Hoet, et al. 2001; Hasoksuz et al. 2002). La 

distribution généralisée du BCoV pourrait s'expliquer par deux facteurs principaux :  

(1) l'excrétion à des titres élevés du virus via les voies respiratoire et digestive (Heckert 

et al. 1990; Decaro et al. 2008) et (2) l'existence d'animaux porteurs asymptomatiques 

dans la plupart des troupeaux. Ces animaux porteurs excrètent le virus dans les 

sécrétions nasales et les matières fécales et constituent une source d'infection pour 

les nouveau-nés et les autres animaux sensibles à leur contact (Heckert et al. 1990).  

Bien que le BCoV ait été détecté dans des échantillons respiratoires chez des 

veaux tout au long de l'année, la détection est maximale au début de l'hiver (44,1 %) 

et elle reste élevée jusqu'au début de l'été (9,3 %) (McNulty et al. 1984). Différentes 
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races de bovins peuvent être infectées par le BCoV. L'étude de Bok et al. Montre que 

le taux d'infection par le BCoV des bovins laitiers était significativement plus élevé que 

celui des bovins allaitants, avec des taux d'infection de 5,95 % (63/1058) et 1,71 % 

(92/5365), respectivement (Bok et al. 2015). Plusieurs rapports ont montré que 

l'infection par le BCoV dans les voies respiratoires des bovins de boucherie était 

relativement fréquente (Zhang et al. 2019; Headley et al. 2018; Beaudeau et al. 2010; 

Fulton et al. 2011; Workman et al. 2019). Cet effet peut être attribué au fait que les 

bovins de boucherie sont davantage impliqués dans le transport; le stress lié au 

transport étant généralement l'une des principales causes du syndrome respiratoire 

bovin (Lin et al. 2001; Storz, Lin, et al. 2000). 

Le BCoV est sécrété dans les matières fécales et les sécrétions respiratoires. 

Le BCoV respiratoire est transmis par voie féco-orale et potentiellement respiratoire, 

via les aérosols (Zhu, Li, Sun 2022). En effet, la fréquence d’isolement du BCoV dans 

les écouvillons nasaux très élevée suggère que l’infection intestinale des veaux par le 

BCoV peut se produire aussi bien par voie respiratoire que digestive (Saif et al. 1986). 

5.2. Parenté entre les souches des différentes formes cliniques 

À ce jour, tous les isolats de BCoV examinés par des techniques de 

neutralisation croisée, quelle que soit leur origine clinique, appartiennent à un seul 

sérotype (Tsunemitsu, Saif 1995; Hasoksuz, S. L. Lathrop, et al. 1999). D’après 

Chouljenko et al., les changements de nucléotides et d'acides aminés relatifs à la 

virulence sont localisés dans les gènes S et HE et dans un cadre de lecture ouvert de 

32 kDa (Chouljenko et al. 1998). Malgré les différences génétiques détectées, des 

mutations ponctuelles, mais aucune délétion, dans le gène codant pour la 

glycoprotéine S ont été identifiées entre les isolats entériques et respiratoires, y 

compris ceux issus d’un même animal (Zhang et al. 2007; Chouljenko et al. 1998). 

Aucune marque antigénique ou génétique cohérente n’a été identifiée pour discriminer 

les BCoV des différentes formes cliniques (Zhang et al. 1994; Tsunemitsu, Saif 1995; 

Hasoksuz et al. 2002; Kanno et al. 2007).  

Les séquences génétiques ont tendance à se regrouper en fonction de la région 

géographique d’isolement plutôt que de la forme clinique (Park et al. 2007; Bidokhti et 

al. 2013). Une plus grande différence de séquence a été observée entre les isolats 
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plus anciens et ceux plus récents qu'entre les isolats de différentes formes cliniques 

(Zhang et al. 2007; Saif 2010b). De plus, le même tableau clinique a été observé chez 

des veaux infectés expérimentalement par des isolats issus des trois formes cliniques 

du BCoV (Cho, Hoet, et al. 2001; Bidokhti et al. 2013). Ils fournissent également un 

certain degré d'immunité croisée, sans signes cliniques, et seule l'excrétion du virus 

est détectée lors de la réinfection (El-Kanawati et al. 1996; Cho, Hasoksuz, et al. 2001). 

Par conséquent, on suppose que les signes cliniques ne sont pas le résultat d'une 

infection par une souche spécifique du BCoV mais d'autres circonstances au moment 

de l'infection telles que le stress, la température et l’état immunitaire de l'hôte (Bidokhti 

et al. 2013; Suzuki et al. 2020). Ainsi, le BCoV existe en tant que quasi-espèce avec 

un seul sérotype, mais une variation significative, de son profil antigénique (Hasoksuz, 

S. Lathrop, et al. 1999), le tropisme et la virulence, parmi les isolats qui n’est pas 

nécessairement liée à leur origine clinique (entérique ou respiratoire) (Reynolds et al. 

1985; Salem et al. 2020; Tsunemitsu, Saif 1995). 

5.3. Transmission interspécifique 

Au-delà de provoquer une infection dans l’espèce bovine, des coronavirus du 

même type ont été identifiés dans près de 20 espèces d'animaux ou d'humains, ce qui 

indique que le BCoV a un potentiel de transmission interspécifique (Zhu, Li, Sun 2022). 

Des coronavirus similaires au plan nucléotidique (> 95 % d'identité) et/ou antigénique 

au BCoV ont été détectés dans des échantillons respiratoires de chiens avec des 

signes respiratoires (Erles et al. 2003), chez l’Homme (Zhang et al. 1994) ; un 

syndrome de dysenterie hivernale semblable, associé à des variantes du coronavirus 

bovin, ont été décrits chez les ruminants captifs et sauvages.  

L’infection expérimentale de chiens a été produite avec un BCoV d’origine 

entérique, provoquant une infection subclinique et une séroconversion (Kaneshima et 

al. 2007). 

Il n’existe pas ou peu d'enquêtes de séroprévalence pour les coronavirus de 

type bovin chez les espèces aviaires (Ismail et al. 2001). 

Un isolat de coronavirus entérique humain isolé chez un enfant souffrant de 

diarrhée aiguë (HECoV-4408) était génétiquement (99 % d'identité nucléotidique dans 
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le gène S et HE) avec le BCoV et étroitement lié au plan antigénique avec le BCoV, ce 

qui suggère qu'il s'agit d'un variant du BCoV capable d'infecter l’Homme (Zhang et al. 

1994). Un rapport récent a confirmé que la souche humaine HECoV-4408 infecte et 

provoque de la diarrhée et des lésions intestinales chez des veaux gnotobiotiques. 

Cette souche a induit une immunité de protection croisée complète contre la souche 

bovine entérique virulente BCoV-DB2.  

Après avoir été détectés chez des ruminants domestiques (mouton, chèvre, 

dromadaire, lama et alpaga), des coronavirus de type bovin ont été détectés dans des 

échantillons fécaux provenant de ruminants sauvages tels que le cerf sambar (Cervus 

unicolor), le cobe commun (Kobus ellipsiprymnus), l’antilope noire (Hippotragus niger), 

le cerf de Virginie (Odocoileus virginianus), le bison d’Europe (Bison bonasus), le tahr 

de l’Himalaya (Hemitragus jemlahicus), le sitatunga (Tragelaphus spekii), le nyala 

(Tragelaphus angasii) et la girafe (Giraffa camelopardalis) (Tsunemitsu et al. 1995; 

Hasoksuz et al. 2007; Alekseev et al. 2008; Chung et al. 2011). Comme aucun 

marqueur génétique spécifique n'a été identifié pour discriminer les coronavirus de 

type bovin ruminant des BCoV jusqu’alors (Alekseev et al. 2008), la transmission 

interspécifique des BCoV peut être courante entre les espèces de ruminants 

domestiques et sauvages. Dans plusieurs études réalisées aux États-Unis et au 

Canada sur des ruminants sauvages captifs et indigènes, comme le caribou (Rangifer 

tarandus caribou) (Elazhary et al. 1981) ou de jeunes wapitis (Majhdi, Minocha, Kapil 

1997), des réservoirs sauvages potentiels pour le BCoV ont été identifiés avec des 

coronavirus de type bovin qui sont étroitement liés au BCoV du point de vue biologique, 

génétique et antigénique (99%) (Tsunemitsu et al. 1995). Des isolats de coronavirus 

de ruminants sauvages provenant de sambars, de cerfs de Virginie et de cobes ont 

également infecté les voies respiratoires supérieures et le tube digestif de veaux 

gnotobiotiques, et provoqué de la diarrhée (Tsunemitsu et al. 1995), confirmant 

expérimentalement que les ruminants sauvages peuvent servir de réservoir pour les 

souches de coronavirus transmissibles au veau. En Corée, des écouvillons nasaux de 

cerfs d'eau (Hydropotes inermis) sauvages non captifs, reconnus comme la faune 

sauvage la plus commune côtoyant les fermes bovines, ont permis d’identifier des 

coronavirus présents dans les voies respiratoires dont les séquences génomiques 

complètes étaient étroitement reliées au BCoV (> 98 %) (Kim et al. 2018).  
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Toutes ces données suggèrent que les ruminants sauvages qui partagent des 

zones de pâturage communes avec les bovins pourraient être un réservoir de 

coronavirus transmissibles aux bovins, ou vice versa.  

 

Figure 12 : Transmission interspécifique potentielle du BCoV (Zhu, Li, Sun 2022). 

6. Pathogénie respiratoire 

Bien que le rôle et la pathogénie du BCoV dans la diarrhée des veaux soient 

parfaitement établis, son rôle dans le complexe respiratoire bovin est encore 

controversé. 

6.1. Rôle pathogène 

Actuellement, peu de preuves physiques de la présence du BCoV dans les 

tissus respiratoires sont disponibles. Lors de l’analyse post-mortem, les tissus 

présentent souvent peu de signes physiques d'infection virale, simplement parce que 

les virus respiratoires responsables d’infection aiguë se sont multipliés, puis ont 

disparu au moment où l’animal succombe à des infections bactériennes secondaires, 

plus facilement démontrables (Booker et al. 2008; Saif 2010b). En effet, les seules 

preuves qui incriminent le BCoV en tant qu’agent pathogène respiratoire existent sous 

la forme de données épidémiologiques et de sa détection lors de la réaction d’analyses 

de diagnostic de routine. Le BCoV a été détecté dans des échantillons respiratoires 

provenant aussi bien de bovins sains (Hasoksuz, S. L. Lathrop, et al. 1999; Storz, 
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Purdy, et al. 2000) qu’atteints de MRB (Hasoksuz, S. L. Lathrop, et al. 1999; Fulton et 

al. 2009; O’Neill et al. 2014; Fulton et al. 2016; Doyle et al. 2017). Dans ce dernier cas, 

l'excrétion du BCoV a été documentée en l'absence d'autres agents pathogènes 

respiratoires identifiés (Storz, Purdy, et al. 2000) et, plus fréquemment, en tant 

qu’agent de co-infection avec d'autres agents pathogènes respiratoires dans des 

échantillons prélevés sus des cas cliniques (Fulton et al. 2009; 2016; Storz, Purdy, et 

al. 2000; Storz, Lin, et al. 2000; Gagea et al. 2006; Cho, Hoet, et al. 2001). Même si 

elle n'est pas cohérente avec les postulats d'Evan (Storz, Lin, et al. 2000), la présence 

de BCoV dans les sécrétions nasales de bovins sains n'est pas disculpatoire de la 

pathogénicité ; cependant, cela rend son rôle en tant qu'agent pathogène respiratoire 

majeur, basée sur sa seule détection, plus difficile.  

En 1982, Thomas et al. ont décrit l'isolement de BCoV dans les voies 

respiratoires inférieures de veaux avec des signes respiratoires, et l'infection 

expérimentale de jeunes veaux avec ces isolats par voie respiratoire (Thomas et al. 

1982). Néanmoins, la pathogénie du BCoV dans les maladies respiratoires n’était pas 

clairement définie. De nouveaux progrès ont été réalisés en 1984, lorsque McNulty et 

al. ont isolé le BCoV du poumon d'un veau avec une bronchopneumonie (McNulty et 

al. 1984). L’inoculation intranasale et intratrachéale avec du BCoV a produit une 

maladie clinique bénigne avec une infection des voies respiratoires supérieures, 

associée à des symptômes respiratoires légers dont de la toux et des écoulements 

nasaux. La contribution du coronavirus aux lésions pulmonaires d’atélectasie 

observées dans les deux cas de terrain est difficile à définir car, dans les deux cas, 

d’autres pathogènes respiratoires ont également été isolés de leurs poumons. Les 

sites de prédilection pour la multiplication du BCoV sont plutôt l'intestin grêle distal, le 

gros intestin et l'épithélium des cavités nasales et de la trachée (Reynolds et al. 1985). 

Concernant les tentatives de démontrer le postulat de Koch en reproduisant 

expérimentalement la maladie, les preuves convaincantes impliquant le BCoV dans 

une relation causale avec une maladie respiratoire sont rares. En effet, plusieurs 

études ont échoué à produire des signes respiratoires en inoculant expérimentalement 

des veaux avec divers inoculums de BCoV (Reynolds 1983; Saif et al. 1986; Heckert, 

Saif, Myers 1989). En effet, dans ces études, aucun signe clinique respiratoire n’a été 

observé sur la totalité des veaux inoculés, même chez ceux pour lesquels le BCoV a 

été détecté dans les écouvillons nasaux. Une autre étude, publiée sous la forme de 2 
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brèves communications, a rapporté la reproduction d'un faible niveau d’atteinte 

respiratoire (Kapil, Trent, Goyal 1990; Kapil et al. 1991) ; encore une fois sans prouver 

l’absence d’autres pathogènes respiratoires au même moment. Seuls quatre des 

postulats de Koch associant le BCoV à une maladie des voies respiratoires 

supérieures et inférieures ont été vérifiés. 

