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INTRODUCTION

Durant les deux dernieres décennies, le nombraend&arx dans les fermes a augmenté
considérablement pour des raisons économiquesoRaéquent, on a noté une augmentation
concomitante des pathologies digestive et resmieagurtout chez les veaux. Des moyens
considérables ont été déployés pour I'étude deepttes pathologiques surtout en Europe et
en Amérique du Nord. Une part importante de cesolgses a été utilisée pour
I'identification des micro-organismes qui seraisggponsables des pathologies respiratoire et
digestive chez les veaux. Donc, beaucoup d’infoilonatsont actuellement disponibles dans
la littérature et renferment d’excellentes revuiesidgraphiques (Yates, 1982).

Les pathologies digestive et respiratoire repr&sgntn tres large sujet et comprennent
une multitude d’entités cliniques (Lillie, 1974).dst donc hors de question pour cette revue
bibliographique de détailler tous les aspects dmptexe pathologique des infections
respiratoires et digestives du veau. Néanmoins, appmoche simplifiée des mécanismes
pathogéniques de ces deux grandes pathologies egiuparue nécessaire a donner afin
d’élucider I'influence de certains microorganisnuss I'apparition et le développement des
maladies respiratoires et digestives des veaux @menque l'influence des facteurs de
'environnement et surtout de I'dge dans la ségéiigés signes cliniques observés. Dans ce
but, la partie bibliographique est divisée en deluxpitres traitant chacun une pathologie.

Les maladies infectieuses digestives et resprega@ont devenues la cause majeure
des pertes économiques des veaux de boucherie macedaitiere. Pour cette raison, elles
sont devenues un sujet d’'intérét pour les vétémsaihercheurs et praticiens dans le monde.

Les pertes économiques considérablsescErs a ces infections sont dues au fait,
gu’elles affectent tous les types d’élevage boudies veaux d’'ages et de races différents et
gu’elles présentent une faible réponse aux mesprégentives et thérapeutiques ( Mc
Kercher, 1978 ; Orr, 1992 ; Barrett,1998 ).

Des épizooties de maladies respiratoiceg devenues plus fréquentes au cours des
dernieres décennies a cause de l'introduction diadés intensives d’élevage de veaux a
'engrais (Zerai, Mamache et Rowan, 1990 ; Nakdyamita, Ikenchi et Torikai,1998 ; Sayed
et Ali, 2001).

Actuellement, un grand nombre de bqvinkages, de races et de statuts
microbiologiques divers sont souvent rassemblés das fermes soit pour I'engraissement ,
soit pour la production de génisses pour le renapient. Ces rassemblements jouent un réle
capital dans I'épidémiologie des maladies digestaterespiratoires.



Ces maladies provoquent de lourdeteperconomiques aux producteurs a cause de
la réduction de gains de poids, et de la capaeitéotiversion des aliments , du retard dans la
vente des animaux et le colt élevé des programnégsenifs et thérapeutiques. Les bouchers
et les industriels de la viande paient égalemerburd tribut a cause de la saisie des abats et
des carcasses du circuit commercial en vue demperda santé publique (Jensen et Mackey,
1979 ; Slocombe, Derksen et Robinson, 1984 ; S#l&h-Baby, 1998).

La microflore de I'appareil respira®igst un mélange complexe de microorganismes.

Elle comprend des bactéries (par exemple, Paskeuspp, Corynebacterium pyogenes

Staphylococcus sppStreptococcus sppNeisseria sppetc...), des virus (par exemple, le

virus parainfluenza type-3 (PI-3), les réoviruss ladénovirus, les rhinovirus, le virus
respiratoire syncytial bovin (VRSB) et I'herpeswdrbovin type-1 (HVB-1), des mycoplasmes
et des chlamydies ( Lillie, 1974 ; Yates, 1982 yrB@, 1998 ; Stotz, Purdy, Lin, Burrell,
Truax, Briggs, Frank et Loan, 2000 ).

Certains microorganismes sont consgl@@nmme agents étiologiques authentiques
des maladies respiratoires car ils sont capablgsraoquer ces maladies en I'absence de
facteurs déclenchants ou prédisposants. Parmi ioesarganismes, on cite des bactéries telle

gue Pasteurella haemolytjcdes virus tel que le HVB-1 et des mycoplasmesqiet

Mycoplasma mycoides var.mycoideB’autres microorganismes exigent linterventioa d

facteurs prédisposants pour exprimer leur pouvatinggene.

Plusieurs études expérimentales ont ré@isées pour comprendre ['étiologie
complexe des maladies respiratoires bovines. Raite aison, des bovins de races, d’ages et
de statuts microbiologiques différents ont été eégopar diverses méthodes a des virus, des
bactéries et des associations virales et bacté&@semt a des mycoplasmes seuls ou en
associations avec des virus ou des bactéries Y882 ; Nakaya et,al998, Stortz etla
2000).

Quoique les microorganismes soient lesparsables directs de l'induction du
dommage du tractus respiratoire des bovins, pltsiautres facteurs sont incriminés dans
l'augmentation de l'incidence et de la sévérité mdsctions respiratoires. Ces facteurs sont
les températures extrémes, I'humidité relativefrésport sur de longues distances avec
'anxiété et la fatigue conséquentes, les irréegidsrdans 'alimentation et I'abreuvement, les
changements brusques de la ration alimentairepri@ge , les bains antiparasitaires, la
castration et la vaccination (Jensen et Mackey91%&rai_et 11990 ; Sayed et Ali, 2001 ).



La pathologie digestive des veaux eshidée par la diarrhée néonatale. Cette entité
clinique entraine des pertes économiques consi@érdarant la période du jeune age dans la
plupart des pays ( Radostits, Gay, Blood et Hintfh2001 ).

Leurs causes sont tres variées. Une Isimpodification alimentaire, un stress
(allotement) peuvent provoquer l'apparition de fardhée. Parallelement, des virus, des
bactéries ou des parasites peuvent en étre redpesshes microorganismes responsables
des diarrhées infectieuses sont les E. coli ena#hogénes ( ECEP ), les E. coli
entérotoxinogenes (ECET ), le rotavirus, le coranavet les cryptosporidies.

Ce travail a été realisé dans le but de faire uneeécomparative détaillée des
microflores digestive et respiratoire. Il a porgsentiellement sur les variations quantitative et
gualitative de la colonisation des voies respiratisupérieures des veaux, la mise en
évidence du virus parainfluenza type-3. L'accenégalement, été mis sur l'isolement et la
caractérisation des colibacilles K'99La mise en évidence du rotavirus dans les feds a
réalisée en comparant deux méthodes de détectiecatelide I'antigéne viral dans les féces
qui sont l'agglutination au latex ( Pastoigx.) et I'ELISA utilisant des anticorps

monoclonaux spécifiques du sérotype G-6 du rotaviru



MATERIELS ET METHODES

Dans ce chapitre, les matériels et méthodes commauaus les prélevements nasaux
et fécaux sont décrits.

1-Matériels généraux:

1.1. Verrerie:

Toute la verrerie contaminée, a I'exception deseigs, a été collectée dans des
corbeilles inoxydables et autoclavées a 121°C p#ntla minutes. Les petites bouteilles a
bouchons qui ont été utilisées pour le préléverdestéchantillons nasaux et fécaux ont été
vidées de leurs contenus stériles, brossées agduroeses et une solution désinfectante d’eau
de Javel a 12°, a 50% (v/v) dans I'eau puis rinctes I'eau de robinet et ensuite plongées
dans I'eau distillée bouillante pendant 30 minutiystes ébullition, la verrerie a été rincée
dans l'eau de robinet, I'eau désionisée et I'eastildie successivement. Aprés un autre
rincage dans I'eau désionisée, la verrerie estégedhns un séchoir a 70°-80°C. Les béchers
et les autres récipients de mesures ont été caiffés du papier aluminium et stérilisés dans
un four a 160°C pendant 2 heures au minimum. Laevier neuve a été traitée de fagon
similaire sans procédures de stérilisation initiale
1.2. Pipettes

Apres utilisation, les pipettes graduées sontgdaaans des récipients spécifiques en
plastique spécial et contenant une solution dédimfee et laissées pendant une nuit. Les
bouchons de coton sont enlevés et les pipettesi@adsont plongées dans une solution d’eau
de Javel a 12° et 50% (v/v) dans I'eau pendantutdse lavées a I'eau de robinet puis dans
l'eau distillée pendant une heure au moins. Ell@st séchées dans un four a 70°-80°C,
bouchées a l'aide de bouts de coton puis soit engiégs dans du papier kraft ou placées
dans des cylindres métalliques puis stérilisées darfour a 160°C pendant deux heures. Les
pipettes graduées et les pipettes Pasteur neunepraparees comme précédemment deécrit,
mais elles ne sont pas traitées dans la solutismf@gétante. Les pipettes Pasteur sont jetées

apres usage unique.

2- Milieux de culture:

2.1-Milieux de culture pour bactériolocg :

L'isolement et l'identification des bactéries omé ééalisés en utilisant les milieux de
culture conventionnels ou les systemes « Analyieafil Index » (API)
Les détails sur la préparation des milieux de celitonventionnels sont donnés en

annexes.



3. Les animaux:

Les veaux appartiennent a la ferme Messaoudi (@OPSEL) dans la Daira d’El-
Madher, wilaya de Batna. Les veaux ont été divesesleux groupes de six veaux males de
race Frisonne-Holstein.

Le lot 1 est composé de veaux dont la moyenneedésf d’environ 1 mois avec des
extrémes allant de 03 jours a 48 jours.

Le lot 2 est composé de veaux dont la moyenneedésf d’environ 6 mois avec des

extrémes allant de 4 a 7,5 mois.

3.1. Alimentation:

Durant la période d'étude, les veaux jeunegdX1 mois) ont été placés en un seul
groupe dans un enclos séparé avec des regles afjélest d’hygiene non satisfaisantes
(conception du batiment, réglage de la tempéraasggace, circulation de I'air, ventilation et
humidité relative). Ces jeunes veaux sont nouridait de leurs meres avec deux tétées par
jour avant la traite.

Pour les veaux ages {g=6 mois), durant le jour ils sont conduits surpdturage ; a
leur entrée a la ferme, ils regoivent une ratitvase de concentrés et de foin de bonne qualité.
L'abreuvement s’effectue deux fois par jour a padiun abreuvoir commun a tous les

animaux de I'élevage.

3.2. Prélevements et méthodes de prélévement

Les échantillons ont été prélevés de chaque veaorsistaient en des écouvillons
nasaux et fécaux. Ces prélevements sont effectud@sedvalles réguliers d’une semaine

pendant 8 semaines.

3.2.1. Ecouvillons nasaux

Les écouvillons nasaux ont été utilisés pour peflelu mucus de la cavité nasale de
chaque veau. L’écouvillon est inséré a une distdimeede 10 cm pour atteindre les meatus
ventral. L’écouvillon est tourné 10 fois avant getrait puis il est énergiquement pressé et
roulé contre la paroi d’'un petit flacon a boucherc@entenant 3 ml d’'un milieu de transport

sans antibiotique. Le méme milieu de transportautilisé pour les écouvillons fécaux.

3.2.2. Ecouvillons fécaux et matiéres fécales




Les mémes écouvillons que ceux utilisés pour &éepement du mucus nasal ont été
utilisés.
L’écouvillon est introduit a une distance fixe d@ dm dans le rectum, puis tourné 10 fois
avant son retrait puis il est pressé et roulé eofdr paroi d’'un petit flacon a bouchon
contenant 3 ml de milieu de transport sans antduet
Les matieres fécales ont été récoltées dans desegpoplastique stériles avec bouchons.
L'opérateur effectue un massage de l'ampoule recttl le réflexe de défécation est
déclenché. Il récolte une quantité de 5-10 granueanatiere fécale dans le pot. Pour tous les
prélevements, une procédure de numérotation a degptée et maintenue durant toute la
période d’étude. Le numéro du veau, son groupapiabre et l'origine du prélevement ont
été utilisés pour marquer les flacons servant élepement.

Exemple de marquage de routine utilisé

1J1N 2A1F
1:N°duveau 2 1 N° du veau
J : Groupe jeune A : Groupe agé
1 : N° du prélevement 1 : N° du prélenent
N : écouvillon nasal F : écouvillon &&c

3.2.3. Le prélevement sanquin :

le préléevement sanguin est réalisé par ponctioadeecine jugulaire. Le sang est
récolté dans un tube sec type Vacutainer sansoagiitant. Le tube est laissé pendant une
nuit a température ambiante .Le sérum est récaités dles aliquots de 3ml qui seront
congelés a — 20°C jusqu’a leur utilisation.

Remargue : tous les prélevements sont transportés sous frgigciére isotherme) au
laboratoire pour étre traités immédiatement ou e#gy jusqu’a leur utilisation. Les
écouvillons nasaux, fécaux et les sérums sont ¢émge— 20°C jusqu’a leur acheminement
au laboratoire de pathologie vétérinaire de l'ursité de Liverpool. Le transport est réalisé

en utilisant la neige carbonique fournie par 'ENt@lConstantine.

4. Isolement, guantification et identification desmicro-organismes:

4.1. Séparation des préléevements

Au laboratoire, les échantillons, sont divisésdenx parties de 1,5 ml chacune. Une

portion est immédiatement utilisée pour la bactégie. La deuxieme partie est stockée a —



70°C pour une étude virologique éventuelle. Lesiénad fécales sont également congelées

pour I'étude du Rotavirus.

4.2. Bactériologie:
Les prélévements pour la bactériologie ont étééageénergiqguement a l'aide d’'un

vortex et des séries de dilution au 1/10 ont éddis€es a l'aide du PBS a pH 7,2. Les
dilutions sont effectuées a l'aide des pipetteseBdprf munies d’embouts plastique stériles
qui sont jetés apres chaque utilisation.

* Ecouvillons nasaux:

Des boites de Pétri contenant de la gélose aussarignoculées a l'aide de Pipettes
Eppendorf munies d’embouts plastigues en commenganta plus haute dilution sans
changer d’embouts plastiques. La pipette est agug@ur délivrer 20 pl d’inoculum.
L’inoculum est réparti sur toute la boite de Patraide d’'un baton de verre stérile. Les boites
sont laissées a la température du laboratoire pért minutes environ pour permettre
I'absorption de I'inoculum puis mises en incubat@naérobiose a 37°C pendant 24 heures.

Les colonies bactériennes sont groupées selon dpparence morphologique et
allouées des numéros d’identification provisoiressgomptées selon la méthode de Miles,
Misra et Irwin (1938).

Les comptes sont transformés par la suite ensubaétériennes formant des colonies
(UBFC) par écouvillon.

Une colonie représentative de chaque groupe bactéle méme apparence morphologique
est repiquée sur une boite de Pétri contenant délése au sang pour une caractérisation et
identification approfondie selon les méthodes cativanelles. Les bactéries a Gram négatif

ont été identifiées a I'aide des systemes API (ABNE) selon les instructions du fabricant.

* Ecouvillons fécaux:

Les souches de colibacilles sont isolées par miissdion d’'une goutte (50 ul) de
matieres fécales sur le milieu Minca gélosé progeséGuinée, Wedkamp et Jansen. (1977),
additionné de mélange POLYVITEX commercialisé par-Bérieux. Ce milieu est coulé en

boite de Pétri et aprés ensemencement est misifeinpendant 24 heures a 37°C.

4.2.1.ldentification des souches

4.2.1.1.ldentification biochimique:




Les colonies suspectes sont repiquées sur uneegdi@entification biochimique
rapide contenant le milieu de KLIGLER-HAJNA, cigatle Simmons et urée-indole. Apres
incubation pendant 24 heures a 37°C, ces troisemxilipermettent d’effectuer une
identification rapide sur la base des caractéereshininiques, a savoir la fermentation avec ou

sans gaz du glucose et du lactose, la productiggsd’d’indole et d’'uréase.

4.2.1.2ldentification sérologigue

L’analyse antigénique des souches d’E.@di réalisée par agglutination rapide sur
lame d’une culture sur milieu gélosé prélevé avee anse de platine et mise en suspension
dans une goutte d’un sérum immuno-spécifique.

Une réaction de séro-agglutinatioggipositive se traduit rapidement en présence dé@nmniis
anti- Kggpar la formation d’agglutinats avec éclaircissententa suspension bactérienne.
Les souches d’E.coli ¢§ au cours du premier passage vont subir un deuxpamssage sur
milieu Minca-polyvitex. incliné en tubes et une sagglutination rapide sur lame pour
augmenter les chances d’expression de I'antigege K

5. Analyse des résultats

Les UBFC totales dans les écouvillons nasaux titcémparées entre groupes de
veaux et a l'intérieur d’'un méme groupe en utilidartest t-de Student (Paires et impaires).
Le pourcentage de la composition des UBFC totates pine espece bactérienne donnée
(exemple_P.haemolytita été obtenu en divisant le compte total des UBECette espece
bactérienne par le compte total des UBFC et eniptialtt le résultat par 100.

UBFC DE P.h

Exemple : % composition de P.haemolytica (B.h) x 100
UBFC totales

Le testy, est utilisé pour I'analyse des différences darss ftléquences d’isolement des
espéeces bactériennes entre les deux groupesde &ea l'intérieur du méme groupe.

6- ROTAVIRUS : méthodes de diagnostic

6.1- Le PASTOREX"?P. (Diagnostics Pasteur) (réalisé en Grande Brejagne

Principe : Des particules de latex sensibilisées avecdatibn immuno-globulinique (IgG)

d’'un antisérum de lapin anti-rotavirus, sont aggkes en présence de rotavirus présents dans
les selles. Des particules de latex sensibilisées & fraction immuno-globulinique (IgG)

d’'un antisérum de lapin normal sert de latex darésnéegatif.



Reactifs:
- R1: Tampon diluant +0,015 M NaN
- R2 : Latex anti-rotavirus +0,015 M NaN
- R3: Latex de contrble négatif +0,015 M Na N
- R4 : Antigéne de contréle positif +0,015 M Na N
Tous les réactifs sont préts a pen Leur conservation se fait a une température
comprise entre 2 et 8°C
- Lame d’agglutination 6 puits.
- Agitateurs a usage unique.

Matériel nécessaire non fourni:

Pipettes type « Pasteur » , pipettes de 50 plestabhémolyse, centrifugeuse , agitateur type
« Vortex », filtres @ = 0,80 .

Mode opératoire :

1) Récolte et préparation des échantillons

- Recueilli les selles dans des flacons stériles.
- Diluer un échantillon de selles au 1/10 dansueon de dilution-R1 ( 0,25 gr de selles dans
2,5 ml de R1).
- Agiter au Vortex pendant 1 min.
- Centrifuger a 1000 tours/min cette suspension .