En 1991, au Japon, Tsunemitsu et al. ont isolé le BCoV à partir d’écouvillons 

nasaux de veaux nouveau-nés sans signe clinique ou qui présentaient de la diarrhée 

(Tsunemitsu et al. 1991). Cela indique que le virus a un tropisme pour l’appareil 

respiratoire supérieur aussi bien que pour le tractus intestinal. Cela confirme 

également que les cellules épithéliales de l’appareil respiratoire supérieur sont 

hautement receptives à l’infection par le BCoV comme le suggéraient les précédents 

rapports (McNulty et al. 1984; Reynolds et al. 1985; Saif et al. 1986; Heckert, Saif, 

Myers 1989). En 1996, des chercheurs ont isolé le BCoV chez des bovins impliqués 

dans des épisodes de maladies respiratoires dans des parcs d'engraissement au 

Kansas et dans l'Arizona (Storz et al. 1996).  

Quelques années plus tard, Storz et al. ont montré une avancée dans l’étude 

de la pathogénie des MRB sur des cas spontanés, en lien avec une infection 

respiratoire par le BCoV à l'arrivée en parc d’engraissement ; ces cas présentaient des 

infections doubles par le BCoV et des bactéries respiratoires (Mannheimia haemolytica 

et Pasteurella multocida) (Storz, Lin, et al. 2000). Cette progression a entraîné une 

pneumonie et la mort chez 26 cas, dont la plupart avaient des titres élevés à la fois de 

BCoV et des bactéries dans les poumons. Les chercheurs ont alors conclu que ces 

données étayaient la contribution du BCoV au développement des MRB, tel que défini 

par les critères de causalité d'Evans. Dans cette étude (Storz, Lin, et al. 2000) et une 

autre supplémentaire (Storz, Purdy, et al. 2000), les chercheurs ont confirmé la 

présence de l'antigène BCoV dans les cellules épithéliales respiratoires, ou ont isolé 

le BCoV à partir des sécrétions nasales, de la trachée, des bronches ou des alvéoles 

pulmonaires. Ils ont documenté la présence d'emphysème interstitiel, de bronchiolite 

et d'alvéolite, de concert avec une infection bactérienne. Dans le contexte où les MRB 

sont reconnues comme une maladie multifactorielle, ces preuves soutiennent le rôle 

du BCoV dans l'incitation à la maladie.  
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Dans une étude menée par Lathrop et al. sur des bovins vaccinés contre les 

autres valences virales respiratoires (BRSV, BVDV, BHV-1 et BPI-3V), il a été montré 

que les bovins excrétant le BCoV par voie nasale et développant ultérieurement une 

réponse anticorps contre le virus, étaient plus susceptibles de requérir un traitement 

pour des troubles respiratoires et plus susceptibles d'avoir des lésions pulmonaires à 

l’abattoir que les bovins qui n'excrétaient pas le virus ou ne développaient pas de 

réponse anticorps contre le BCoV (Lathrop, Wittum, Brock, et al. 2000).  

Dans un autre rapport, l'excrétion nasale de BCoV ou un titre d'anticorps 

inférieur à 20 étaient corrélés à un risque accru de traitement pour une MRB, tandis 

que la vaccination intranasale avec le vaccin BCoV atténuait ce risque (Plummer et al. 

2004). Des études de séroprévalence du BCoV portant sur 135 troupeaux laitiers 

norvégiens ont démontré que les veaux des troupeaux séropositifs au BCoV 

présentaient un risque accru de développer une maladie respiratoire par rapport aux 

troupeaux séronégatifs au BCoV (Gulliksen et al. 2009). Plus récemment, une enquête 

sur des épidémies de maladies respiratoires aiguës chez des veaux de boucherie en 

élevage intensif a montré une série de lésions macroscopiques et histologiques qui 

pouraient être compatibles avec une infection par le BCoV (Hick et al. 2012). L'ARN 

du BCoV a été détecté par RT-qPCR, mais le lien avec les lésions histologiques n’a 

pas été étudié.  

L’ensemble de ces données soutient que le BCoV a une certaine importance en 

tant qu'agent pathogène respiratoire primaire. Certes, les preuves disponibles 

indiquent qu’il n’est pas associé à une infection du parenchyme pulmonaire, ni à une 

pneumonie marquée ou sévère ; mais plutôt une infection de l’épithélium trachéal et 

nasal associée à des signes cliniques bénins (Ellis 2019; Ellis et al. 2020). 

Certainement, l'infection et l'inflammation, relativement bénigne en elle-même, 

pourraient servir et sert probablement de préambule à une ou plusieurs infections 

secondaires (Straub 1995). Fahkrajang et al. ont montré que l'infection par le BCoV 

augmente l'adhérence de bactéries comme Pasteurella multocida aux cellules des 

voies respiratoires supérieures et pulmonaires en raison de l’augmentation de 

l’expression de deux molécules d'adhérence bactériennes d’importance (Fahkrajang 

et al. 2021) : la molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) et le récepteur du 

facteur d'activation plaquettaire (PAF-R). 
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Ainsi, une maladie sous-jacente, une ou plusieurs co-infections respiratoires, la 

dose et la voie d'infection (orale ou respiratoire), l'immunodépression 

(corticostéroïdes) liée au transport ou aux co-infections virales à propriétés 

immunosuppressives, sont des cofacteurs potentiels qui pourraient aggraver la gravité 

des infections à BCoV (Saif 2010b). En effet, la difficulté à reproduire la maladie avec 

une monoculture de BCoV (ou d'autres agents pathogènes respiratoires reconnus), 

prouve que les postulats de Koch sont un moyen limité d’envisager une maladie 

syndromique, multifactorielle et étiologiquement compliquée. Le BCoV semble être un 

agent infectieux précoce lors d’infection respiratoire (Fulton et al. 2011). Il est donc 

probable que le BCoV agit en synergie avec des agents bactériens, en présence de 

facteurs environnementaux  et de stress favorisants pour permettre la colonisation 

bactérienne secondaire des poumons, à l’origine d’une pneumonie (Park et al. 2007). 

Il a également été démontré que, dans certains cas, le BCoV peut provoquer 

des infections subcliniques chroniques qui pourraient être une source persistante 

d’excrétion virale ; celles-ci peuvent contribuées à la réapparition de la maladie dans 

le même groupe de bovins (Crouch et al. 1985; Kapil, Trent, Goyal 1990; Clark 1993; 

Oma et al. 2016). 

6.2. Lésions 

Dans l’étude de (Kapil, Basaraba 1997), lors d'une infection expérimentale avec 

un isolat pneumo-entérique de BCoV à des veaux nouveau-nés privés de colostrum, 

les lésions macroscopiques observées sont : une congestion, une hémorragie et un 

œdème des cloisons interlobulaires. Les zones ventrolatérales des poumons sont 

celles principalement impliquées.  

À l’échelle microscopique, les mêmes veaux développent une pneumonie 

interstitielle avec la une congestion et des hémorragies alvéolaires. Une 

caractéristique histologique importante du BCoV est l'épaississement des cloisons 

alvéolaires par infiltration de cellules inflammatoires mononucléées dans les zones 

interstitielles des poumons.  
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PARTIE EXPÉRIMENTALE 

I. Présentation générale du projet expérimental 

1. Contexte, enjeux et positionnement du projet par rapport à 
l’état de l’art 

Comme développé dans la partie introductive, les maladies respiratoires sont 

des troubles de la santé qui ont une importance majeure dans tous les systèmes 

d’élevage de bovins en stabulation. Ils compromettent la rentabilité et la durabilité de 

ce secteur, partout dans le monde.  

Malgré le développement de nouveaux vaccins, de nouvelles options 

thérapeutiques et des efforts importants pour améliorer les conditions d’élevage, les 

taux de morbidité et de mortalité de ces maladies restent élevés. Les maladies 

respiratoires sont aussi une atteinte au bien-être animal, qui est devenu une 

préoccupation sociétale forte. Le bien-être de l’éleveur, du fait de la charge mentale, 

de l’inquiétude et de la charge de travail élevées lorsque ses animaux sont malades 

sont aussi à mieux prendre en compte. Le traitement des maladies respiratoires est 

une des principales causes d’utilisation des antibiotiques, notamment dans les ateliers 

d’engraissement de jeunes bovins (Fulton 2009). Le nombre élevé de bovins malades 

ou morts de maladies respiratoires crée des pertes à l’échelle de la production et 

contribue à la mauvaise gestion des ressources alimentaires ; il contribue en outre à 

l’impact environnemental de l’élevage bovin. Ainsi, les enjeux associés à une meilleure 

maîtrise des maladies respiratoires sont l’amélioration de la santé du cheptel bovin 

pour réduire les pertes directes et indirectes, contribuant ainsi à une meilleure gestion 

des ressources alimentaires, une réduction de l’impact environnemental de l’élevage, 

et une moindre consommation d’antibiotiques donc un risque réduit d’émergence de 

bactéries résistantes, ainsi qu’une amélioration du bien-être animal et de celui des 

éleveurs. Tous ces enjeux s’inscrivent parfaitement dans le concept « One Welfare, 
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One Health », une seule santé et un seul bien-être, animal, environnemental et 

humain. 

Les maladies respiratoires sont d’origine multifactorielle, causées par divers 

agents pathogènes qui agissent souvent en association, voire en synergie, avec 

souvent l’intervention primaire de virus et des surinfections bactériennes qui 

apparaissent dans leur sillage. Parmi les virus pathogènes respiratoires des bovins, le 

coronavirus bovin (BCoV) retient particulièrement l’attention des chercheurs en raison 

du contexte sanitaire actuel chez l’Homme, et la pandémie de COVID-19. La 

transmission virale par voie aérienne via les bioaérosols a rarement été prouvée de 

manière expérimentale (Mars, Bruschke, van Oirschot 1999). 

Un verrou technologique important pour la détection directe des agents 

pathogènes dans l’air lors d’infection respiratoire est la difficulté à capturer et à 

concentrer les agents en suspension dans l’air, ce qui n’était jusque-là possible 

qu’avec des techniques lourdes inapplicables dans le contexte du diagnostic médical. 

Pour le prélèvement, les animaux malades doivent être fermement contenus ce qui 

accroit leur stress et aggrave l’insuffisance respiratoire lorsqu’elle est présente. Les 

prélèvements effectués dans le tractus respiratoire sont invasifs a minima gênants 

(écouvillonnage nasal) voire douloureux (lavage broncho-alvéolaire) requérant une 

anesthésie préalable pour immobiliser l’animal. Les méthodes sont en outre très 

chronophages pour le manipulateur et le vétérinaire. Les échantillons doivent ensuite 

être acheminés vers un laboratoire pour y être analysés, faisant appel à des méthodes 

et des instruments sophistiqués. Les résultats ne sont pas disponibles le plus souvent 

avant plusieurs jours, et avant ce délai, ils ne peuvent pas être pris en compte dans 

les choix thérapeutiques.  

Lever ce verrou suppose donc de développer des techniques de détection et 

d’identification des agents pathogènes présent dans l’air expiré (prélèvement non-

invasif, contention minimale) avec une obtention rapide des résultats (quelques 

minutes) et quasiment au pied de l’animal en élevage. C’est pourquoi, le plus souvent, 

la recherche des agents impliqués est limitée aux cas graves ou récidivants. 

Dans ce contexte, plusieurs méthodes de collecte virale dans l’air ont été 

décrites en médecine humaine (Breshears et al. 2022). À notre connaissance aucune 
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méthode de prélèvement d’air expiré n’est utilisée à l’heure actuelle en routine dans le 

cadre du diagnostic étiologique des maladies respiratoires chez les bovins. Pour la 

plupart des techniques, à l’exception de la précipitation électrostatique, des forces de 

cisaillement élevées sont exercées lors du prélèvement et elles altèrent de façon plus 

ou moins importante la viabilité des particules virales. Pour certaines, la collecte est 

réalisée sur un milieu solide ; une phase de transfert en milieu liquide est donc 

indispensable pour une détection par les méthodes conventionnelles. Par ailleurs, la 

détection en temps quasi-réel d'agents infectieux dans l'air est difficile, car elle est 

compliquée par plusieurs facteurs (Fronczek, Yoon 2015). En premier lieu, l’obstacle 

majeur peut-être la concentration extrêmement faible des agents pathogènes présents 

dans les aérosols, en lien avec la sensibilité des techniques et la performance de 

collecte des dispositifs. La présence de particules de poussière, diverses et 

hétérogènes par nature, peut interférer avec les méthodes de collecte et de détection 

des aérosols, et leur gestion représente également un défi majeur.  

Très peu de recherches ont réussi à coupler les méthodes de détection aux 

prototypes de collecte d’aérosol en les intégrant dans un dispositif complet, autonome 

et portatif. La méthodologie repose sur la mise en œuvre d’un biocollecteur (Borges et 

al. 2021) puis l’analyse des échantillons par amplification biomoléculaire, par 

séquençage, par des tests immunologiques, ou par culture. Parmi ces techniques, 

l’analyse par amplification biomoléculaire est la plus sensible, et les nombreux 

développements réalisés l’ont rendu facilement automatisable, robuste et rapide. 

Concernant la détection en santé humaine, Biomérieux propose l’instrument Biofire 

qui met en œuvre une cartouche microfluidique intégrant toutes les étapes de 

préparation et d’analyse d’un échantillon par qPCR. Diagcore commercialise 

également un instrument et des cartouches microfluidiques intégrant toutes les étapes 

de préparation et d’analyse d’un échantillon par qPCR. Les analyses pourraient être 

accélérées par la mise en œuvre de techniques d’amplification isotherme (LAMP) qui 

ne sont pas quantitatives mais permettent d’identifier la présence d’un pathogène de 

façon spécifique en une vingtaine de minutes. 

Dans ce contexte, le projet AIDAV (Approches Innovantes pour la Détection des 

Agents Viraux respiratoires chez les bovins) a vu le jour. La ligne directrice du projet 

est la mise au point d’une méthode de prélèvement non invasive respectant le bien-

être animal et prenant en compte la praticité d’utilisation pour l’utilisateur ; couplée à 
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une technique d’identification portable et rapide dans les élevages, sur les animaux 

malades/infectés, qui soit sensible et ciblée sur les agents viraux dominants. 

La solution proposée est une technologie de rupture adoptable par divers 

acteurs en production animale, et susceptible de modifier la prévention des maladies 

respiratoires en facilitant le diagnostic et une prise en charge rapide. Elle sera utilisable 

sur un animal isolé ou un groupe (au même titre que les techniques de prélèvement 

existantes) et sera multiplexable pour rechercher plusieurs virus simultanément. 

2. Objectifs du projet et verrous techniques  

L’objectif du projet est de mettre au point et d’évaluer une approche non invasive 

fondée sur l’analyse de l’air expiré par les animaux en remplacement des 

prélèvements invasifs tels que ceux décrits dans la partie introductive. Mais cette 

approche peut se heurter à plusieurs difficultés lorsque ces agents sont des virus. En 

effet les biocollecteurs commerciaux sont tous des instruments développés pour la 

collecte de bactéries ou de spores fongiques dont la taille est supérieure à 1µm. Leur 

efficacité pour la collecte de virus est globalement faible pour des agents susceptibles 

d’être présents dans la fraction submicronique des aérosols. Dans ce contexte le 

laboratoire LSMB du CEA-Leti propose l’évaluation de la précipitation électrostatique 

développée spécialement pour une collecte efficace de toutes les particules en 

suspension d’une taille comprise entre 10 nm et 10 µm. Les biocollecteurs développés 

au LSMB sur ce principe physique ont, en outre, l’avantage d’être silencieux et ainsi 

de ne pas perturber les animaux soumis au prélèvement dans les élevages. 

Un objectif plus ambitieux est de permettre une analyse directe, en 20 minutes 

environ et sans autre manipulation, des échantillons prélevés (Figure 13). Cette 

ambition peut être atteinte au moyen de cartes microfluidiques dédiées, contenant tous 

les réactifs nécessaires à l’intérieur d’un dispositif compact. Pour ce faire, le CEA-Leti 

adaptera un instrument de collecte et d’analyse automatisée, dont le développement 

a débuté dans le cadre de la pandémie actuelle de Covid-19, et qui permettra la 

détection du BCoV qui est un coronavirus proche de l’agent de la Covid. Parmi les 

agents viraux responsables de MRB, nous privilégions le coronavirus bovin dont la 
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prévalence est élevée alors que les connaissances épidémiologiques et les outils de 

maitrise sont moins bons que pour les autres virus. 

 

Figure 13 : Description schématique de la solution proposée. 

Le développement de telles techniques d’identification des agents pathogènes 

pour les maladies respiratoires des bovins permettrait : 

(i) de démocratiser l’identification des agents pathogènes responsables des maladies 

respiratoires par les vétérinaires pour adapter les plans de prévention et de traitement. 

(ii) d’envisager une utilisation, selon la situation et la question posée, individuelle ou 

collective de ces techniques : le prélèvement pourrait être réalisé soit sur l’individu 

malade, soit dans l’air environnant un groupe d’animaux ayant développé des troubles 

ou dont on veut connaître le statut infectieux. 

(iii) d’augmenter le pool de données disponibles pour mieux comprendre l’étiologie des 

maladies respiratoires, les dynamiques de transmission des agents pathogènes (pour 

les acteurs de la recherche et du développement) et de proposer des outils de gestion 

intégrée de la santé en élevage.  

(iv) d’accélérer le développement de ces approches non invasives à d’autres contextes 

épidémiologiques (pathogènes, espèces d’élevage). 

3. Acteurs du projet 

Le projet repose sur les compétences complémentaires du CEA-Leti représenté 

par le Laboratoire de Systèmes Microfluidiques et de Biotechnologies (LSMB) de 

Grenoble et des équipes France Futur Élevages (F2E) qui regroupent :  
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• Deux unités de l’Institut National de Recherche pour l’Agriculture, l’Alimentation 

et l’Environnement (INRAe) : l’unité IHAP (Interactions Hôtes-Agents 

Pathogènes) concernant la recherche en infectiologie animale basée à l’École 

Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT) ; 

• L’unité BIOEPAR (Biologie, Épidémiologie et Analyse de Risque en santé 

animale) en collaboration avec l’École nationale vétérinaire, agroalimentaire et 

de l'alimentation de Nantes-Atlantique (Oniris), qui sera chargée d’évaluer le 

dispositif dans les conditions d’élevage ; 

• Et l’Institut de l’élevage (Idele) grâce à son service « Santé et Bien-être des 

Ruminants », comme partenaire du projet. 

Par leur connaissance des enjeux en lien avec l’élevage, des systèmes de 

production de jeunes bovins (Idele, IHAP, BIOEPAR), et de la médecine vétérinaire 

(ENVT, Oniris), les équipes F2E ont identifié le besoin de développer des moyens 

fiables, non invasifs, faciles à mettre en œuvre et peu couteux, au service d’une 

meilleure connaissance de l’étiologie des maladies respiratoires des jeunes bovins, 

pour une meilleure prise en charge de ces maladies dans les élevages. Dans ce 

contexte, le CEA apportera au projet les technologies de prélèvement et d’analyse de 

terrain développé par le LSMB. La technologie de collecte électrostatique sur laquelle 

le laboratoire travaille depuis une quinzaine d’années semble parfaitement adaptée à 

la collecte des virus respiratoires dans l’air expiré des animaux. Le laboratoire 

adaptera pour les besoins du projet la tête de prélèvement de ses collecteurs de façon 

à cibler spécifiquement les aérosols émis par un animal, sans contention de celui-ci. 

En complément, la veine aéraulique des collecteurs, initialement conçus pour le 

prélèvement environnemental, pourrait être modifiée. Le laboratoire apportera 

également au projet une technologie nouvelle qui permet l’enchainement automatique 

d’un prélèvement et d’une analyse des échantillons, en adaptant les réactifs aux 

maladies respiratoires de jeunes bovins, et l’interface aux besoins des vétérinaires.  

Les compétences des équipes F2E permettront d’élaborer un protocole de 

validation des moyens de prélèvements/analyses proposés par le CEA en conditions 

expérimentales (IHAP) et en fermes commerciales (Oniris/Idele) en se fondant sur les 

techniques d’analyse de routine (écouvillons nasaux profonds + RT-PCR ; IHAP, 

BIOEPAR).  



77 sur 157 

II. Matériels et méthodes 

1. Accord du comité d’éthique 

Le protocole d’expérimentation a été approuvé par le comité d’éthique en 

expérimentation animale, sous le numéro #2022053116436690 v5. 

L’accord du comité éthique prévoit la conception et l’application des procédures 

expérimentales aux animaux, les soins aux animaux et la procédure de mise à mort 

des animaux dans le respect de la charte de l’utilisation éthique des animaux à des 

fins expérimentales. 

2. Plan de travail du projet et détail des phases expérimentales 

2.1. Plan de travail global 

Le projet AIDAV a vu le jour en octobre 2021 et a été construit pour s’articuler 

sur 30 mois. 

Dans un premier temps, l’effort est porté sur la mise au point des moyens de 

prélèvement non invasifs par le CEA selon les recommandations des équipes F2E en 

termes de conditions de prélèvement sur le terrain, notamment la qualité de l’air 

ambiant et la robustesse du matériel. Ainsi, le CEA a réalisé deux dispositifs de 

prélèvement électrostatique et développé un cône de prélèvement qui permet de 

canaliser les aérosols émis par les jeunes bovins. Le cône de prélèvement doit 

permettre de recueillir les bioaérosols produits par un animal particulier sans la 

contention qu’imposerait la mise en place d’un masque. En parallèle, le laboratoire 

LSMB du CEA a développé des réactifs LAMP nécessaires à la détection du virus 

respiratoire sélectionné par les équipes F2E, le BCoV, sur la base de connaissances 

antérieures (publications, données non publiées). À ce stade les réactifs sont 

développés pour être employés directement sous forme liquide, sans considération 

pour l’embarquement de ceux-ci dans la balise finale. 
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Une fois l’étape de conception préliminaire terminée, pour évaluer la méthode 

de prélèvement en vue de sa validation, les équipes F2E ont mis en œuvre une 

première phase expérimentale dans une unité de l’IHAP pour tester les moyens 

techniques développés par le laboratoire LSMB du CEA-Leti et intercomparer les 

résultats avec ceux obtenus par des techniques non invasives commerciale et une 

technique invasive de référence (un ENP pour une détection par RT-qPCR).  

Une fois la preuve de concept établie, grâce à l’expérience acquise durant la 

première phase expérimentale, une étape d’adaptation de la balise autonome 

développée au CEA par le laboratoire LSMB a permis d’adapter la tête de prélèvement 

de l’instrument et son boitier aux conditions expérimentales notamment pour le 

couplage avec le cône de prélèvement et l’amélioration de la collecte. En complément 

le laboratoire LSMB a travaillé au conditionnement des réactifs nécessaires à la 

détection du virus dans la balise. De façon à être stabilisés et d’une forme qui facilite 

leur embarquement dans les consommables, ceux-ci sont lyophilisés dans des moules 

développés sur-mesure. Cette étape est critique pour disposer de réactifs prêts à 

l’emploi sans conditions de conservation trop limitantes et pour faciliter leur intégration 

dans le protocole d’analyse.  

Enfin, la dernière phase en conditions expérimentales consiste à évaluer avec 

la balise optimisée, le prélèvement du BCoV dans l’air. Pendant le même temps, les 

prélèvements servent à évaluer la méthode de détection virale par amplification 

moléculaire (LAMP). 

 

Figure 14 : Frise chronologique synthétisant les étapes clés du projet AIDAV.  
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2.2. Phase expérimentale 1 : preuve de concept  

La première phase expérimentale en juillet 2022 consiste à évaluer la méthode 

de prélèvement mise au point par le CEA en vue de sa validation pour être intégrée 

dans la balise complète. 

Pour cela, trois veaux ont été préalablement recrutés et infectés 

expérimentalement avec le BCoV selon le modèle décrit dans les étapes préliminaires. 

L’objectif est de réaliser des prélèvements non invasifs des voies respiratoires avec 

plusieurs biocollecteurs, dont deux sont commerciaux, en plus de celui à évaluer. En 

parallèle, un suivi clinique des animaux a été mis en place, ainsi que des prélèvements 

invasifs de référence par écouvillonnage nasal profond.  

Tous les échantillons d’air et nasaux prélevés ont été traités et analysés en RT-

qPCR pour évaluer la capacité de collecte du biocollecteur d’intérêt par rapport aux 

autres biocollecteurs déjà développés et à la méthode de référence. 

Les prélèvements ont été réalisés pendant 8 jours après l’infection 

expérimentale par le BCoV afin de décrire la cinétique d’infection par le virus. À la fin 

des 10 jours de suivi, les veaux ont été euthanasiés et une autopsie a été réalisée. 

2.3. Phase expérimentale 2 : validation de la balise complète 

Cette phase expérimentale a eu lieu en octobre 2023 et consiste à évaluer la 

balise complète, en dissociant encore les étapes de collecte et de détection, en vue 

de la déployer ultérieurement en élevage. 

De la même façon, trois autres veaux ont été préalablement recrutés et infectés 

expérimentalement avec le même isolat de BCoV selon le modèle décrit dans les 

étapes préliminaires et validé par la première phase expérimentale. L’objectif reste le 

même, c’est-à-dire de réaliser des prélèvements non invasifs des voies respiratoires 

avec les mêmes biocollecteurs, les deux commerciaux et la version optimisée de celui 

à tester. En parallèle, un suivi clinique et des prélèvements pour l’évaluation de 

l’infection par la méthode de référence après écouvillonnage nasal profond sont 

réalisés sur le même principe qu’en juillet 2022.  
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Tous les échantillons d’air et nasaux prélevés ont été traités et analysés en RT-

qPCR pour (i) confirmer les résultats de la phase expérimentale 1 et (ii) servir de 

méthode de référence pour évaluer une méthode de détection par RT-LAMP 

développée pour le module Arise. Tous les échantillons de cette série sont donc 

analysés en RT-LAMP également.  

Par rapport à la phase 1, le but est de se concentrer sur une détection virale 

plus précoce ; c’est pourquoi les prélèvements sont réalisés uniquement les 4 premiers 

jours qui suivent l’inoculation. À la fin des 4 jours de suivi, les veaux ont été 

euthanasiés et une autopsie a été réalisée. 

 
La suite du travail traite des deux phases expérimentales du projet AIDAV présentées 

précédemment. 

3. Étapes préliminaires à l’expérimentation 

3.1. Recrutement des animaux 

Le modèle infectieux choisi pour tester l’outil de détection étant le BCoV, en 

raison de sa pathogénie, les animaux ciblés par l’expérimentation sont des jeunes 

bovins. 