La réaction d’agglutination s’effectsir le surnageant.
Note: Dans le cas de selles tres muqueuses , il ffisildimalgré la centrifugation , d’obtenir
un surnageant clair. Dans ce cas, il est congglifiitrer la partie muqueuse de ce surnageant
sur un filtre de diamétre égal 2 0,80 . .

2) Réaction d’agglutination

- Bien homogénéiser les deux flacons de latex H3dt VVortex par exemple ).

- Déposer une goutte de R2 et un goutte de R3eswr pluits distincts de la lame.
- Ajouter 50 ul du surnageant dans chaque puits.

- Mélanger avec un agitateur a usage unique.

- Observer I'agglutination apres 2 mn de rotatieriadlame.

3) Lecture et interprétation

REACTION Puits test surnageant + Puwtmtrole surnageant




R2 +R3
Réaction positive Agglutination Suspension homegéen
Réaction équivoque Test a répéter Agglutination [Athymation
Réaction négative Suspension homogene Suspensioogéne

6.2 :Le PATHFINDER ( Kallestad Diagnostics. 1120 Capital of TexasutBoAustin TX
78746 ).

Détection directe d’antigéne

Le systtme PATHFINDER® de détection directe d’antigéne pour rotavirus @sttest

immunoenzymatique ( ELISA) pour la détection dieedti rotavirus dans les feces.

Principe de la méthode

Les virus présents dans le préléeverderfeces se lient a des anticorps polycolonaux
anti-rotavirus fixés sur un tube en plastique. Umicarps monoclonal anti-rotavirus ,
conjugué a la peroxydase est ajouté et se liergigene viral capté sur le fond du tube.
L’'anticorps monoclonal est spécifiqgue d’'un antigeoéavirus commun, déterminé par le
sixieme gene viral (G6) . Aprés une étape de layage eliminer I'échantillon et le conjugué
non fixé, on ajoute un substrat de la peroxydase dpnne une coloration bleue
proportionnelle a la quantité de virus présentssdarprélevement. La comparaison visuelle
ou spectrophotométrique de la couleur du contrbldes échantillons a tester détermine la
présence ou I'absence de rotavirus . La présenoedouleur bleue plus intense que celle du
contrble négatif indique la présence d’antigenealavirus dans le prélevement de I'animal

malade.

Réactifs
- Garder tous les réactifs a 2-8°C
- Eviter de congeler les réactifs .
- Laisser revenir tous les réactifs a températureiamd (23+3°C) avant utilisation
- Remettre les réactifs rapidement a 2-8°C apreseusag

6.2.1- Tubes anticorps

Le coffret anticorps contient 50tubes en polystgréensibilisés par des IgG de lapin anti-
rotavirus. Conserver les tubes dans les sachetgeer Ne pas ouvrir les sachets avant qu’ils
ne soient revenus a température ambiante .A ce mtonsertir les tubes nécessaires pour la

recherche et bien refermer le sachet pour conslwdubes non utilisés.



6.2.2- Anticorps monoclonal anti-rotavirus marqué da peroxydase.

Flacon de 5ml d’anticorps monoclonal de souris wgng a la peroxydase avec un
stabilisateur de protéine , du merthiolate etamgon salin.

6.2.3-Diluant pour échantillon

Flacon de 25ml de tampon salin avec EDTA , merétéolet surfactant.
6.2.4-Contrble positif

Flacon de 3ml de rotavirus simien atténué (SA-Il)aepon salin avec EDTA , surfactant,
merthiolate et stabilisateur de protéine

6.2.5-tampon substrat

Flacon de 40ml de tampon citrate et peroxyde dibgéne.

6.2.6-Chromogéne

Flacon de 25ml de tétramethylbenzidine dissolti€h

Méthodologie
* Matériel nécessaire mais non fourni

1-Eau distillée ou désionisée de bonne qualité douer I'acide et laver les tubes.
2- Acide sulfuriqgue 1N, pour arréter la réactioar la lecture photométrique .
Pour préparer 500ml de,850, 1N , ajouter 14ml d’acide concentré a 486ml d'destillée.
3- Batonnets applicateurs pour échantillons desfece
4- Portoirs pour tubes a hémolyse
5- Pipettes a emboults jetables de 30ul, 100u1@&130
6-Pipettes de 10ml.
7-Tubes a hémolyse en verre 12x 75mm
8-Parafilm
9-Vortex
Procédure
- Laisser revenir tous les réactifs et échantillotendpérature ambiante.
- Pendant I'adjonction des réactifs , éviter les idéda les interruptions .Ne pas laisser
sécher les tubes au cours de la manipulation

ATTENTION : ne pas pipeter avec la bouche , ne pas pipeirecla paroi du tube.

- Changer d’embout entre chaque dilution
1- Identifier un tube anticorps pour le contréle négat un pour le contrble positif .

Identifier un tube pour chaque échantillon.

REMARQUE



Un contrdle positif et un contrélegaéf doivent étre intégrés dans chaque serie.
2- Ajouter 100 ul d’anticorps monoclonal marqué @éroxydase dans chaque tube.
3- Ajouter 300 pl de diluant pour échantillon ddastube contrble négatif et 300 ul de
contr6le positif dans le tube correspondant.
4- Ajouter les échantillons a tester dans les tapgsopriés selon les modalités suivantes :

e Selles fraiches

Si les prélevements sont des selles fraiches, en@d® pl de diluant par échantillon dans les
tubes appropriés . Pipeter 30 ul de selles fraicles les tubes. Si la selle ne peut étre
pipetée, transférer une petite quantité (équivalar?0 pl ) avec un batonnet applicateur, dans
les 300 pl de diluant.

e Suspensions
Si le prélevement a été mis au préalable en sugspensnsférer 100 a 300 ul d’échantillon
dans le tube approprié, ajouter du diluant pouagtion pour compléter le volume a 300 pl.
5- Agiter doucement les tubes et incuber a tempgrambiante 60 £10 mn .
6- Laver tous les tubes 5 — 7 fois avec 2 a 4 evhuddistillée.

7- Préparer la solution de travail de coloration.

Attention : Eviter tout contact du chromogene ou de la smiute travail avec un métal ou un
agent oxydant.
a) Dans un tube en verre propre, mettre les géantiécessaire de tampon substrat et de
chromogene :

* Tampon substrat : 0,5 ml par tube.

* Chromogene : une goutte par ml de tanmgdostrat.
b) Couvrir le tube d’un para film et mélanger petournements.
Attention : Eviter au maximum I'exposition a la lumiére. [i$er la solution de travail dans
les 30 min.

Le chromogene, méme dilué dans le tamgpabstrat, doit rester incolore. Une

coloration bleue spontanée indique une contaminatés réactifs.
8- Mettre 0,5 ml de solution de travail de colavatdans tous les tubes. Agiter doucement et
incuber 15 mn a température ambiante. Ne pas expisene lumiére vive pendant

I'incubation.

9- Lire les tubes visuellement pour détermineibsd@nce ou la présence du rotavirus.



Lecture visuelle

a) Evaluer les tubes visuellement au bout de lgérd’'incubation de 15 mn du paragraphe
8. Comparer l'intensité de la coloration des tuldeselle du contréle négatif (diluant
échantillon ). Le tube de contrdle négatif doiteéincolore. Les tubes de contrdle négatif

montrant une faible couleur bleue peuvent cepanétae utilisés.

b) Les tubes montrant une couleur bleue plus ietepnge le négatif sont positifs. Les tubes
montrant une couleur bleue inférieure ou égale aniréle négatif sont douteux et doivent
étre retestes.

Remargue : Ne pas ajouter d’acide. Faire la lecture visugfem

n aprés addition de la solution de travail de adion.

7-Recherche du virus Para-influenza type 3 par lagchnique d’'immunofluorescence .

Principe : Monofluo Kit. P.1.3 pour immunofluorescence

Le coffret MONOFLUO Kit P.1.3 sert a la détection girus Para-influenza type 3 dans les
cellules infectées par la technique d'immunoflucezge indirecte utilisant un anticorps
monoclonal spécifique du virus.

Cet anticorps se fixe su I'antigéne exprimé dansyteplasme des cellules infectées a partir
de prélévement de secrétions et cellules des vesgsratoires ou apres isolement sur cultures
cellulaires.

L’addition du conjugué anti-lgG de souris marqudaafluoresceine permet de rendre
fluorescentes les cellules ayant fixé I'anticorpsnmclonal.

Le coffret comprend l'anticorps monoclonal spécifgdu virus Parainfluenza 3 obtenu a
partir des surnageants de culture du clone PI3, &/fiZsurnageant de culture témoin et un
anti-lgG de souris marqué a I'isothyocyanate derfiaceine.

Recommandations et précautions d’utilisation

Réactif pour usage in vitro

Ne jamais pipeter par la bouche

Tous les échantillons et les pipettes utilisées poprélevement des échantillons doivent étre
considérés comme infectieux et doivent étre dépds@s une solution désinfectante puis
disposés dans des races a produits biologiquest a@ime autoclavés. Certains réactifs
contiennent de l'azide de sodium. L’azide de sodpeut réagir avec le plomb ou le cuivre

présents dans les tuyaux d’évacuation et produirel des azides meétalliques explosives.