Les bovins recrutés sont des veaux de race Prim’Holstein et Red’Holstein. Ce 

sont des mâles car la fourniture est possible à moindre coût, les femelles étant 

conservées dans l'élevage pour le renouvellement. Il n'y a pas de différence 

physiologique susceptible d'altérer l'interprétation des résultats et la conclusion de 

l'étude en lien avec le sexe de l'animal. Ils proviennent de l’élevage du Domaine de 

Lamothe de l’école d’ingénieur de Purpan (EIP) à Toulouse. Ils sont âgés d’au plus un 

mois au début des expérimentations afin d’avoir des animaux de poids compatibles 

avec une manipulation aisée et suffisamment âgés pour que le risque d’entérite 

néonatale soit écarté. 
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Les veaux sélectionnés ont tous reçu une administration standardisée de 

colostrum, testé et dépourvu d'anticorps vis à vis du BCoV, d’un volume de 4 L par 

sondage oro-gastrique, dans les premières heures qui suivent la naissance, afin 

d’écarter la variabilité d’origine immunitaire. Ils sont en bonne santé, c’est-à-dire qu’ils 

ne présentent pas d’affection concomitante ; en particulier, sont surveillés les 

manifestations cliniques d’affection ombilicale ou d’entérite néonatale. Une sérologie 

pour le BCoV est réalisée sur les veaux avant leur recrutement et doit être idéalement 

négative pour inclure les animaux dans l’étude. 

Les veaux portent des numéros d’identification nationaux conventionnels. Pour 

la suite de l’étude, les derniers chiffres du numéro de travail seront utilisés pour les 

identifier. 

3.2. Hébergement et alimentation des animaux pendant l’étude 

Les jeunes bovins sont logés dans des locaux en station expérimentale de 

niveau 3 de biosécurité, dans la partie réservée aux grands animaux (unité IHAP, site 

de l’ENVT). La pièce est un espace ouvert d’une superficie de 67 m2 et d’un volume 

total de 167,5 m3. L’air est renouvelé à 20 volumes/h avec une vitesse du flux d’air de 

6 à 7m/s. Pour entrer dans les locaux, le passage dans un sas de biosécurité est 

obligatoire, au cours duquel le personnel s’équipe d’équipements de protection 

individuelle comprenant une charlotte, un masque, deux paires de gants en nitrile et 

une combinaison intégrale avec des sur-chausses et une capuche incluses.  

Les veaux évoluent dans une case d’exercice à l’intérieur de la pièce. C’est une 

case sur caillebotis métallique entourée de barrières métalliques, dont la superficie est 

de 15 m2. Dans cette case, se trouve une aire de couchage avec un tapis en 

caoutchouc, deux abreuvoirs automatiques et une mangeoire pour le foin. 

Ils sont alimentés par buvée de lait. Il s’agit de lait reconstitué à partir de d’un 

aliment d’allaitement complet en poudre de formulation commerciale (Solvor Maxima) 

dilué dans de l’eau potable et préparé selon les instructions du fabricant à la 

concentration de 125 g de poudre/L d’eau. Il est distribué en deux repas par jour, matin 

et soir, à heures fixes dans des seaux avec des tétines, à raison de 3L par veau et par 

repas. Les animaux disposent d’eau et de foin à volonté. 
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Figure 15 : Case d’exercice des veaux. Crédit photo : photos originales. 

La case est nettoyée quotidiennement pour retirer les fèces et laver l’urine qui 

s’écoule sous le caillebotis. Les aires où sont manipulés les veaux lors des 

prélèvements liés à l’expérimentation (rampe d’accès au caillebotis, sol de la salle et 

tapis de la niche) sont également nettoyés quotidiennement. 

Les veaux ne quittent pas les locaux de la station expérimentale durant toute 

l’expérimentation. Pour les faire circuler dans l’animalerie, hors de leur aire de vie, une 

passerelle métallique est présente. Tous les examens cliniques, prélèvements et 

manipulations diverses sur les veaux ont lieu dans l’animalerie dans des conditions 

particulières de prélèvement décrites plus loin.  

3.3. Protocole d’infection expérimentale des animaux avec le BCoV 

Le modèle infectieux choisi pour évaluer les méthodes de collecte et de 

détection virale est le BCoV pour plusieurs raisons, détaillées dans la partie 

bibliographique introductive.  
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Pour notre étude, il a été choisi de réaliser une inoculation par voie intranasale 

sur le même principe que la vaccination par cette voie. Pour cela, un isolat de BCoV 

provenant d’une souche isolée en 2014 sur le terrain lors d’une épidémie respiratoire 

dans le Sud-Ouest de la France. La souche (BCoV/France/ICSA17-LBA/2014) a été 

isolée à partir d’un prélèvement de LBA et produite sur des cellules de tumeur rectale 

humaine (hRT-18g) (Salem et al. 2020). Pour obtenir une infection certaine, le titre de 

l’inoculum est de 2x106 TCID50/mL. Ce dernier a été dilué à de moitié dans du PBS et 

administré à raison d’1 mL dans chacune des deux cavités nasales des veaux. 

L’inoculum a été vaporisé à l’aide d’une seringue de 2,5 mL et d’une canule 

d’application intranasale destinée théoriquement à l’administration des vaccins de la 

gamme Rispoval® RS+Pi3 (Zoetis) par voie intranasale. Chaque veau a donc reçu 

2x106 TCID50 de virus au total, soit 106 TCID50 de virus dans chaque cavité nasale. 

4. Suivi clinique et paraclinique journalier 

Pendant toute la durée des manipulations, les veaux sont observés 

cliniquement à distance en surveillant particulièrement des éventuels signes cliniques 

d’atteinte respiratoire. On surveille la fréquence respiratoire, l’apparition de toux, de 

jetage nasal ou d’écoulement oculaire. Individuellement, les veaux sont examinés 

cliniquement de façon rapprochée. Un relevé de température rectale est effectué.  

Un écouvillon nasal profond est prélevé à l’aide d’un écouvillon stérile 

FLOQSwabs® (Copan) muni d’une cytobrosse pour chacun des veaux, une fois par 

jour. La cytobrosse est préférable à l’embout en coton pour récupérer davantage de 

cellules respiratoires (Joulié, Herman 2023). L’écouvillon est introduit profondément 

dans le méat ventral d’une des cavités nasales, à 15 cm de profondeur 

approximativement, et frotté vigoureusement contre la muqueuse nasale en effectuant 

des mouvements de rotation.  
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5. Collecte des particules en suspension dans l’air  

5.1. Conditions de prélèvement 

Durant la phase expérimentale, chaque jour deux types de prélèvement sont 

réalisés : des prélèvements d’ambiance de la salle et des prélèvements individuels. 

Pour tous les prélèvements, les différents biocollecteurs fonctionnent simultanément 

pendant 15 minutes. 

Pour les prélèvements d’ambiance, les biocollecteurs utilisés sont placés sur 

des trépieds réglés à 1,3 m de haut, de sorte d’être à la hauteur du mufle d’un veau 

debout sur le caillebotis. Ils sont placés juste devant les cornadis en face du tapis où 

se couchent les veaux, en dehors de la case pour des raisons de sécurité du matériel. 

Les veaux ne sont pas contenus et sont libres de circuler dans toute la case pendant 

le prélèvement. 

Pour les prélèvements individuels, les veaux sont placés dans une niche dont 

le sol est recouvert d’un tapis en caoutchouc et dont toutes les ouvertures sont 

fermées. La niche est un espace fermé de superficie de 2 m2 et de volume 2 m3. Au 

niveau de la porte d’entrée, un sachet est rabattu et empêche les veaux de sortir mais 

la fermeture n’est pas hermétique. Au fond et au plafond de la niche, au niveau des 

bouches d’aération, des tubes d’échappement flexibles en acier permettent le 

branchement des biocollecteurs d’air. 

Dans l’ordre, chaque jour, après le repas des veaux, un prélèvement 

d’ambiance dans la pièce est d’abord réalisé. Ensuite, chaque veau passe 

individuellement dans la niche pour un prélèvement individuel. Les deux approches 

sont ainsi intercomparées en conditions contrôlées.  
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Figure 16 : Conditions de prélèvement. (A) Prélèvement d'ambiance dans l’air de la pièce, 
face à l’aire de repos, en dehors de l’aire de vie. (B) Prélèvement individuel en niche fermée. 

Crédit photo : photos originales. 

5.2. Biocollecteurs utilisés 

Lors des deux phases expérimentales, l’objectif est d’évaluer globalement la 

collecte virale dans l’air avec des collecteurs commerciaux, et en comparaison, 

d’évaluer un prototype mis au point par le CEA. Deux biocollecteurs commerciaux ont 

été utilisés pour les prélèvements réguliers (phase 1) voire quotidiens (phase 2) : le 

précipitateur électrostatique Biodosi (CEA) et le collecteur à filtre en gélatine Button 

Sampler (SKC Ltd). Deux collecteurs issus du projet Arise de l’Agence Nationale de la 

Recherche (ANR) ont été adaptés par le CEA aux besoins de la campagne et ont été 

également utilisés pour les prélèvements. De façon ponctuelle, l’impacteur à fentes 

Sioutas® (SKC Ltd) a également été utilisé lors de la 2ème phase expérimentale. Le 

fonctionnement des collecteurs utilisés est décrit dans la partie bibliographique 

introductive ; à l’exception du module Arise qui est décrit dans le paragraphe suivant 

(5.3.). 

A B 
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Les prélèvements sont réalisés en station expérimentale de niveau 3 de 

biosécurité (unité IHAP) chez les veaux préalablement infectés avec le BCoV. 

L’excrétion est évaluée sur une durée de 4 à 8 jours et mesurée à différentes dates de 

cette période pour faire varier la quantité de virus à détecter, en collectant des 

échantillons de différentes charges virales dans l’air.  

Tous les biocollecteurs sont paramétrés pour fonctionner avec un débit d’air de 

15 L/min et équipés d’un cône de prélèvement identique. 

Entre les prélèvements individuels, la niche est ventilée de sorte à faire diminuer 

le taux de CO2 et la quantité de particules afin de réduire au maximum la contamination 

croisée entre veaux. 

5.3. Description et fonctionnement général de la balise Arise  

Le CEA a mis au point et adapté aux besoins de la campagne un nouvel 

équipement pour la détection de BCoV dans l’air expiré par les jeunes bovins ; 

l’appareil est initialement issu du projet Arise de l’Agence Nationale de la Recherche 

(ANR). Cet appareil dispose d’un cône de prélèvement. Des cartes microfluidiques 

sont insérées dans l’appareil. Il fonctionne grâce à un flux d’air généré par la carte 

microfluidique et relayé par un système de ventilation intégré, pouvant collecter de l’air 

à un débit de 3 à 20 L/min. 

Deux types de cartes microfluidiques ont été conçues successivement. Pour la 

preuve de concept, des cartes permettant uniquement la collecte des particules en 

suspension dans l’air. Dans la carte microfluidique, grâce au flux d’air généré par le 

champ électrostatique, la capture des particules en suspension dans l’air est 

provoquée par précipitation électrostatique sur une membrane hydrophile mixte 

composée de cellulose recouverte d'une fine couche de pâte de silicium conductrice, 

de poudre de carbone noir et de polymères protéiques. Chaque carte est constituée 

de deux chambres de collecte distinctes (Figure 17A). 

Par la suite, une carte microfluidique complète a été mise au point permettant 

à la fois la collecte et l’élution des particules en suspension dans l’air et la détection 

virale. La collecte a été optimisée en doublant le débit d’air et la position des électrodes 

a été modifiée. Sur ces dernières, des réactifs LAMP sont stockés dans une chambre 
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puis injectés à travers un circuit microfluidique qui passe par la membrane de collecte 

pour éluer les particules collectées préalablement. L’éluat est récupéré dans un puit. 

Dans ce puit, une réaction LAMP est opérée et un signal est émis. Ainsi, les étapes 

d’échantillonnage et d’analyse sont intégrées dans une seule carte microfluidique 

(Figure 17B) actionnée par un instrument portatif (Figure 17C).  

            

 

Figure 17 : Module Arise. (A) Carte microfluidique de collecte seule avec deux chambre de 
collecte distinctes. (B) Carte microfluidique complète intégrant la collecte, l’élution et la 

détection virale. (C) Module portatif permettant d’actionner une carte microfluidique.  
(D) Processus de fonctionnement. Source : Poster “Towards detection of airborne pathogenic 

microorganisms by a micrototal analysis system”, Blaire et al., 2023, présenté lors de la 
27ème Conférence Internationale sur les systèmes miniaturisés pour la chimie et les sciences 

de la vie à Katowice (en Pologne). 

Pour l’instant les cartes microfluidiques sont à usage unique et jetable ; ce qui 

évite la contamination croisée lors du prélèvement. 

Pour les prélèvements expérimentaux décrits, seules les cartes permettant 

uniquement la collecte ont été utilisées.  

D 

B C A 
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6. Évaluation qualitative de la collecte de particules dans l’air 

Pendant les phases de collecte, deux appareils ont permis d’évaluer la qualité 

de la capture.  

Un capteur de paramètres physico-chimiques d’ambiance a permis de suivre 

en particulier la température, l’humidité et la teneur en CO2 dans la niche de 

prélèvement. La teneur en CO2 (en ppm) est monitorée afin de s’assurer que l’air de 

la niche se sature par l’air expiré par le veau lors du prélèvement, mais également 

pour s’assurer que l’air de la niche est renouvelé convenablement entre les 

prélèvements de deux veaux successifs. 

Un spectromètre de particules MiniWRAS (Grimm) sert à l’analyse physique 

des aérosols au cours de la collecte en temps réel. Grâce à la combinaison de 

détection de particules optique (OPC) et électrique (nanosiseur), il fournit la distribution 

granulométrique des particules PM10, PM4, PM2,5 et PM1 qui sont respectivement 

les concentrations particulaires en µg de particule/cm3 ayant une taille inférieure à 10, 

4, 2,5 et 1 µm. Il fonctionne avec un débit de 1,2 L/min. 

7. Élution des échantillons collectés 

Les échantillons sont mis en solution dans les 2 heures qui suivent le 

prélèvement à l’aide :  

• Pour la phase 1 : d’une solution de tampon phosphate salin (PBS) stérile avec 

du Tween 20® (polysorbate 20 ou monolaurate de polyoxyéthylène sorbitane) 

à 0,1% ; 

• Pour la phase 2 : d’une solution aqueuse stérile de Tween 20® (polysorbate 20 

ou monolaurate de polyoxyéthylène sorbitane) à 0,1%.  

Le Tween 20® est un émulsionnant qui permet d’éluer efficacement les particules 

virales sans interférer avec les réactifs d’amplification utilisés par la suite. 

Pour les ENP, on place l’écouvillon dans un tube Eppendorf de 1,5 mL et on 

coupe la tige puis on ajoute 1 mL de la solution. Ce mélange est homogénéisé à l’aide 
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d’un vortex, deux fois pendant 5 secondes. L’écouvillon est retiré en le pressant sur 

les parois pour minimiser les pertes de volume.  

Les prélèvements d’air sont élués avec 4 mL de solution pour dissoudre les 

membranes de gélatine du Button Sampler et pour rincer les électrodes de collecte du 

Biodosi, dans des tubes Eppendorf de 5 mL ; 100 µL de solution sont utilisés pour éluer 

les particules collectées sur la membrane de l’Arise dans des tubes Eppendorf de 1,5 

mL. De la même façon, le mélange est homogénéisé à l’aide d’un vortex, deux fois 

pendant 5 secondes.  

Une fois élués, les échantillons sont conservés au réfrigérateur à 4°C jusqu’à 

l’étape suivante, si elle n’est pas réalisée immédiatement. 

8. Détection des particules virales collectées 

Les essais menés ont pour but de permettre de valider non seulement le 

prélèvement par les biocollecteurs développés au CEA mais aussi l’absence 

d’interférence des particules présentes dans l’air prélevé pour l’amplification 

biomoléculaire LAMP. Or l’air ambiant dans les bâtiments d’élevage est relativement 

chargé en particules en suspension en comparaison des pièces et bâtiments pour 

lesquels la balise de prélèvement et de détection du CEA a été développée. Les 

échantillons obtenus lors des prélèvements sont donc analysés par LAMP et, en 

parallèle, par qPCR. Des prélèvements sont effectués avant l’inoculation, dans des 

conditions d’air vicié par des poussières de l’élevage, pour évaluer la présence 

d’éventuels inhibiteurs pour l’amplification biomoléculaire RT-LAMP, avec des 

quantités connues de cibles.  

8.1. Extraction et purification des acides nucléiques  

Une fois en solution, une phase d’extraction des acides nucléiques avec 

purification est réalisée sur les échantillons. Cette extraction est réalisée sur colonne 

à partir de 100 µL des échantillons mis en solution précédemment à l’aide d’un kit 

commercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen) en suivant les instructions du fabricant. Cette 

manipulation consiste à adsorber les acides nucléiques dans une colonne de silice, à 
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l’aide d’un tampon spécifique et d’éthanol absolu, à rincer toutes les impuretés à l’aide 

de tampons spécifiques, puis à éluer les acides nucléiques avec de l’eau stérile sans 

RNAse. 

Les échantillons après extraction sont conservés au réfrigérateur 4°C pendant 

au maximum 24h. 

8.2. Protocole de RT-qPCR 

Pour la RT-qPCR, le kit commercial Bio-TK053 kit® (BioSellal) est utilisé. C’est 

un kit de RT-qPCR duplex qui permet de détecter simultanément le BCoV et l’Influenza 

D (FluD). Comme indiqué par le fabricant, sur la plaque sont placés, dans les puits 

d’intérêt, 15 µL de Master Mix prêt à l’emploi et 5 µL de l’extrait d’acides nucléiques 

des échantillons ou de solution témoins (décrites ci-après).  

En parallèle des échantillons à tester, plusieurs contrôles sont indispensables à 

l’interprétation correcte de la réaction de RT-qPCR :  

• Un contrôle négatif de processus (NCS) : l’eau sans RNAse remplace 

l’échantillon depuis le stade initial d’extraction. Il permet de valider que les 

échantillons n’ont pas été contaminés lors de la phase d’extraction. 

• Un contrôle négatif d’amplification (NC) : l’eau sans RNAse (fournie dans le kit) 

remplace l’échantillon extrait au moment du dépôt sur la plaque de RT-qPCR. 

Il permet de valider que les réactifs Master Mix du kit ne sont pas contaminés. 

• Un contrôle positif d’amplification des virus ciblés (EPC) : une solution d’ADN 

synthétique contenant les séquences cibles spécifiques du BCoV et de FluD 

remplacent l’échantillon extrait au moment du dépôt sur la plaque de RT-qPCR. 

Il permet de valider que les cycles d’amplification ont bien eu lieu. 

La plaque est filmée, centrifugée puis placée dans le thermocycleur 

LightCycler®96 (Roche Life Science). Le programme de RT-qPCR se déroule avec un 

cycle de 20 minutes à 50°C, un cycle de 5 minutes à 95°C puis 40 cycles alternant 10 

secondes à 95°C et 45 secondes à 60°C. Les canaux de lecture sont le FAM pour 

BCov, le VIC pour FluD et le Cy5 pour un contrôle interne de prélèvement suffisant de 

cellules bovines. 
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La visualisation des résultats est réalisée sur le logiciel relié au thermocycleur 

LightCycler®96 (Roche Life Science). Il faut placer la ligne seuil au-dessus du bruit de 

fond et dans la zone exponentielle d’amplification. Pour valider la série de RT-qPCR, 

les contrôles doivent fournir des résultats valides comme mentionnés par le fabricant. 

Dans ce cas uniquement, les résultats des échantillons peuvent être interprétés. Le 

cycle seuil, nommé Ct, correspond à l’intersection entre les courbes d’amplification et 

la ligne seuil. Il permet la mesure relative de la concentration de la cible dans la 

réaction de RT-qPCR entre les échantillons de la même série. 

La charge virale est obtenue par la formule : LOG((600000*(10^((Ct(EPC)-

Ct(échantillon))/3,31)))). La formule permet d'extrapoler le nombre de copies du témoin 

positif du kit aux échantillons ; les différences de nombre de Ct sont transformées en 

facteur multiplicatif par rapport au témoin. 

8.3. Protocole de RT-LAMP  

Le protocole de RT-LAMP décrit par Qiao et al. (Qiao et al. 2012) n’a pas 

fonctionné pour détecter le BCoV à partir de l’isolat de terrain utilisé pour l’infection 

expérimentale. Un nouveau protocole a alors été élaboré avec de nouvelles amorces. 

Les réactifs comprennent 15 µL du mélange Isothermal Master Mix® (OptiGene Ltd) 

(nouvelle ADN polymérase GspSSD2.0, pyrophosphatase inorganique thermostable 

exclusive, tampon de réaction optimisé, MgSO, les 4 désoxyribonucléotides 

triphosphates et un colorant de liaison à l'ADN double brin, détectable dans le canal 

de fluorescence FAM), 5 µL du mélange d’amorces (2 µL d’eau et 0,5 µL de chaque 

amorce : F3 et B3 à 10 µM, LF et LB à 50 µM, FIP et BIP à 100 µM) et 5 µL de 

l’échantillon à tester. Ils sont ajoutés successivement dans les puits d’une plaque, qui 

est ensuite filmée. 

La RT-LAMP est réalisée dans le même thermocycleur LightCycler®96 (Roche 

Life Science) en 2 phases : une amplification pendant 60 minutes avec 120 cycles de 

30 secondes à 65°C, puis une inactivation pendant 2 minutes à 95°C.  
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8.4. Statistiques pour comparer les deux méthodes 

La qPCR commerciale a été choisie comme référence. La concordance entre 

les tests de détection a ensuite été évaluée par le calcul de la statistique kappa et du 

pourcentage de concordance positive. Tous les calculs ont été effectués à l'aide du 

logiciel Excel. 

La valeur Kappa de Cohen est calculée à l’aide de la formule : k = (po – pe) / (1 

– pe) où po est l’accord relatif observé entre les méthodes et pe la probabilité 

hypothétique d’accord fortuit. Les valeurs ont été interprétées comme indiquant la 

force de l'accord tel que défini par Altman : < 0,20 = faible ; 0,21 à 0,40 = passable ; 

0,41 à 0,6 = modéré ; 0,61 à 0,80 = bon et 0,81 à 1,00 = très bon (Altman 1990).  

9. Isolement viral en culture et évaluation de l’infectiosité  

Pour évaluer si le BCoV collecté par les différentes méthodes est vivant et 

infectieux, les échantillons de collecte du jour 3 de la phase 1 sont utilisés. 

9.1. Pré-traitement des échantillons 

Les échantillons élués sont dilués au quart dans du PBS avec du Tween 20® à 

0,01% en normalisant la quantité de virus. Un échange de tampon est réalisé avec des 

filtres Amicon dont les pores laissent passer les molécules jusqu’à 30kDa, sur un 

volume final de 5 mL. 300 µL de l’éluat est mélangé avec un milieu de lignée cellulaire 

hRT18g et stérilisé sur filtre pour obtenir un volume final de 1 mL. Dans une plaque à 

puits, pour chaque échantillon en double, sont placés : 

• 100 µL du mélange stérilisé sur filtre ; 

• 1 mL de milieu de culture à sérum réduit OptiMEM avec 2% de PS et de 

l’amphotéricine B (anti-fongique). 

9.2. Mise en culture 

Les plaques sont mises en culture avec 2 passages. Un lavage de la culture est 

réalisé une fois, 24 heures après l'infection pour éliminer l'inoculum. 
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9.3. Détection 

Six jours après l’infection, 150 µL de surnageant est récupéré. L’ARN est extrait 

avec le kit commercial RNeasy® Mini Kit (Qiagen). Une RT-qPCR avec le kit 

commercial Bio-TK053 kit® (BioSellal) est effectuée.  

En parallèle, les virus sont mis en évidence par immunofluorescence. La présence de 

virus est établie par comparaison avec un témoin négatif. 

10. Euthanasie et autopsie  

À la fin de la phase expérimentale, les veaux sont euthanasiés en dehors de la 

présence des autres veaux, avec une injection par voie intra-veineuse lente dans la 

veine jugulaire de T-61® (embutramide, mébézonium, tétracaïne) à la posologie de 6 

mL pour 50 kg de poids vif comme recommandé dans le résumé des caractéristiques 

du produit. 

Les cadavres sont évacués selon les procédures de biosécurité jusqu’à la salle 

d’autopsie. Une autopsie ciblée sur l’appareil respiratoire profond est pratiquée. Une 

ouverture propre de la cavité thoracique permet d’extraire la partie terminale de la 

trachée, les poumons et le cœur. Une fois le cœur séparé des poumons, les poumons 

sont rincés et examinés précisément, en particulier leur consistance. Des 

prélèvements du lobe crânial droit de tous les veaux sont systématiquement effectués, 

dans des zones de potentielle atélectasie : un prélèvement cubique de 1 cm de côté 

est conservé dans un pot rempli de formol pour un examen histopathologique, deux 

prélèvements rectangulaires de 2 à 3 cm de côté sont congelés à plat pour une 

extraction d’ARN. 

Les cadavres sont ensuite évacués par le service d’équarrissage.   
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III. Résultats  

1. Description analytique des bovins recrutés pour l’étude 

Dans chaque phase expérimentale, trois bovins ont été recrutés ; soit six bovins 

au total. Les principales caractéristiques des bovins sont rassemblées dans le tableau 

1 ci-dessous.  

Tableau 1 : Caractéristiques des bovins. 
Pour les races, PH = Prim’Holstein et RH = Red’Holstein. Pour le sexe, M = mâle. Les âges 

correspondent à l’âge au J0 de l’étude. Les poids sont évalués après l’euthanasie et avant l’autopsie.  

Phase 
expérimentale 

Numéro 
d’identification 

national 
Référence Race Sexe 

Date de 
naissance 

Âge 
(jours) 

Poids 
vifs 
(kg) 

Phase 1 :  
Juillet 2022 

FR3100641749 #49 PH M 25/06/22 22 58 

FR3100641750 #50 PH M 29/06/22 18 53 

FR3100641751 #51 PH M 03/07/22 14 58 

Phase 2 : 
Octobre 2023 

FR3100583096 #96 PH M 20/08/23 43 65 

FR3100583101 #101 PH M 25/08/23 38 56 

FR3100583112 #112 RH M 13/09/23 19 43 

Les veaux sont âgés en moyenne de 25 jours au début de l’étude et pèsent en 

moyenne 55,5 kg. 

2. Infection virale chez les veaux à la suite de l’inoculation 
expérimentale d’une souche de BCoV 

En l’absence de modèle d’infection expérimentale établi pour le BCoV, il a fallu 

dans un premier temps valider le protocole d’inoculation expérimentale utilisé. 
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2.1. Charge virale  

 

Figure 18 : Charge virale évaluée sur des écouvillons nasaux profonds analysés en qPCR en 
fonction du temps écoulé après l'inoculation expérimentale de BCoV. (A) Phase 

expérimentale 1, juillet 2022 (n=3). (B) Phase expérimentale 2, octobre 2023 (n=3). La ligne 
en tiret rouge représente la charge virale inoculée dans chaque narine. 

À la suite de l’inoculation expérimentale d’une souche de BCoV isolée sur le 

terrain en 2014, le BCoV a été détecté à partir de l’écouvillonnage nasal profond par 

qPCR dans les cavités nasales des six veaux de l’étude. La charge virale varie entre 

104 et 1010 copies virales au cours du temps pour les deux phases expérimentales. 