Lors de leur élimination rincer abondamment a geagalu pour éviter la formation de dépots
d’'azide.
Prélévements des échantillons
Le virus est localisé dans les sécrétions et @dldles voies respiratoires supérieures. Pour
effectuer le diagnostic direct par immunofluoresegron préleve les cellules desquamées des
sécrétions nasales ou de I'oropharynx.
Traitement des prélevements avant examen en IF
Au laboratoire plusieurs lavages successifs diepeghent sont nécessaires pour obtenir une
suspension de cellules nasales exempte de mucus.
- Ajouter 5 ml de PBS pour un prélevement d’enviranl1Agiter doucement.
- Centrifuger a 500g (1500-2000 t/min) pendant 10utgés a +2-8°C. Découler le
surnageant.
- Reprendre le culot par 5 ml de PBS et centrifuggamouveler ainsi 2 a 3 fois le
lavage pour éliminer totalement le mucus.
- Apreés la derniere centrifugation ajouter 1 ml de&SR®i culot cellulaire. Homogénéiser
la suspension par pipetage.
- Déposer les cellules sur les lames (20 ul par puits

- Effectuer la fixation des cellules et la colorat{@oir technique de coloration)

Réactifs Présentation Stabilité

R1: Anticorps monoclonauxSurnageant prét aJusqu'a la date de
Anti-PI-3 clone PI 3 5/12Iemploi en flacong péremption
contenant 0,1 % d'azide deompte —gouttes

sodium Volume : 2,5 ml

R2: Surnageant de culturé&urnageant prét aJusqu'a la date de
témoin négatif contenant 0,1 PAemploi en  flacong péremption
d’azide de sodium. compte —gouttes
Volume : 2,5 ml

R3: Conjugué anti-IgG deDiluer le contenu avec 93 mois apres dilution
souris : Ac de mouton anti-lgGml de tampon de
de souris marqués ghosphate pour obtenir |a
lisothycynate de fluoresceinesolution préte a I'emploj

concentré 10 fois en flacons compte

Volume : 1 ml gouttes




R4: Glycérine tamponndeGlycérol en tampomJusqua la date de
(milieu de montage) phosphate prét a I'emploipéremption
Volume : 3 ml en flacons compte-

gouttes

Conservation du coffret :a +2-8°C.
R3: Conservation a I'abri de la lumiére.
Réactifs et matériel nécessaires non fournis
- Acétone
- Pipettes « type Pasteur » stériles.
- Microscope équipé de fluorescence (LEITE DialuX.R(-.M)
- Tampon PBS MONOFLUO Kit 100 ml
- Lames pour immunofluorescence
- Lamelles
Coloration pour I'examen en fluorescence
Dépot et fixation des cellules
a) Par échantillon a tester, déposer 20 pl de celinfestées sur deux puits d’une lame
a immunofluorescence. Le double dépbt permet dertehaque échantillon avec
I'anticorps monoclonal spécifique et le surnagemtulture négatif.
b) Sécher a l'aide d’'un séchoir ou a 37°C ou a tentpggambiante
c) Mettre de I'acétone dans un bac a coloration.deaites lames dans le bain d’acétone
pendant 10 minutes a — 20°C.
d) Sécher les lames a l'air. Les conserver a — 20°@ soloration n’est pas effectuée
immédiatement.
Dépot des anticorps
1) Déposer une goutte d’anticorps monoclonal spéafigarainfluenza 3 sur le premier
puits (R1)
2) Déposer une goutte de surnageant de culture téftéonoin négatif) sur le deuxieme
puits (R2)
3) Incuber la lame pendant 30 minutes a 37°C en chaimimide
4) Préparer le volume de tampon PBS nécessaire pslavages en diluant la solution

concentrée 10 fois avec de I'eau distillée stérile.



5) Le temps d’incubation écoulé, rincer abondammetdrze avec le tampon de lavage
PBS, a l'aide d’'une pipette. Effectuer ensuite agges de la lame avec le méme
tampon.

6) Sécher la lame a I'air ou a I'aide d’'un séchoirsimplement essuyer la lame autour
du puits.

Coloration

1) Diluer le conjugué fluorescent (R3) en ajoutant Bde tampon PBS dilué dans le
flacon du coffret. Agiter doucement. Le conjuguluéliest stable pendant 3 mois a +
4°C.

2) Déposer une goutte de conjugué (R3) sur chaqus. puit

3) Incuber pendant 30 minutes a 37°C, en chambre fumid

4) Laver la lame 2 fois pendant 5 minutes avec le B@8me précédemment

5) Rincer a I'eau distillée puis sécher la lame

6) Monter une lame avec la glycérine tamponnée (Rdalpblement tiedie (5 minutes a
37°C).Vérifier I'absence de bulles d’air.

Observation au microscope a fluorescence

Examiner chaque lame au microscope a fluorescangeoasissement X 400.

Lire les lames immédiatement pour obtenir de mailegésultats. Il est cependant possible

de les conserver a + 2-8°C a I'obscurité pendarite24es.

Une réaction est considérée positive lorsqu’unerfiscence verte granulaire est observée

dans le cytoplasme des cellules infectées.

Une réaction est négative en lI'absence de fluonesce

INTERPRETATION
Réactif dans le Anticorps monoclonal Surnageant deConclusion
puits PI-3 spécifique culture témoin
Présence de Présence de virus
cellules + - PI-3

fluorescentes




Fluorescence non

spécifiqgue dans le

[72)

puits témoin
+ + (lavage insuffisant

Réaction a répéte

=

Ininterprétable.

Absence de Absence de viru

\"2J

cellules - - PI-3

fluorescentes

Spécificité des anticorps monoclonaux anti-paraintlenza 3
L’anticorps monoclonal anti-Parainfuenza 3 cloneBF3/12 ne présente pas de réactions

croisées avec d’autres virus respiratoires.

RESULTATS ET DISCUSSION

1-Pathologie respiratoire

Tous les échantillons ont montré une croissanceéébanne. Les UBFC totales dans
les naseaux varient, énormément, d’un animal auire &t d’'un prélévement a un autre
pour un méme animal. Les UBFC totales des écounglloaseaux ont présenté, une
augmentation générale bien représentée entré'Tésts5”™®semaines chez les jeunes veaux
et entre les 4" et 7™ semaines chez les veaux agés (figures 1 et 2).

Plusieurs espéces bactériennes ont été isolée®arsvillons nasaux, durant toute la

période expérimentale. Les principales espécesthenhes isolées sont Staphylococcus

spp,Streptococcuspp, les Pasteurella haemolyticRasteurella multociddNeisseria spp.

E.coli., Corynebacterium spget Pseudomonas sgpes bacteries prédominantes qui ont été

quantifiées sont_Staphylococcus spgitreptococcus spp Pasteurella haemolyticat

Pasteurella multocida

Les staphylocoques et les streptocoques étaienbriggmnismes dominants dans la cavité
nasale des jeunes veaux et des veaux ages forneant-seuls 47,12 % chez les jeunes et
43,93 % chez les veaux agés, au premier préleven@eite tendance reste, presque,

stationnaire durant toute la période expérimentale.



Pasteurella haemolyticaquoique présente dans les écouvillons nasauxt Be&sucoup

moins importante en nombre, aussi bien, chez l@seje veaux, que chez les veaux agés
(tableau I).
L’allure de la colonisation des naseaux par leeesp bactériennes dominantes augmente
avec l'age.

* Exemple : Nous remarquons, que le pourcentagePdsteurella haemolyticat des

staphylocoques, est plus important chez les je(h@$1 % et 26,33 %) (tableau IlI) que
chez les adultes (11,48 % et 16,65 %), alors gsesteeptocoques ont un pourcentage
d’isolement similaire dans les deux groupes (1843¢hez les jeunes veaux et 17,77 % chez

les veaux agés) (tableau III).

1.1-Effets du temps du prélévement

Chez les jeunes veaux, le temps du préléevement awaieffet significatif sur la flore
bactérienne totale entre 18%let la 4™°semaine (p< 0,01) et entre 1d"%et la 7™ semaine
(p <0,05).

En ce qui concerne lI'étude des UBFC des espece®rizames étudiées, le temps du

prélevement n'avait aucun effet significatif surVariation, excepté pour Staphylococcus

spp entre les et £4™° semaines (p < 0,05 ) et leS"3et 7™ semaines ( p < 0,05). Les
variations des UBFC de Pasteurella haemolytieasteurella multocidat Strptococcus

spp,n‘ont présenté aucune augmentation ou diminusignificatives(p >0.05 ). Chez les
veaux agés, nous avons noté un effet significatifecles 4™ et 7™ semaines pour les
UBFC totales ( p< 0,05), un effet pour les stapbghues entre lesfet les 4M° semaines
(p<0,025) et entre les®f et 7M° semaines (p<0,01) et un effet pour les Pasteurella
haemolyticaentre les 4° et £™°semaines (p<0,025) uniquement.

1.2-Comparaison des UBFC totales chez les veaux i@s et Agés

Aucune différence significative sauf a Id"7semaine du prélévement (tableau IV).
Pour les espéces bactériennes, une différencesigaficative, a été observée a IH"%

semaine du prélevement (p<0,001) pour Staphylosospp.

1.3-Signes clinigues

De la toux a été observé chez les veaux jeunes dag&tarmoiements et des épiphoras. Il
n’y avait aucune relation directe entre les sigrl@sques observés, les UBFC totales et les

UBFC des différentes espéces bactériennes isolées.