L’excrétion de BCoV dans les cavités nasales est permanente, jusqu’aux jours 8 et 4 

respectivement dans les phases expérimentales 1 et 2 ; et semble décroissante à 

partir du jour 5 dans la phase 1. 
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L’absence d’excrétion pour les veaux #50 au J2 de la phase 1 et #112 à H62 de 

la phase 2 est probablement due à un problème d'inhibition ou de prélèvement car du 

virus est détecté les jours précédant et suivant le jour où le résultat est négatif.  

2.2. Manifestations cliniques 

Au cours du suivi clinique des veaux, aucune anomalie clinique respiratoire n’a 

été relevée, à l’exception pour les six veaux de jetage nasal muqueux à partir du 3ème 

jour. Pour les veaux de la phase 2, de la diarrhée mucoïde est apparue le dernier jour. 

Les éléments cliniques sont reportés en Annexe 1. 

3. Résultats de collecte des aérosols dans la niche 

Afin de valider les conditions de prélèvement individuelles, il faut s’assurer qu’au 

moment de l’entrée du veau dans la niche, les concentrations de CO2 et de particules 

ont été mesurées. Elles restent élevées au cours des 15 minutes de capture. À la fin 

du prélèvement, lorsque le veau sort de la niche, il faut s’assurer inversement que ces 

concentrations diminuent jusqu’à retourner aux valeurs initiales avant de faire rentrer 

le veau suivant pour éviter les contaminations croisées entre veaux. 

Les graphiques présentés dans la Figure 19 sont représentatifs des données 

obtenues chaque jour lors des deux phases expérimentales. 

 
A 
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Figure 19 : Évaluation de la collecte selon deux mesures réalisées le 2ème jour de collecte de 
la phase 2 en octobre 2023. (A) Évolution de la concentration en CO2 en fonction du temps. 

(B) Distribution granulométrique des concentrations en particules en fonction du temps. 

 La figure 19 montre que lors des phases de prélèvements, les veaux respirent 

en expirant du CO2 et émettent en parallèle des particules dans l’air collecté dont les 

tailles sont comprises entre 0 et 10 µm. La quantité de particules émises est différente 

entre les veaux.  

B 
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4. Résultats de la détection sur l’animal pris isolément 

  

  

Figure 20 : Seuil de détection par qPCR du BCoV à partir des prélèvements nasaux (ENP) et 
de l’air de la niche à l’aide des trois collecteurs (Arise, Biodosi, Button Sampler) en fonction 
du temps post-infection. (A) Lors de la phase 1, avec une échelle de temps post-infection en 

jours (n=3). (B) Lors de la phase 2, avec une échelle de temps post-infection en heures 
(n=3). 

Quelle que soit la phase expérimentale, de l’ARN viral a été détecté dans les 

cavités nasales (ENP) des six veaux dès le 1er jour (#49, #50, #51) et 14 heures (#96, 

#101, #112) après infection respectivement ; à l’exception de l’ENP du veau #112 à 62 

heures post-infection. 

Lors de la phase 1 (Figure 20A), de l’ARN viral a été détecté dans l’air de la 

niche à partir du 2ème jour post-infection (J2) pour les 3 veaux (#49, #50, #51).  
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Lors de la phase 2 (Figure 20B), de l’ARN viral a été détecté dans l’air de la 

niche à partir de la 38ème heure post-infection (H38) pour les veaux #96 et #101 ; à 

partir de la 62ème heure post-infection pour le veau #112.  

4. Résultats de la détection dans l’air ambiant de la pièce 
d’hébergement 

 

Figure 21 : Seuil de détection par qPCR du BCoV dans la pièce à partir des prélèvements 
d’air des trois collecteurs en fonction du temps post-infection. (A) Lors de la phase 1, avec 

une échelle de temps post-infection en jours (n=1). (B) Lors de la phase 2, avec une échelle 
de temps post-infection en heures (n=1). 

Lors des deux phases expérimentales, les prélèvements de l’air ambiant de la 

pièce ont parfois permis la détection de matériel viral. Le Button Sampler s’est montré 

moins performant dans les deux cas. Lors de la phase 1, le Biodosi, à l’inverse, a été 

le plus précoce dans la capture de BCoV dans l’air ambiant de la pièce mais 

étonnement, n’a pas collecté de virus les deux derniers jours. Lors de la phase 2, le 

Biodosi a capturé du virus à partir de 62 heures post-infection. 

Lors de la phase 1, le module Arise n’a permis la détection du BCoV dans l’air 

ambiant de la pièce que tardivement, à partir des 7ème et 8ème jours post-infection. Alors 

que dans la phase 2, il s’est avéré plus précoce que le Biodosi et a capturé du virus 

dès 38 heures post-infection. 
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5. Comparaison des résultats de détection par l’amplification 
LAMP par rapport à la qPCR commerciale 

Les méthodes de détection du BCoV, qPCR et LAMP, sont comparées 

uniquement à partir des prélèvements d’air et nasaux réalisés sur les veaux de la 

phase 2 (#96, #101, #112). 

5.1. Accord des méthodes de détection et calcul des valeurs de 

sensibilité et de spécificité de la LAMP 

Sur 83 échantillons parmi tous les prélèvements confondus réalisés lors de la 2ème 

phase expérimentale sur les trois veaux (#96, #101, #112), les effectifs sont reportés 

dans un tableau de contingence. 

Tableau 2 : Tableau de contingence des résultats d’amplification par les méthodes de qPCR 
et LAMP sur les prélèvements de la phase 2 (n=83). Les cases vertes signifient que les 

méthodes indiquent le même résultat, les cases oranges des résultats différents. 

  qPCR 

  Positif Négatif 

LAMP 
Positif 18 (22 %) 1 (1 %) ENP #112 à H62 

Négatif 20 (24 %) 44 (53 %) 

À partir de ce tableau de contingence et de tableaux de contingence similaires 

adaptées aux situations souhaitées, les valeurs Kappa de Cohen et les propriétés de 

la méthode LAMP ont été calculées et sont rassemblées dans le tableau 3 ci-dessous.  

Tableau 3 : Tableau rassemblant l’accord Kappa de Cohen de la LAMP avec la référence de 
qPCR et les propriétés de la LAMP lors de la phase 2 de l’étude. 

  Valeur Kappa de 

Cohen 

Sensibilité de la 

LAMP (%) 

Spécificité de la 

LAMP (%) 

Tous prélèvements (n = 83) 0,47 47 98 

ENP (n = 15) 0,81 100 97 

Arise (n = 20) 0,66 64 100 

Biodosi (n = 20) 0 0 100 

Button Sampler (n = 20) 0 0 100 
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• Tous les échantillons : 

Sur l’ensemble des échantillons, la valeur Kappa de Cohen est de 0,47. L’accord entre 

les méthodes LAMP et qPCR sur l’ensemble des prélèvements confondus est donc 

modéré. 

Sur l’ensemble des échantillons, la sensibilité de la LAMP est de 47% dans notre 

étude. Parmi les 20 échantillons considérés comme faux négatifs (négatifs en LAMP 

et positifs en qPCR), la plupart sont des prélèvements tardifs à 62 et 86 heures post-

infection (sauf 2 à 38 heures post-infection) et tous ont un Ct compris entre 31,75 et 

37,06 cycles ; c’est-à-dire un nombre de copies virales faible. Ainsi la LAMP est moins 

sensible que la qPCR. 

La spécificité est de 98 %. On pourrait quasiment considérer qu’elle est de 100% si on 

admet que l’analyse qPCR de l’ENP du veau #112 à 62 heures post-infection a été 

inhibée mais est en réalité positive au BCoV (cf. Résultats paragraphe 2.1.). 

• Sur les écouvillons nasaux profonds :  

Sur les 15 échantillons préparés à partir des ENP des veaux, la valeur Kappa de 

Cohen est de 0,81. Ainsi, l’accord entre les deux méthodes est très bon pour les ENP. 

La sensibilité de la LAMP sur les ENP est de 100 % dans notre étude. La spécificité 

est de 97 % voire 100% si on prend les mêmes considérations décrites précédemment. 

• Sur les échantillons d’air collectés par le module Arise :  

Sur les 20 échantillons d’air collectés par le module Arise, la valeur Kappa de Cohen 

est de 0,66. Ainsi, l’accord entre les deux méthodes est bon pour les échantillons Arise. 

La sensibilité de la LAMP sur les échantillons d’air Arise est de 64 % dans notre étude, 

alors que la spécificité est de 100%. 

5.2. Seuil de détection du BCoV 

Dans cette partie, on ne s’intéresse qu’aux échantillons ayant produit un résultat 

positif par la méthode LAMP ; sont donc exclus les échantillons d’air capté par le 

Biodosi et le Button Sampler. 
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Figure 22 : Seuil de détection du BCoV en fonction du temps post-infection (en heures) par 
les deux méthodes de détection (qPCR et LAMP) pour les veaux de la phase 2 (#96, #101, 

#112).  
(A) Sur les échantillons issus des écouvillons nasaux profonds. (B) Sur les échantillons d’air 

collectés par le module Arise. 

• Sur les écouvillons nasaux profonds :  

Sur les ENP des trois veaux de la 2ème phase expérimentale, la LAMP a amplifié du 

virus dans tous les cas où la qPCR en a détecté. À 62 heures post-infection, la LAMP 

a amplifié du virus sur l’ENP du veau #112 alors que la qPCR était négative. Comme 

précisé précédemment dans ce cas, il y a eu très probablement une inhibition de la 

qPCR. 

A chaque moment après l’inoculation, et pour chaque veau, la valeur de Ct obtenue 

par la méthode LAMP est significativement supérieure à celle obtenue par la qPCR. 
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La valeur de Ct moyenne obtenue sur tous les veaux et tous les échantillons post-

infection, est de 15,31 ± 3,54 cycles pour la qPCR ; contre 25,52 ± 6,76 cycles pour la 

LAMP.  

• Sur les échantillons d’air collectés par le module Arise :  

Sur les échantillons d’air Arise des trois veaux de la 2ème phase expérimentale, la 

LAMP a permis de détecter du virus dans tous les cas où la qPCR en a amplifié, à 

l’exception des échantillons à 86 heures post-infection.  

A chaque moment après l’inoculation et pour chaque veau, la valeur de Ct obtenue par 

la méthode LAMP est comparable à celle obtenue par la qPCR. La valeur de Ct 

moyenne obtenue sur ces échantillons, est de 25,67 ± 1,38 cycles pour la qPCR et 

27,95 ± 8,40 cycles pour la LAMP. 

Or, si on tient compte que la durée d’un cycle LAMP est de 30 secondes contre 

50 secondes pour un cycle de qPCR, les valeurs de Ct sont approximativement les 

mêmes, la différence réside plutôt dans le temps de détection.  

5.3. Temps de détection 

De même, dans cette partie on ne s’intéresse qu’aux échantillons avec un 

résultat positif par la méthode LAMP ; sont donc exclus les échantillons d’air collectés 

avec le Biodosi et le Button Sampler. 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

#96 #101 #112 #96 #101 #112 #96 #101 #112 #96 #101 #112

H14 H38 H62 H86

Te
m

ps
 d

e 
dé

te
ct

io
n 

(m
in

)

PCR LAMP
A 



104 sur 157 

 

Figure 23 : Durée nécessaire à la détection du BCoV en fonction du temps post-infection (en 
heures) par les deux méthodes de détection (qPCR et LAMP) pour les veaux de la phase 2 
(#96, #101, #112). (A) Sur les échantillons issus des écouvillons nasaux profonds. (B) Sur 

les échantillons d’air collectés par le module Arise. 

• ENP : 

A chaque moment post-infection et pour chaque veau, la durée nécessaire pour la 

détection du BCoV avec l’ENP et la méthode LAMP est significativement inférieure à 

celle de la qPCR. La durée de détection moyenne obtenue sur tous les veaux et tous 

les prélèvements post-infection, est de 37 ± 3 minutes pour la qPCR ; contre 13 ± 3 

minutes pour la LAMP. 

• Sur les échantillons d’air collectés par le module Arise :  

Aux temps 38 et 62 heures post-infection et pour l’air ambiant, et les trois veaux (sauf 

#112 à H38), la durée nécessaire pour la détection du BCoV dans les échantillons d’air 

Arise avec la méthode LAMP est significativement inférieure à celle de la qPCR. La 

durée de détection moyenne obtenue sur ces échantillons, est de 44 ± 1 minutes pour 

la qPCR ; contre 14 ± 4 minutes pour la LAMP. 
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6. Résultats sur l’infectiosité de l’air 

 

Figure 24 : Seuils de détection en qPCR du BCoV sur les échantillons nasaux et individuel 
d’air expiré des veaux (#49, #50, #51) du 3ème jour post-infection après un ou deux passages 

en culture cellulaire. 

 

Figure 25 : Exemples de détection du BCoV par immunofluorescence. Passage 1 : (A) et (B) 
Écouvillons nasaux ; (C) : Module Arise. Passage 2 : (D) Écouvillon nasal ; (E) Module 

Arise ; (F) Témoin négatif. 
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Le taux de détection du BCoV après un et deux passage(s) en culture cellulaire 

est de 100% quel que soit l’animal et le support de collecte. Certains prélèvements ne 

saturaient pas en immunofluorescence après le premier passage en culture : par 

exemple, l’échantillon Arise C sur la figure 25 était comparable au témoin négatif F 

alors que les écouvillons A et B étaient eux saturés. En revanche, tous étaient 

saturants après le deuxième passage : par exemple, le même échantillon Arise E 

après le deuxième passage par rapport au C après le premier passage. 

Le virus BCoV collecté dans les cavités nasales et dans les aérosols est vivant 

et capable de se répliquer en culture cellulaire donc il est infectieux.  

7. Résultats de l’autopsie 

Très peu de lésions macroscopiques ont été observés sur l’appareil respiratoire 

des six veaux autopsiés lors de cette étude. Des lésions d’atélectasie légères ont été 

observées à 8 jours post-infection lors du premier essai, alors qu’aucune lésion n’a été 

observée lors du 2e essai à 4 jours post-infection. 
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IV. Discussion et conclusions de l’étude expérimentale 

1. Infection expérimentale par le BCoV et excrétion virale dans 
l’air expiré 

Très peu d’études ont réalisé des infections expérimentales avec le BCoV pour 

étudier différents aspects de la pathogénie ou encore de la transmission de ce virus. 

Parmi elles, certaines ont mis en contact direct des veaux naïfs avec des veaux 

naturellement infectés par le BCoV  , d’autres ont réalisé des inoculations de souches 

virulentes de BCoV souvent par voie orale (Saif et al. 1986; Kapil et al. 1991; 

Tsunemitsu, Smith, Saif 1999), oronasale (Saif et al. 1986; Cho, Hasoksuz, et al. 2001) 

et parfois par voie intranasale (Soules et al. 2022).  

Dans notre étude, l’inoculation du BCoV dans les cavités nasales (106 

virus/narine) a conduit au développement rapide d’une infection chez les six veaux 

(#49, #50, #51, #96, #101, #112), sans symptôme respiratoire jusqu’au 8ème jour pour 

la moitié d’entre eux, les autres ayant été euthanasiés au 4ème jour. 

Une infection par le BCoV se traduit par une excrétion de virus vivant et capable 

de se répliquer en culture cellulaire dans l’air expiré, y compris en l’absence de 

symptômes respiratoires et généraux. 

Ainsi, l’infectiosité de l’air expiré par des veaux infectés par le BCoV est 

démontrée. 

2. Comparaison des biocollecteurs par rapport aux méthodes 
de collecte traditionnelles  

2.1. Simplicité et rapidité d’exécution 

La réalisation du prélèvement de l’air expiré par le veau dans une niche a duré 

15 minutes. Pour ce faire, les manipulations de l’animal ont été réalisées par une 

personne seule, ne requérant pas de compétence particulière, en conduisant l’animal 
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depuis sa case de vie vers la niche située à quelques mètres de la porte de la case 

via une passerelle.  

En comparaison, la réalisation de l’ENP d’un veau a duré 2 minutes. Pour y 

parvenir, l’animal a été manipulé par deux personnes. Une première personne a 

assuré la contention de l’animal dans la position adaptée ; ce rôle ne requiert pas de 

compétence particulière mais est plutôt physique car il faut tenir un veau de 55 kg 

immobile et sa tête en extension pour un examen non douloureux mais invasif ; cela 

implique que le veau essaie de s’y soustraire en se débâtant. Une autre personne 

réalise le prélèvement nasal et doit donc détenir les compétences vétérinaires 

adéquates.  

Même si la réalisation de l’ENP est moins chronophage, elle nécessite 

davantage de moyens humains et de compétences médicales vétérinaires et est plus 

invasive pour l’animal. Ainsi, les méthodes de prélèvement d’air expiré par les veaux 

dans la niche telles que décrites dans notre étude, permettent de répondre aux 

objectifs de la ligne directrice du projet AIDAV qui sont une méthode non invasive et 

pratique d’utilisation. 

2.2. Collecte virale 

Aussi bien les trois méthodes de prélèvement d’air expiré par les veaux dans la 

niche et dans la pièce que l’écouvillonnage nasal profond ont permis de collecter du 

virus vivant et infectieux. La quantité de virus collectée dans l’air et dans les cavités 

nasales ne sont pas les mêmes. 

2.3. Précocité de collecte 

D’après les résultats de notre étude résumés sur la figure 20, à l’échelle 

individuelle, quelle que soit la méthode de collecte de l’air expiré par le veau dans la 

niche, elles ont permis la détection du BCoV à partir de 38 heures post-infection au 

plus tôt, et de façon variable au cours du temps. Dans les mêmes conditions 

expérimentales, la méthode de référence d’ENP a permis la détection du BCoV 24 

heures plus précocement et de façon quasi-systématique.  
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En revanche, actuellement, aucune méthode ne permet de détecter en routine 

les particules virales dans l’air d’un local d’hébergement ou d’un bâtiment d’élevage. 

Dans notre étude, les prélèvements dans l’air ambiant de la pièce ont parfois permis 

la détection de matériel viral à partir de 38 heures post-infection au plus tôt, tout 

comme les prélèvements individuels. 

Ainsi, dans nos conditions expérimentales, l’ENP est plus précoce de 24 heures 

par rapport aux méthodes de collecte de l’air expiré par le veau dans une niche ou 

dans l’air ambiant d’une pièce ; cela reste tout de même relativement précoce avec 

une détection dès 38 heures post-infection. En revanche, elles nécessitent d’être 

encore optimisées pour garantir une détection plus systématique.  

3. Comparaison des biocollecteurs entre eux 

3.1. Simplicité et rapidité d’exécution 

En termes de durée de prélèvement, la durée de prélèvmeent avait été fixée 

arbitrairement à 15 minutes pour tous les biocollecteurs. Par ailleurs, la mise en place 

des biocollecteurs diffère. Le module Arise est très simple à installer : il suffit d’insérer 

une carte microfluidique dans l’encoche prévue à cet effet puis abaisser par-dessus la 

partie du boitier qui supporte le cône de prélèvement ; puis actionner le bouton 

démarrant la capture. Pour le Biodosi, sans dissocier le cône de prélèvement, il faut 

insérer une bague qui sert d’électrode collectrice dans le support prévu à cet effet à 

l’arrière de l’appareil et remettre le bouchon adapté qui pousse la bague de sorte à la 

placer au bon endroit dans le dispositif ; puis actionner le bouton démarrant la capture. 

Le Button Sampler doit être dissocié du cône de prélèvement et la chambre de filtration 

est ouverte en veillant à soulever le joint d’étanchéité afin de pouvoir insérer 

minutieusement avec des pinces propres un filtre en gélatine avant de remettre en 

place le joint, refermer le dispositif et le reconnecter au cône de prélèvement ; puis 

actionner le bouton démarrant la pompe pour la capture. Il faut savoir que dans des 

conditions d’humidité élevée, les filtres en gélatine ne sont plus rigides et deviennent 

difficiles à manipuler. Ainsi, les modules Arise et Biodosi sont plus simples et rapides 

à installer que le filtre Button Sampler. 
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3.2. Collecte virale 

Les trois méthodes de prélèvement d’air expiré par les veaux ont permis de 

collecter du virus vivant et infectieux dans la niche et dans le local d’hébergement. 

Quelle que soit la méthode, le seuil de détection est du même ordre de grandeur ; 

ainsi, la quantité de virus collectée dans l’air est relativement proche. 

En revanche, la première version du module de collecte Arise semblait moins 

performante que le Biodosi lors des tests en juillet 2022, alors que la technologie est 

la même. Après son optimisation, le collecteur Arise a été globalement aussi 

performant que le Biodosi en octobre 2023. Par ailleurs, le Button Sampler s’est avéré 

moins performant en octobre 2023 qu’en juillet 2022 en comparant H38 à J2 et H62 à 

J3, à la fois pour le prélèvement d’air dans la niche et dans la pièce. Cela s’explique 

possiblement par la différence d’humidité lors des manipulations ; en octobre 2023, 

l’humidité était plus élevée et modifiait la nature des filtres en gélatine du Button 

Sampler. 

En termes de quantité de virus collecté, en raisonnant avec le cycle de seuil de 

la qPCR, entre juillet 2022 et octobre 2023, les collecteurs commerciaux Biodosi et 

Button Sampler ont globalement collecté la même quantité à 0,5 cycles près. Le 

module Arise a amélioré sa valeur de cycle seuil moyenne de 9,9 cycles, c’est-à-dire 

que sa capacité de collecte est 1000 fois supérieure. 

 Ainsi, dans les conditions expérimentales décrites, les modules Arise et Biodosi 

sont plus performants que le Button Sampler pour la collecte virale. 

3.3. Précocité de collecte 

À l’échelle individuelle, les modules Arise et Biodosi ont permis la détection du 

BCoV à partir de 38 heures post-infection au plus tôt et de façon quasi-systématique 

en octobre 2023. Le Button Sampler a permis la détection du BCoV à partir de 2 jours 

post-infection au plus tôt et de façon quasi-systématique en juillet 2022. Ces 

observations n’ont pas été confirmé par l’essai d’octobre 2023 en raison des conditions 

d’humidité qui n’étaient pas optimales pour son utilisation. 
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En revanche, lors de la capture dans l’air ambiant de la pièce, le module Arise 

après optimisation s’est avéré plus précoce de 24 heures que le Biodosi, en détectant 

du BCoV dès 38 heures post-infection contre 62 heures pour le Biodosi. 

 Ainsi, le module Arise permet une collecte plus précoce que le Biodosi, 

notamment dans l’air ambiant de la pièce. 

3.4. Positionnement de la balise Arise par rapport à l’état de l’art 

 

Figure 26 : Efficacité de collecte et d’enrichissement des aérosols par la balise Arise.  
(A) Efficacité de capture en fonction du diamètre des particules d’aérosols et du débit d’air. 
(B) Facteur d’enrichissement du module Arise et des instruments commerciaux (Dybwad, 
Skogan, Blatny 2014; Roux et al. 2016; Pan, Lednicky, Wu 2019; Kim, An, Hwang 2020; 
Horve et al. 2021; Ratnesar-Shumate et al. 2021; Han et al. 2022; Jang, Bhardwaj, Jang 

2022) en fonction du débit d’air. Source : Poster “Towards detection of airborne pathogenic 
microorganisms by a micrototal analysis system”, Blaire et al., 2023, présenté lors de la 

27ème Conférence Internationale sur les systèmes miniaturisés pour la chimie et les sciences 
de la vie à Katowice (en Pologne). 

B 

A 
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D’après la figure 26, le système Arise collecte très efficacement toutes les 

tailles de particules infectieuses, jusqu'à 99 %. De plus, la combinaison de la collecte 

électrostatique dans un environnement microfluidique améliore considérablement le 

facteur d'enrichissement. Ainsi, avec un débit modeste, le prototype rivalise avec les 

meilleurs instruments commerciaux, tout en offrant un moyen d'intégrer les étapes 

analytiques en aval. 

4. Comparaison des méthodes de détection par amplification 

4.1. Simplicité d’exécution 

Pour la mise en œuvre des méthodes de détection par amplification dans notre 

étude, la LAMP et la qPCR ont été réalisées à partir des mêmes échantillons. Les 

étapes de préparation des échantillons comprenant l’élution des particules collectées 

et l’extraction d’ARN sont donc communes. Ensuite, la préparation des plaques est 

semblable avec l’utilisation de mélanges de réactifs prêts à l’emploi et l’ajout de 

l’échantillon à tester. Les amplifications sont réalisées dans le même thermocycleur. 

Finalement, seuls les programmes d’amplification sont différents mais durent au total 

62 minutes. Ainsi, en termes d’exécution les méthodes sont équivalentes. 

Par ailleurs, la méthode LAMP est censée par la suite être réalisée de façon 

autonome dans la balise sur des prélèvements élués mais sans extraction préalable 

de l’ARN. Dans ce cas, l’exécution serait considérablement simplifiée. 

4.2. Fiabilité du résultat 

En fixant comme méthode de référence la qPCR commerciale, la méthode de 

LAMP est respectivement très fiable et fiable pour détecter le BCoV sur les échantillons 

d’ENP et d’air collecté par le module Arise avec une sensibilité de 100 et 64 % et une 

spécificité de 97 et 100 % respectivement. La limite de détection est 0,5-2.105 copies 

de BCoV/réaction sur les échantillons cliniques dans notre étude. 
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4.3. Durée de détection 

Que ce soit sur les ENP ou les prélèvements d’air collectés par le module Arise, 

la durée de détection de la LAMP est significativement inférieure d’un facteur 3 en 

moyenne à celle de la qPCR commerciale.  

4.4. Coût de l’analyse 

Pour calculer le prix de revient des deux méthodes de détection du BCoV dans 

notre étude, il n’y a pas de sous-traitance par un laboratoire spécifique, les méthodes 

sont réalisées directement au laboratoire d’immunologie de l’unité IHAP à l’ENVT où 

un thermocycleur est à disposition. 

Les deux méthodes d’amplification comprennent les mêmes étapes d’élution 

des échantillons collectés et d’extraction de l’ARN et utilisent le même thermocycleur. 

Les coûts de ces étapes sont donc négligés. La seule différence entre les deux 

méthodes est la fourniture en réactifs adaptés :  

• Les réactifs de qPCR du kit commercial Bio-TK053 kit® (BioSellal) reviennent 

à 10,6 €HT par réaction. 

• Les réactifs de LAMP du mélange commercial Isothermal Master Mix® 

(OptiGene Ltd) et les amorces spécifiques reviennent à 1,3 €HT par réaction. 

Ainsi, la LAMP est économiquement 8 fois plus avantageuse que la qPCR. 