Figure 1 : variation de la colonisation bactérienne nasaltotale

chez les veaux jeunes et agés
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Figure 2 : variation de la colonisation bactérienne nasalpar St.spp.

chez les veaux jeunes et ageés
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Figure 3: variation de la colonisation bactérienne nasalpar Str.spp.

chez les veaux jeunes et ageées
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Figure 4 : variation de la colonisation bactérienne nasalpar E.coli.

chez les veaux jeunes et ageés
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Figure 5 : variation de la colonisation bactérienne nasalpar P.haemolytica

chez les veaux jeunes et ageés
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Figure 6: variation de la colonisation bactérienne nasalegr

Corynebacterium pyogeneshez les veaux jeunes et agés.
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Tableau 1: Variation de la colonisation nasale par P.haeftioa

chez les veaux jeunes et ages.

Semaine 1 2 3 4 5 6 7 8

Jeunes 1,34%1,08 1,37+0,80 1,19+0,68 1,00+0,80 1,07+0,88 0,83%0,91 1,1410,62 0,53i0,84

Ageés 1,62+0,96| 0,06+0,79 | 0,74+0,82| 0,43+1,07| 0,05+0,80] 1,000,811 | 0,07+0,81 | 0,86+0,59
Tableau 2: Variation de la colonisation nasale par Staphkglocus spp

chez les veaux jeunes et ages.

Semaine 1 2 3 4 5 6 7 8

Jeunes 1,78+1,46 1,61+1,01 2,64+1,81 2,90+0,70 2,10+1,59 1,92+2,21 1,4811,73 1’9%1'05

Ageés 1,00+1,47| 1,52+1,19] 0,370,922 0,43+1,70| 2,081,622 | 1,23+1,38] 0,34+0,84 | 0,39+0,78
Tableau 3: Variation de la colonisation nasale par Streptus spp.

chez les veaux jeunes et ages.

Semaine 1 2 3 4 5 6 7 8

Jeunes 1,42+1,62 1,70+0,95 0,27+0,66 1,62+1,36 0,83+1,33 2,19+1,80 1’9010,95 1’7%1'04

Agés 1,111,261 1,17+1,29| 1,16+1,30| 1,35+1,49| 0,05+1,14| 1,451,611 | 2,32+1,96| 1,181,337

Tableau 4: Variation de la colonisation nasale totale chex veaux jeunes et

ages.

Semaine 1 2 3 4 5 6 7 8

Jeunes 6,79+1,72 7,49+1,38 7,55+0,44 7,49+1,47 7,60+1,04 9,08+0,79 9’3411,29 7,49i0,81

Agés 6,85£0,97 | 7,22¢1,30| 6,990+1,10| 7,11+1,27 | 7,65£1,05| 8,07t0,78 8,48:0,99| 7,15+0,60




1.4-DISCUSSION

Les maladies respiratoires des veaux, en particldiggneumonie sont considérées comme

'un des problémes les plus épineux pour I'élevagein dans le monde. Il est le résultat
d’'une interaction de plusieurs agents infectieuwsskinfluence du stress physique. Il existe
des évidences empiriques et expérimentales, qujesagt que I'age de l'animal pourrait
influencer l'incidence et la sévérité des maladiespiratoires chez les bovins (Dennis,
1986). Dans cette étude, deux groupes de veausténitilisés pour l'investigation de I'effet
de I'age sur le développement de la flore bactgeerasale.

L'étude de la flore bactérienne, dans un mémeapgral’age, a montré que les UBFC
totales étaient similaires excepté entre €€ Bt 4™ semaines pour les jeunes
—7eme

veaux et entre les%et semaines pour les veaux jeunes et agés.

L'étude des espéces bactériennes isolées perntetmdgquer quétaphylococcus spp. et

Pasteurella_haemolytica représentent un pourcentage d'isolement plus irmpbrithez les
jeunes que chez les adultes. Ceci pourrait expli(uelus grande sensibilité des animaux
jeunes aux maladies respiratoires, par rapportasmimaux plus agés. Ces résultats sont en
accord avec ceux d’autres auteurs (Magwood .et1869 ; Jones et Webster, 1984). Dans
cette étude, les veaux utilisés souffrent d'uneblégsise générale et de difficultés
respiratoires chroniques. Les résultats similaoes été rapporté par d'autres chercheurs
(Nakaya et al 1985 ; Emad, 1989). Sayed et €001), ont isolérent P.multocidians
21,54% des prélevements, alors que Abdelmawla eteshisolérent Streptococcus sep

E.coli des poumons pneumoniques des veaux dans 10,900804 respectivement.

Nos résultats confirment ceux de Abdelkader (1994)isola_Streptococcus pyogenes

E.coli des poumons pneumoniques de veaux un taux dee8,63,04%. De méme, Ismail

(1993), isola E.cola un pourcentage de 9,90% et Staphylococcus aar8iZ)%. Dans une

autre étude, Pasteurella haemolyt&tait isolé dans 5,50% et Corynebacterium pyogenes

dans 2,70% des prélevements (Ismail et ¥993). Les résultats similaires ont été obtenus
par d’autres auteurs (Khan et Khan, 1997 ; Tegtnedial, 1999).

Pasteurella haemolytica prend origine des sitggrdifération dans le nasopharynx.
Cette bactérie généralement considéré comme laviluente et la plus souvent associée
avec les mortalités de moins de 6 mois.

En conclusion, on peut dire que les bovins hébargénéralement plusieurs agents
pathogenes pour I'appareil respiratoire, mais c&yaarganismes se comportent comme
commensaux chez les animaux maintenus dans de $ooworditions d’élevage. En

conséquence, dans les conditions normales, lanprésde ces microorganismes est d'une



signification mineure. Par contre, des situatiomessantes conduisent a la prolifération de
ces microorganismes, a un déséquilibre du rappoteé-agent et a une augmentation
d’'incidence de la pneumonie. Les infections viraledransport, les températures extrémes,
le surpeuplement et le regroupement dans les marehées foires d’animaux de statuts
microbiologique et immunologique et d’ages difféseepeuvent conduire a la prolifération
de microorganismes potentiellement pathogénes.nmes facteurs peuvent inhiber les
défenses pulmonaires et provoquer des lésions maires. La combinaison d’un nombre
élevée de microorganismes dans l'air inspiré etcapacité réduite du poumon d’éliminer
ces microorganismes conduit frequemment a I'inéectdu poumon. Cette observation,
guoique nécessitant une recherche plus approfondee le mérite d'étre exploitée
cliniguement et de conseiller les éleveurs , surbaux qui pratiquent I'engraissement des
taurillons, de n'acheter que des veaux agés (pampbe de plus de six mois d’age).

Les résultats de cette étude pourraient ne pasteefla réalité de la colonisation
guantitative et/ou qualitative des voies respira®iprofondes et des poumons mais
permettent, néanmoins, de prédire le risque d'@ppad'une pathologie respiratoire surtout
lorsque lacolonisation des voies respiratoires supérieuréacate avec un climat froid
et/ou humide et des infections virales principaletrie Para-influenza type 3 (P13) et le
virus respiratoire syncytial (VRS).

Des résultats plus complets seront obtenus digtésle sérologique virale de ces
deux principaux virus. Des études expérimentalegobant la maitrise des conditions de
I'environnement et l'inoculation de germes a demuxeou des agneaux d'ages différents
permettent une meilleure compréhension de la coxiiplele la pathologie respiratoire et,
par conséquent, la mise en place d'un programmghplactique médical, sanitaire ou

meédico-sanitaire adéquat pour réduire les pertesndgs dont souffre I'élevage bovin.

1.5-Rapport entre la colonisation bactérienne et fesignes cliniques

Les veaux des deux groupes n'ont pas présentéigaes cliniques respiratoires
graves méme lorsque les UBFC totales dans les dlomsvnasaux étaient tres élevés. Cette
trouvaille est en accordance avec les résultatRuger (1987). Cet auteur n’a trouvé

aucune corrélation positive entre le nombre de Bm@ith bronchisepticadans les

écouvillons nasaux et la rhinite atrophiante ducpde méme, Magwood et §1969) ;
Frank et Smith (1983) ; Jones et Webster (1984dldéhiwet et al(1990) n'ont pas trouvé
gu’'un nombre élevé de Pasteurdl@ dans les cavités nasales ou dans le nasopharynx es

positivement corrélé avec la pneumonie. Néanmdilogrlein et al(1961) Frank et Briggs,



(1992) et Frank et af1995) ont prouvé qu’il y aurait une corrélationsfiive entre le
nombre de bactéries isolées des écouvillons nasdaxpneumonie des veaux.

Cette corrélation positive pourrait étre due amhbre trés important d’échantillons
examinés. Il est probable qu'un nombre élevé deravocganismes naturellement peu
pathogénes pourrait avoir une influence sur Il'apipar et sévérité des maladies

respiratoires s'il coincide avec une période d’aagtation de la sensibilité.

2. Pathologie digestive

2.1-bactériologie

Tableau n°1 : Nombre d’Eschérichia coli (BFC lggigramme de fécés) et existence de

I'adhésine Kg (*) chez les veaux jeunes.