4.5. Positionnement de la méthode LAMP par rapport à l’état de l’art 

La RT-LAMP décrite par Qiao et al. possède une sensibilité de 95 % et une 

spécificité de 99 % sur 418 échantillons fécaux (Qiao et al. 2012). La RT-LAMP décrite 

par Mytzka et al. possède une limite de détection de 2000 copies/mL sur des 

échantillons extraits et purifiés à partir de culture cellulaire infectées par le BCoV 

(Mytzka et al. 2023). Pour la détection des bactéries d’intérêt respiratoire chez les 

bovins, Mohan et al. rapportent, à partir d'échantillons nasaux de bovins, une 

spécificité de 89 % et une sensibilité de 99 % pour leur LAMP (Mohan et al. 2021). Le 

test développé par Pascual-Garrigos et al. avec des colorants sensibles au pH offre 
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une sensibilité de 66,7 à 100 % et une spécificité de 100% à partir d’écouvillons nasaux 

reconditionnés (Pascual-Garrigos et al. 2021). 

Ainsi, la méthode LAMP mise au point pour notre étude s’aligne avec les 

résultats obtenus pour les méthodes décrites dans la littérature en termes de 

sensibilité et de spécificité. Cependant, la limite de détection du BCoV est encore 

médiocre et reste à améliorer avant de l’intégrer dans le balise Arise complète. Par 

ailleurs, en termes de durée de détection les résultats sont prometteurs.  

5. Limites 

Cette étude présente des limites à plusieurs niveaux détaillés dans les 

paragraphes suivants. 

5.1. Infection expérimentale 

Le modèle d’infection expérimentale a été validé plus tôt dans la discussion 

comme permettant l’excrétion de BCoV vivant et infectieux dans les cavités nasales et 

dans l’air expiré. Cependant, l’infection a produit que très peu de signes cliniques chez 

les veaux avec essentiellement des signes de rhinite avec du jetage nasal muqueux, 

une absence d’hyperthermie et des signes digestifs modérés avec de la diarrhée 

mucoïde. Avec les critères cliniques, les veaux n’étaient pas malades et dans un 

élevage, ils n’auraient probablement pas fait l’objet d’une attention particulière. De 

même, à l’autopsie, ils ne présentaient peu, voire pas, de lésions macroscopiques 

respiratoires. 

5.2. Nombre d’animaux inclus dans l’étude 

La commission d’éthique a accordé l’inclusion de six veaux dans le projet. Pour 

des raisons évidentes de valeur statistique des résultats présentés dans ce travail, le 

nombre d’animaux est insuffisant.  
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5.3. Conditions expérimentales 

Les conditions dans les locaux expérimentaux ne reflètent pas parfaitement les 

conditions en élevage notamment, au niveau de la qualité de l’air, en lien avec la 

méthode utilisée. En effet, dans un élevage l’air contient davantage de particules non 

désirées en lien avec les pratiques d’élevage comme des poussières de litière. 

Par ailleurs, lors de la collecte dans la niche, pendant 15 minutes au débit de 

15 L/min, seulement 225 L d’air sont échantillonnés, soit moins de 25% du volume de 

la niche. De plus, dans la niche, le veau n’est pas forcément face aux collecteurs tout 

au long du prélèvement. 

5.4. Durée de suivi des animaux  

Le suivi des animaux a été réalisé sur 8 jours lors de la première phase 

expérimentale. Dans l’idéal, il aurait pu être poursuivi jusqu’à ne plus détecter 

d’excrétion dans les cavités nasales et/ou dans l’air expiré afin de mieux cerner les 

modalités d’excrétion du BCoV, et éventuellement d’évaluer le seuil minimal de 

collecte et de détection du virus. En effet, sur le terrain, la prise en charge de veaux 

atteints de MRB a souvent lieu plus tardivement lorsque les surinfections bactériennes 

sont déjà apparues, et produisent des signes cliniques plus francs. A ce moment-là, 

les taux d’excrétion de virus sont plus faibles. 

Par ailleurs, lors de la deuxième phase expérimentale le suivi des animaux a 

été réalisé sur seulement 4 jours à des temps de l’infection plus précoces que lors de 

la phase 1. Cela ne permet pas de superposer les résultats et de les comparer 

raisonnablement. De plus, comme lors de la phase 1, le suivi des animaux aurait pu 

être poursuivi au-delà de 10 jours. 
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6. Perspectives du projet  

7.1. Finalisation de la balise entièrement autonome 

D’ici janvier 2024, le CEA a pour objectif de finaliser la balise pour qu’elle soit 

entièrement autonome pour la collecte et la détection du BCoV en sous-traitance avec 

un bureau d’étude pour les étapes de design et de mise en forme. 

7.2. Déploiement de la balise en élevage 

La perspective à court terme de ce projet est de déployer la balise complète 

autonome dans les principaux bassins d’élevage afin de (i) vérifier son opérabilité à 

l’échelle individuelle et collective et (ii) acquérir des données épidémiologiques sur 

l’occurrence des MRB impliquant le coronavirus bovin.   

Soixante ateliers d’engraissement répartis dans les principaux bassins 

d’engraissement seront recrutés pour participer à l’étude. Le recrutement pourrait être 

facilité par l’implication de plusieurs groupements de producteurs très souvent 

partenaires dans les projets pilotés par F2E ou de structures vétérinaires qui réalisent 

un grand nombre de prélèvements pour recherche étiologique lors de MRB. 

Dans un premier temps, la comparaison des résultats obtenus via la balise 

embarquée à ceux obtenus par les méthodes d’analyse de référence (écouvillonnages 

nasaux profonds + qPCR) sera réalisée dans un nombre d’ateliers d’engraissement 

qui sera déterminé à partir des résultats des essais de preuve de concept. Le nombre 

de jeunes bovins recrutés sera également adapté en fonction des résultats des 

premiers essais. Les analyses qPCR seront réalisées par l’IHAP. L’ensemble des 

partenaires sera impliqué dans l’interprétation des résultats. Cette étape permettra de 

valider l’utilisation de la balise embarquée en élevage commercial.  

Si l'utilisation de la balise embarquée dans les élevages commerciaux est 

validée, une étude épidémiologique sur la prévalence du BCov dans les élevages de 

jeunes bovins pourra être initiée. Des compléments de financements seront 

néanmoins nécessaires pour une étude d’envergure. 
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7.3. Évaluation de la perception de la balise autonome par une étude 

qualitative 

Afin de recueillir les visions, freins et motivations des futurs utilisateurs de la 

technologie (les vétérinaires et les éleveurs engraisseurs de jeunes bovins) des 

ateliers de démonstration, sous la forme de focus groupes, seront organisés par Idele 

dans un atelier d’engraissement de jeunes bovins dans plusieurs groupements 

sélectionnés (Ouest, Centre, Est, Sud). Dans chaque bassin, au minimum 5 

vétérinaires et 10 éleveurs engraisseurs participeront aux démonstrations. Le CEA 

fournira les balises et des cartes microfluidiques de démonstration nécessaires à cette 

étude. 

7.4. Élargissement des cibles pathogènes à détecter et des espèces 

concernées 

Si le déploiement de la balise autonome en élevage est concluant, la 

perspective est d’élargir les cibles à détecter dans le cadre des MRB : au moins aux 

virus dont le BRSV et le BPI3V ; voire aux bactéries respiratoires d’intérêt. Sachant, 

que les biocollecteurs déjà commercialisés sont capables de collecter des bactéries.  

De la même façon, si l’utilisation du prototype de façon individuelle et dans l’air 

d’ambiance est validée sur le terrain, son utilisation pourra être élargie à d’autres types 

de productions bovines voire à d’autres espèces comme les volailles ou le porc et à 

leurs pathogènes respectifs.  

7.5. Perspectives en médecine humaine 

En prenant du recul sur le travail de cette étude, la technologie mise au point 

dans la balise Arise est innovante et s’inscrit dans la lignée des recherches actuelles 

en médecine humaine pour la détection des virus dans l’environnement. En se fiant au 

modèle bovin établi, il pourrait être adapté et développé dans le cadre de la détection 

de virus d’intérêt comme le SRAS-CoV-2, à l’échelle personnelle voire dans des 

environnements clos.  
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CONCLUSION 

Le diagnostic étiologique des maladies respiratoires des bovins, troubles de la 

santé d’importance majeure dans tous les systèmes d’élevage bovin en stabulation, 

représente un enjeu majeur pour le secteur. Face à son origine multifactorielle, les 

méthodes actuelles utilisées en routine pour le prélèvement des voies respiratoires et 

la détection ultérieure des agents pathogènes s’avèrent invasives, chronophages et 

donnent un résultat trop tardif pour prévoir une prise en charge thérapeutique adaptée. 

 Dans la littérature récente, la transmission aérienne des virus pathogènes 

respiratoires a été mise en évidence et établie. L’étude décrite dans ce manuscrit a 

permis de montrer, dans le cas du coronavirus bovin, l’excrétion de virus vivant et 

infectieux dans l’air expiré par les veaux. Par ailleurs, dans le contexte de pandémie 

mondiale du Covid-19 en particulier, plusieurs méthodes de collecte virale dans l’air 

ont été décrites en médecine humaine mais aucune n’est utilisée à l’heure actuelle en 

routine dans le cadre du diagnostic étiologique des maladies respiratoires chez les 

bovins. Le prototype innovant de collecte des aérosols dans l’air, Arise, développé par 

le CEA et testé expérimentalement dans notre étude, a montré des résultats 

encourageants. Il remplit les objectifs de collecte fixés par l’étude en termes 

d’invasivité et de contention minimales lors du prélèvement et de praticité d’utilisation. 

Très peu de recherches ont réussi à coupler les méthodes de détection aux prototypes 

de collecte d’aérosol en les intégrant dans un dispositif complet, autonome et portatif. 

La méthode de détection virale mise au point en vue d’être intégrée dans la balise 

Arise complète, est l’amplification moléculaire linéaire (LAMP) qui est la plus sensible 

et la plus facilement automatisable. Cette dernière a montré des résultats qui sont 

améliorables en termes de sensibilité de détection mais prometteurs quant à la durée 

d’obtention des résultats par rapport aux méthodes décrites dans la littérature. 

 Finalement, malgré les limites de cette étude, la balise Arise remplit les objectifs 

fixés initialement et rivalise avec les meilleurs instruments commerciaux, tout en offrant 

un moyen d'intégrer les étapes analytiques en aval. La méthode de détection par 

LAMP nécessite quant à elle d’être encore optimisée mais est prometteuse et 

économiquement intéressante. Elle offre en outre des perspectives intéressantes 

aussi bien en médecine vétérinaire qu’en médecine humaine. 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Relevés cliniques des bovins. 

Les températures rectales sont renseignées en °C ; les fréquences respiratoires en 

mouvements par minute. 

 Veau #49 Veau #50 Veau #51 
Jours post-
inoculation 

Température 
rectale 

Fréquence 
respiratoire 

Température 
rectale 

Fréquence 
respiratoire 

Température 
rectale 

Fréquence 
respiratoire 

J0 38,3 18 38,7 16 39,1 24 
J1 38,8 20 38,9 24 38,5 21 
J2 38,9 24 38,8 20 38,5 24 
J3 38,7 20 38,4 26 38,9 24 
J4 38,5 20 39 22 38,6 28 
J5 38,5 28 38,7 24 38,9 22 
J6 39,2 24 38,8 28 38,5 24 
J7 38,9 24 38,2 22 38,4 24 
J8 38,5 22 38,6 20 38,2 26 
J9 38,8 24 38,9 26 38,8 26 
J10 38,7 26 38,9 26 38,7 20 
J11 38,3 24 38,7 24 38,9 20 

 

 Veau #96 Veau #101 Veau #11 
Heures 
post-

inoculation 

Température 
rectale 

Fréquence 
respiratoire 

Température 
rectale 

Fréquence 
respiratoire 

Température 
rectale 

Fréquence 
respiratoire 

H0 38,9 18 38,4 20 38,6 24 
H14 38,4 24 38,4 20 38,5 22 
H38 38,8 26 38,3 24 38,4 24 
H62 39,1 22 38,3 22 37,9 24 
H86 38,7 22 38,2 26 38,5 24 
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Approches innovantes pour la détection des agents 

pathogènes viraux de l’appareil respiratoire des bovins 

Les maladies respiratoires sont fréquentes chez les bovins élevés en stabulation et elles ont un impact 
majeur sur la durabilité du secteur. Avec les méthodes actuelles d’échantillonnage des voies 

respiratoires, des contraintes techniques rendent difficile le diagnostic étiologique de ces infections 

respiratoires , si bien qu’il est trop rarement réalisé. Des approches alternatives à la fois simples, moins 

invasives et peu coûteuses et qui permettraient un diagnostic rapide en élevage, sont donc recherchées. 

Une étude expérimentale a permis d’évaluer les caractéristiques d’un nouveau dispositif pour le 

diagnostic des infections respiratoires virales à partir d’une capture des particules en suspension dans 

l’air et du traitement dans un circuit microfluidique pour la détection virale à l’aide d’une réaction 

d’amplification linéaire. L’infection par le coronavirus bovin, comme modèle infectieux, a servi à éprouver 
le dispositif à différentes étapes de son développement. 

Mots-clés : collecte, détection, aérosols, coronavirus, bovin 

 

Innovative approaches to the detection of viral pathogens 

of the bovine respiratory tract 

Bovine respiratory diseases are frequent in stall-based farming systems and they have a major impact 

on the sustainability of the sector. With current methods of airway sampling, several technical constraints 

make identification of their etiology difficult in cattle, and as a result its underutilization. Simple, less 

invasive, and inexpensive alternative approaches are therefore being sought to enable rapid diagnosis 

on farms. An experimental study evaluated the characteristics of a new device for diagnosing viral 

respiratory infections, based on the capture of airborne particles and processing in a microfluidic circuit, 

enabling viral detection using a linear amplification reaction. Infection with bovine coronavirus, as an 
infectious model, was used to test the device at different stages of its development. 

Keywords: collection, detection, aerosols, coronavirus, bovine 

 