Prélevements | P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Veaux
Veau 1 4.30 4.76 5.23 5.06 7.28 6.83 6.32 8.6D
Veau 2 6.05 7.21 7.81 6.73 7.13* 7.66 8.04* 556*
Veau 3 5.26 6.22 6.71 6.86 5.06 4.93 5.01 7.26*
Veau 4 7.74 8.36 7.61 6.13 8.56 7.83* 6.86 8.21
Veau 5 487 | 503 | 514 | 572| 536/ 6.33 6.03 7.0B*
Veau 6 7.63 7.71 6.91 6.32 7.87 8.41 7.88* 8.4f*
Moyenne * Ecart type | 5.98+ | 6.55+ | 6.57+ | 6.14+ | 6.88+ | 7.00+ | 6.69% | 7.53+

117 |(121 |[0.92 |050 |1.11 [0.97 [0.90 |0.90

Les colibacilloses représentent encore une desipeles causes de pertes économiques de
I'élevage bovin dans la plupart des pays.
Tout d’abord, contrairement a des espéces patheg@oenme _Salmonella sppa

pathogénicité d’E. coline peut étre liée a sa seule présence dans timehs veau malade
puisque_E. coliest un héte normale du colon et du caecum, s’'imatd dés la naissance
chez le jeune. Exemple, Smith (1965) ; ContrepdisGeuet, (1973, 1977), en suivant

'évolution des genres bactériens dominants (E.cdllostridium Streptococcus

Lactobacillus Bacteroidels chez des veaux sains agés de quelques heuregoar24 ont

montré qu’E.coliapparait chez I'animal agé de 8 heures.



Au plan qualitatif, il s’avere en premier lieueyles souches d’E.coisolées des

veaux sains_(E.cokaprophytes) possedent des caractéres tout difféitents de ceux des

veaux malades (E.cgbathogenes).

Tableau n°2 Nombre d’Eschérichia coli (BFC lggigramme de féces) et existence de

I'adhésine Kg (*) chez les veaux agés

Prélevements P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Veaux
Veau 1 5.21 3.71 4.86 5.02 5.36 6.22 5.87 5.2P
Veau 2 6.36 5.93 3.76 4.31 6.21 6.78/* 3.99 6.64 *
Veau 3 7.28 5.78 5.26 6.09 5.12 7.06 7.13 7.2p*
Veau 4 6.04 7.06 *| 3.87 4.37 6.64 7.21* 8.77*
Veau 5 6.17 6.54 5.52 5.62 5.77 3.83 6.73* T7.87*
Veau6 491 6.21 4.83 6.08 6.66 6.82* 7.71* 8.77*
Moyenne * Ecart type | 6.00+ | 5.87+ | 4.68% | 5.25+ | 5.94+ | 6.32+ | 6.69%+ | 7.17+

0.62 |0.75 |058 |0.68 |054 |086 |[1.20 |0.96

D’autre part, il a été démontré que comparativéamaax animaux sains, la

microflore des veaux atteints de diarrhée se carget par une augmentation générale du

nombre de bactéries anaérobies facultatives, pahement des E.colnhai également des

streptocoques et des lactobacilles.

Figure 8

chez les veaux jeunes.
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Cette augmentation est particulierement prononeés th caillette et I'intestin gréle
et la population bactérienne, y compris E.adt tres élevée dans les feces (Gouet;et al
1980).

Figure 9 : Nombre d’Escherichia coli (BFC logy/gramme de féces)

chez les veaux agés.
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Les maladies entériques des animaux forment mdreyne complexe dans lequel
sont impliqués une multitude d’agents infectieugs dhigents opportunistes et des facteurs
précipitants. Toutefois, il y a une évidence craime que certaines souches d’E.smint
freguemment impliquées dans les désordres du fractastinal des veaux et des agneaux
nouveau-neés.

La colibacillose entérique comprend probablemesglguence d’événements suivant :

-(1) linfection par les E.cokentéropathogenes,

-(2) la prolifération de ce microorganisme ddmgdstin gréle,

-(3) la formation et la libération de toxine(s) e

- (4) le développement des lésions.

La diarrhée néonatale, en Grande Bretagne dansglladz.coliétait impliquée représentait
26 % et 17 % de tous les diagnostics réalisés tbezaveaux et les agneaux malades
respectivement (Sojka,1981).

Pour qu’'un_E.colprovoque de la diarrhée chez un hdte sensibbniflposséder au
moins, deux déterminants de virulence. Il doit &apable de coloniser I'intestin gréle ; ce
qui est assurer par des antigénes de colonisati@ulbésines (exemplesd Kog) et doit étre

capable de produire une entérotoxine qui provolgudiarrhée.



2.2-Rotavirus

Groupe 1: moyenne d’age : 1 mois

Prélevementl | 2 | 3|4 | 5| 6|7 | 8| Total positif| Pourcentage
Test

Agglutinationau latex 3|2 [3|1|2|1|1|0/|13/47 27.66

ELISA 312|213 |1|2]|1]15/47 31.91

Groupe 2: moyenne d’age : 6 mois

Prélevementl | 2 | 3|4 | 5| 6|7 | 8| Total positif| Pourcentage
Test
Agglutinationau latex 2 (10|21 (1|1|1|8/48 16.66
ELISA 3/2|1{1|2|1|0|0]10/48 20.83

95 échantillons de feces ont été teste pour laepoégs de rotavirus par la méthode
d’agglutination au latex (Pastorex) et le test EA.IBasé sur l'utilisation des anticorps
monoclonaux de la protéine virale 6 ( VP6) ( PATNBER).

Les résultats des deux tests sont présentés datableaux 1 et 2.

On remarque que l'excrétion du rotavirus est pmgdrtantes chez les veaux jeunes ( la
moyenne d’age 1 mois ) que chez les veaux agém@yanne d’age 6 mois).

Le test ELISA utilisé dans cette étude était capala détecté le rotavirus dans 20,83 % et
31,91 % contre des prélevements 16,66 % et 27,0Bt@nues par le test d’agglutination au
latex.

Quoi que le pourcentage des échantillons rotavostifs par agglutination au latex est
proche du pourcentage détecté par ELISA les rdsulax positifs et négatifs par le test au
latex ont été clairement démontré.

Il 'y’ aurait des échantillons positifs par ELISArgtgatifs par agglutination (G1 : P5, P7et P8)
et (G2: P1, P2, P3 et P5) et des échantillores/imis positifs par agglutination au latex et
négatifs par ELISA (G1 : P3) et (G2 : P4, P7 et P8

Ces résultats pourrait étre de faux résultats ifgsites différences détectes dans les
pourcentages des échantillons positifs quand oticagples deux tests prouvant les hautes
sensibilités et spécificité de I'ELISA utilisé danstte étude. Il faut souligner ici que les



veaux utilisés dans cette étude sont issus de nm@revaccinées contre le rotavirus. Ceci
suppose gue ces veaux ont été exposés aux rotaliragt et apres la parturition. Il faut
également noté qu’'au début de I'étude la diarrhie tees présente. Ceci expliquerait
I'excrétion virale chez un nombre plus importansschez les veaux jeunes que les veaux
ageées. A la fin de l'étude le nombre danimaux eétamt le rotavirus diminue

considérablement dans les deux groupes d’ages.

Discussion
Comme il y a peu d’information disponible sur lgéarorus et sa diversité en Algérie, cette
étude présente un essai de mise en évidence dirustdans un élevage bovin en Algérie.

Le Rotavirus a été détecté dans les échantillossfétms collectes de veaux d’ages
différents et souffrant de diarrhée du moins awdéle I'étude. Pour cela I'agglutination au
latex et 'ELISA ont été utilisées pour la détenti@apide du rotavirus dans des fécaux.

Plusieurs investigateurs ont utilisé rapide poutecté le rotavirus dans des
échantillons fécaux comme I'ELISA, la microscopikecéronique, I'immuno-microscopie
électronique et I'agglutination au latex.[ Benfieltotz, Nelson et Grosn, (1984) ; Ellens et
DelLeeuw, (1977); Hermann, Blacklow, Perron, Culki€rause, Hyans, Barrett et Ogra,
(1985) ; Falcon, Tarantino, Dijrani, Cordili, Lawzet Tollis, (1999) ; Al-Yousif, Al-Majhdi,
Chard-Bergstrom, Anderson et Kapil, S. (2000) sYAlusif, Anderson, Chard-Bergstrom,
Bustamant, Muenzenberger, Austin et Kapil. (200BLISA était plus sensible et plus
efficace que les autres tests.( Ellens et DeLe&0W7 ).

Comme les autres tests I'ELISA est capable de titéexact statut des échantillons
avec une sensibilité et une spécificité supérieaureelle de I'agglutination au latex. Les
différences dans les résultats entre I'agglutimatia latex et I'ELISA ont été observes. Cela
est expecté a cause de la présence des résulisgefiaent positifs dans le test d’agglutination
au latex. Le succes de I'ELISA utilisé dans cettalé, prouvé sont efficacité et sa sensibilité
et confirme sa performance sans la détection daviros dans des prélévements fécaux
comme I'a déja prouvé une étude réalisee au Qufessein, Cornaglia, Saber et EL-
Azhary ( 1995)]. Ce test a été développé et maalihi@ur étre plus sensible et plus spécifique
dans la détection directe du rotavirus. Le VP6-ELISilisé dans cette étude a prouve la
présence du rotavirus chez les veaux avec un puagede 31,91 % et 20,83 %.

Les études épidémiologique et immunologiques diestions a rotavirus ont été améliorées
par la capacité de déterminée les serotypes deimgaimpliquées. La prévalence du

rotavirus du groupe A été décrite dans differeragspcomme les USA (Lucchelli, Lance,



Barlett, Miller et Saif, 1992) ; I'’Argentine (Befizoni , Blackhall, Mattion, Estes ,Snodgrass,
LaTorre et Scodller, 1989); le Royaume uni (Snadgyr Fitzgerald, Campbell, Scott,
Browning, Miller,Herring et Greenberg, 1990) ; lei€pec (Hussein et al., 1995) ; la France
(Vende, Karoum, Manet, Rizet, Schelcher, Cohenasteltat, 1999).

Dans cette étude, on a démontré que le rotavirum llu sérotype gest le virus circulant
dans I'élevage bovin en Algérie comme dans plusiautres pays.

D’autres études plus poussées sont nécessairesipol@ment du sérotype dalu rotavirus et

la détermination de sa prévalence.

2.3- Le virus Parainfluenza type-3 (PI-3) :
Groupe 1 : moyenne d’age : 1 mois

Prélevement 1 2 3 4 5 6 7 8 | Total pourcentage

Résultats

Positifs (+) 2 2 3 0 1 2 0 0| 10/421,27

Négatifs () | 4 | 4 | 3| 6| 5| 4| 6| 5| 3747872

Groupe 2 : moyenne d’age : 6 mois

Préléevement 1 2 3 4 5 6 7 8 | Total pourcentage

Résultats

Positifs (+) 3 2 0 0 1 1 0 1 08/48.6,66

Négatifs(-) | 3 | 4 | 6 | 6 | 5| 5| 6| 5| 40/483,33

Le virus PI-3 est ubiquiste et capable de produite pneumonie interstitielle (Radostits et
al.,, 2000). Il a été suggéré que les tractus regyiest supérieur et inférieur sont les cibles
primaires de linfection par le virus PI-3 (Bellieit al, 1998). La pneumonie virale due a
l'infection par le virus PI-3 non compliquée pareunfection secondaire est généralement de
moindre importance (Radostits et, &000). Néanmoins, dans cette étude, des épisiales
signes respiratoires plus ou moins séveres orib&érvés dans le lot des jeunes veaux. Cette
trouvaille est en accord avec celle de Castrucail.€t1992) qui prouvérent que l'infection



simultanée des veaux par le BVD-MD et le virus Rid@uit I'apparition de signes cliniques
severes.

Cette étude a permet la mise en évidence de lamdigviral du virus PI-3 a une moindre
frequence en comparaison avec d'autres auteur®mjuutilisée la technique d’isolement
directe du virus ou l'inhibition de I'hémagglutimat ( Selim et_al 1998 ; Bellini et_al
1998). Cette différence pourrait étre attribuéeéutilisation de sécrétions nasales congelées
car la congélation et la décongélation détruisentertain nombre de cellules qui hébergent
'antigene viral et qui donnent un résultat négatiflimmunofluorescence (Castrucci et
al.,1992 ; Sayed et Ali, 2001).



Chapitre | : Pathologie respiratoire

1. Agents étiologigues

1.1. Les infections naturelles
1.1.1. Bactéries

Quoique les bactéries aient été incriminées dassraladies respiratoires bovines

pendant longtemps, leur réle dans la pathogénieedemaladies demeure encore incertain
(Jennings et Glover, 1952 ; Omar,1966 ; Ide,19Bauydet, Chieze et Espinasse,1994). Des

bactéries potentiellement pathogénes telles qudeltafia spp Haemophilus somnus

Corynebacterium pyogenest Escherichia colont été isolés de poumons pneumoniques de
bovins (Thorpe, Shigley et Farrell,1942 ; CarterRetwsell, 1958 ; Magwood, Barnum et
Thompson,1969 ; Viring, Boleske, Franklin, Rehbmdgegal et Troedsson, 1988), mais |l

reste incertain si ces microorganismes sont capaldeprovoquer des maladies respiratoires
tous seuls. La majorité de ces bactéries ont étées des trachées et des nasopharynx de
veaux non pneumoniques mais généralement leursnesmlaient inférieurs a ceux observés
chez des veaux pneumoniques (Hamdy et Trapp,1%8dgwood et_al1969 ; Corstvet,
Panciera, Rinker,Stark et Hooward ,1973 ; Virin@lei988).

Pasteurella spsont considérées comme des agents pathogenesjpent des entités

nosologiques difféeremment connues comme la padiesgepulmonaire bovine, la fievre de

transport et la pneumonie enzootique des bovinsidldston, Reisinger et Watko, 1962 ;

Hetrick, Chang, Byrne et Hansen, 1963 ; Baudetl.et1894). Néanmoins, a cause de leur
présence aussi bien dans les poumons pneumoniquesdgns les poumons non-

pneumoniques, leur rdle dans les maladies resp@atdovines n'est pas completement
élucide.

Quelques évidences suggerent gue P. haemolgidd multocidgourraient étre des

microorganismes importants dans les maladies edspies et ce par comparaison de la
fréquence d’isolement des deux microrganismes desmpns de bovins sains et
pneumoniques (Reisinger, Heddleston et Manthei9 1980erlein, Saxena et Mansfield,
1961 ; Mraz, Sisak et Jelen, 1980, Confer, Panci@inkenbeard, 1990 ; Whiteley,

Maheswaran et Weiss, 1992). Les nombres de P. hggraosont, également, d’une grande

signification dans les maladies respiratoires dmsns car ils sont plus importants chez les
bovins pneumoniques que les bovins sains (Corstvat, 1973 ; Thomson, Chander, Savan
et Fox, 1975 ; Martel, David, Bonmier, Michel, Geraet Frappier, 1986 ; Loan, Purdy et

Zehr, 1996). En ce qui concerne le tractus respietprofond, il existe des observations



contradictoires sur la présence de Pasteurelladspys les poumons de bovins sains. Collier

et Rossow (1964) suggéraient que Pasteurella rspfient pas des habitants normaux du

tractus respiratoire profond mais Allan (1978)@és _P. haemolyticaet P. multocidales

poumons de bovins sains.

P. haemolyticaest plus incriminé dans les maladies respiragdimines que
P. multocidacar il est plus fréquemment et plus abondammené ides poumons de bovins
pneumoniques (Thomson, 1974 ; Allan, 1978 ; Thom4880 ; Slocombe, Mulks, Kullings
et Worth, 1990).

Pass et Thomson (1971) examinerent des écouvillmsaux _ante-mortenet

préparerent des cultures de 15 sites différents davité nasale de veaux sains a I'abattoir.

lls trouvérent que P. haemolyticétait largement répandu sur les 15 sites de laupusg
nasale et que ce micro-organisme était présentasoruqueuse nasale ou les écouvillons
nasaux pris in vivetaient négatifs. Ceci suggére que des écouvitlasaux uniques peuvent
sous-estimer la réalité de portage chez les bouissrévélérent également que _ P.
haemolytica était présent a la surface mais jamais entre diung&rieur des cellules
épithéliales.

P. haemolytica biotype A sérotypes 1 et 2 sont les plus communénselés des

écouvillons naso-pharyngés , des poumons de psrgains et des poumons pneumoniques
(Wray et Thompson, 1971 ; Frank, Briggs et De BE3Q3 ; Frank, Briggs et Zehr, 1995).

Lillie (1974) revéla que P. haemolyticA; était prédominant dans les maladies respiratoires

bovines.
P. multocidasérotype A causait la maladie respiratoire alars ps types B et E étaient
impliqués dans la septicémie hémorragique (Cat887 ; Shoo, Wiseman et Allan, 1990).
D’autres espéeces bactériennes ont été incrimink®s les maladies respiratoires
bovines. Par exemple , des infections respiratomets été associées avec Haemophilus
somnus Ces infections semblent se développer en deutégitiniques séparées :
1- Une maladie respiratoire associée a ou précédanmémingo-encéphalite
thrombo-embolique (METE) affectant des bovins &g a 3 ans et
2- Un syndrome de pneumonie aigué des veaux (HumpéreStephens,
1983 ; Harris et Janzen, 1989, Baudet t18194).
Saunders, Thessen et Janzen (1980) établirenaqualadie respiratoire associée avec
H. somnus est généralement caractérisée par une pneumomignefise et une
pleurésie.Néanmoins, Brown, Dillman et Dierks (I9#tcriminerent_H. somnuslans la

fievre de transport et dans une trachéite polypoddaltant en une toux chronique. Pritchard



et Mc Leod (1977), Roberts, Wood, Hunter, Munro lerray (1979), Baroux (1991)
décriverent des syndromes de mort subite de pneendenveaux chez lesquels H. somaus
été isolé. Pritchard, Shreave et Bradley (1979 &@éent des foyers de maladies respiratoires
des veaux dus a des infections a H. somnus

Gourlay, Flanagan et Wyld (1982) isolerent un migrganisme qu’ils hommerent

Streptobacillus actinoidede 12 des 56 poumons. Ces microorganismes ressanlceux

auparavant décrits comme étant Bacillus actinoiol@sActinobacillus actinoidesApres

inoculation intratrachéale de deux souches de c&soomganismes une consolidation
pneumonique se développa chez cing des six veanbolgotiques et concerna jusqu’'a 16%
de la surface pulmonaire. Des lésions histologigdespneumonie interstitielle étaient
observées dans les poumons des six veaux.

En France, Baudet et 41994) isolérent Streptococcus mifisns un des sept élevages

étudiés. lls suggerent que cette espece bactérmureait jouer un rdle non négligeable dans

le développement des broncho-pneumonies chez aiéitotas a I'engrais.

1.1.2. Virus:

Une multitude de virus ont été isolés des veawffiemt de maladies respiratoires et
des virus additionnels vont probablement étre vetee dans le futur (Bryson, 1985 ; Antoine
et Pastoret, 1988 ; Baroux, 1991 ; Van Der Poehnifrs et Middel, 1993). Des infections
simultanées par deux ou plusieurs virus a la foig souvent observées dans un seul foyer de
maladie respiratoire bovine (White et Fishman, 19B2yson, Mc Ferran, Ball et Neill,
1979 ; Schelcher, Espinasse, Savey, Jouglar eli®&el488, Baudet et al1994).

Les virus les plus frequemment isolés dans lesrfogle pneumonie des veaux sont le
virus parainfluenza type 3 (PI-3), le virus resgng@ syncytial bovin (VRSB), le virus de la
diarrhée a virus / maladie des muqueuses (BVD / N¥E)tt, Thomas, Collins, Hamilton,
Jebett et Luther, 1978 ; Pastoret, Thiry et Sat888 ; Baroux, 1991 ; Baudet et,&d994).
Ces virus sont largement répandus dans les popusatiovines de la majorité des pays et des
enquétes seérologiques ont révelé une prévalencgetlde séroconversion a ces virus
(Paccaud et Jacquier, 1970; Wellemans, Leunen @tdinger, 1970 ; Philip et Derbyshire,
1971 ; Jacobs et Edington, 1971 ; Philip, 1973tgieter et Aldridge, 1977 ; Bryson,Mc
Ferran,Ball et Neill., 1978 ; Wiseman et Pirie, 39™Mohammed Ali, Shehab, Abderrahim,
2002). Stott et al(1978) realiserent une étude qui s’était étalédrsis années et portant sur
'étude des maladies respiratoires dans une undsgdaissement. Un nombre important

d’infections virales ont été identifiees comprenaid#s réovirus, des rhinovirus, des



entérovirus et des adénovirus mais seulement less vPI-3 et le VRSB ont été
significativement incriminés dans des foyers deatlials respiratoires (P < 0,01).

L’intervention de I'Herpes Virus Bovin type -1 (HVB), I'agent causal de la
Rhinotrachéite Infectieuse Bovine (IBR), est bigdabée et expérimentalement élucidée.
D’excellentes revues bibliographiques sur le sugeint déja disponibles (Gibbs et
Rweyemamu, 1977 ; Yates, 1982 ; Roizman, Desro$ilckenstein, Lopes, Minson et
Studdert, 1992 ; Rijsewijk,Kaahoek,Langeveld,Meloedudek, Bienkowska-Szewezyk,
Marie-Veldehuis et Van oirschot., 1999 ; SchrodérKeil, 1999 ; Sara, Molesworth,
Cathleen, Lake,Borza, Turk et Hunt-Fletcher 2000).

1.1.3. Les infections mixtes bactéries-virus

L’idée qu’il pourrait y avoir une action synergeentre les virus et les bactéries se
développa a partir d'observations durant et agegtandes pandémies de grippe humaine au
cours des 19 et 26™ siécles (Yates, 1982 ; Frank, Briggs et Loan, 1984existe une
évidence qui suggere, que chez les bovins, unerggng’exerce entre les virus et les
bactéries.

Par exemple, Pasteurella sppourrait jouer un rble important dans la pathegéndes

maladies respiratoires. A partir d’'investigatiorss des cas de maladies respiratoires, Friend,
Thomson, Wilkie et Barnum (1977) démontrérent gas cas étaient dus a des infections

mixtes entre virus et bactéries et plus particati@ent le virus PI-3 et P. haemolyticau P.

multocida Smith, Frank et Gillette (1977) prouvérent queitas PI-3 et le HVB-1 étaient les
principaux agents des maladies respiratoires bevateMohanty (1978) confirma que la
fievre de transport était due a I'action combinéevitus PI-3 et Pasteurella sppMalgré

'existence d’'une évidence expérimentale considérabr son réle dans la synergie virus-
bactéries dans les maladies respiratoires boviaddyVB-1 est beaucoup moins mentionné
dans la littérature comme agent possible danstlefuie respiratoire bovine que le virus PI-
3. Une raison pour cela serait due au fait que\l& Hpeut provoquer a lui seul des entités
nosologiques distinctes. Une autre raison, seuatppu d’études ont été réalisées sur I'action

combinée HVB-Pasteurella sppgue sur l'association Pl-3-Pasteurella sfyates, 1982 ;

Jubb, Kennedy et Candpalmer., 1993 ; Lemaire, Melyanst, Vanherreweghe, Limbourg,
Pastoret et Thiry, 1995 ; OIE, 2000). NéanmoinsxtBu et Fraser (1977) affirmerent que le
HVB-1 pourrait étre un facteur initiateur dansikvfe de transport.

Martin,Meek,Darvis, Thompson,Johnson,Lopez,Steplenmis ,Prescott,

Rosendal,Savan, Zubeidy et Bolton. (1980), dans @éinde épidémiologique, rapporterent



gu’il y a une tendance d’isolement du HVB-1_et Refmolytica ensemble plus frequemment

des poumons pneumoniques. Rothwell,Mills et Dofj879) isolerent le HVB-1 chez 10 des
50 bovins morts mais ils ne précisent pas si laiprumie était la cause de la mort. Il y a peu
d’études sur d’autres associations virus-bactéigpourraient avoir une signification dans la
pathologie respiratoire bovine (Thiry et Lemair803). Smith et al(1977) suggérérent que

d’autres infections mixtes virus-bactéries étaiégalement possibles. lIs citerent le BVD /
MD, les adénovirus, les rhinovirus, le VRSB, lestéeovirus, le virus de la stomatite

pustuleuse bovine et le HVB-1.

Tous ces virus augmentent la pathogénicité_de Bad#ie spp.dans les maladies

respiratoires bovines. La méme observation a éie fpar plusieurs autres auteurs
(Woldehiwet, Mamache et Rowan, 1990 Abou El-Leil, 1992 ; Castrucci, Traldi et
Tartaglione, 1992).

Thomas, Stott, Jones, Jebbett et Collins (1980)ivdeant une épizootie de maladie
respiratoire des veaux dans laquelle le VRSB ead?rolytica ont été isolés. Les infections
respiratoires bovines a VRSB sont généralementceseso a des infections bactériennes
secondaires (Bryson et al979 ; Thomas et all980 ; Pirie, Petri, Pringle, Allan et Kennedy,
1981 ; Van Den Ingh, Verhoeff et Van Nieuwstadt849 Verhoeff, Van Der Ban et
Nieuwstadt, 1984 ; Selim, El-Shaheed, Zaki, El-8ihr&t Abaza, 1998 ; Sayed et Ali, 2001).
Baker, Werdin, Ames, Markham et Larson (1986) éualit 14 foyers de pneumonie chez
des veaux de race laitiere dans lesquels le VR&iBlétvirus le plus fréquemment identifié
soit par isolement soit par examen des écouvilloasaux par la technique d'immuno-

fluorescence. P. multocid®. haemolyticaet Mycoplasma sppétaient isolés dans 12, 4 et

tous les 14 foyers de pneumonie respectivement.dbesrvations identiques ont été faites
par d’autres auteurs (Verhoeff et Van Nieuwsta884l; Kimman, Zimmer et Marsh, 1988 ;
Van Der Poel et g11993).

1.1.4._Mycoplasmes
Au moins 20 espéces de Mycoplasmes ont été isolesles bovins. Il s'agit de M.

bovirhinis, M. dispar M. mycoidesvar. mycoidesM. alkalescensM. arginini M. bovis M.

bovigenitalium Acholeplasma laidlawjiA. modicum A. axantbumUreaplasma sppgroupe

7 de Leach, M. gallinarunM. gatea M. bovoculi M. verecundumM. canadenseM. alvi et

deux_Anaeroplasma spp.




Les douze premieres especes ont été isolées dustnaspiratoire des bovins (Erng,
1978 ; Woldehiwet, Mamache et Rowan, 1890Nakaya, Tomita, lkenchi et Torikai, 1998 ;
Selim et al. 1998 ; Tegtmeire, Friis, Jensen et Jensen, 1999).

Gourlay,Mackenzie et Cooper . (1970) rapportergsalément de mycoplasmes dans

75% de 65 poumons pneumoniques dans le sud ouBAndéeterre. Ureaplasma sppnt été

isolés dans 58%, M. dispde 51% et M. bovirhinisle 23% des poumons.
M. bovirhinis a été isolé pour la premiére fois par Harbournenter et Leach en

1965, en Angleterre et I'a été également dans @lusipays ensuite. Ureaplasma spp. été

également isolés de poumons pneumoniques en Angldt@ourlay, 1968 ; Gourlay et al.
1970 ; Woldehiwet et 311990 ; Welsh, 1993), au Canada (Ruhnkle et Vaubel, 1972 ;
Van Donkersgoed, Ribble et Boyer, 1993), aux U.gLAuingston, 1972), en Ecosse (Pirie et
Allan, 1975) au Danemark (Bitsch,Friis et Krogh976), en France (Poumarat, Perrin et
Martel, 1986 ; Espinasse, Levrier, Alzien, Papargeo, Beguin et Van Gool, 1988).
Mycoplasma dispaia été isolé pour la premiére fois en Angleterre pggmons

pneumoniques de veaux (Gourlay et Leach, 1970)uti¥a isolements de M. dispant été
effectués sur des poumons pneumoniques en Anglg@ourlay et al.1970, Woldehiwet et
al,, 1990), en Australie (St George, Horsfall et Salt, 1973) ; aux U.S.A (Ose et Muenster,
1975), en Ecosse (Pirie et Allan, 1975), au Dankriitsch et al. 1975).

M. bovirhinis aprés avoir été isolé par Harbourne ,Hunter ecl.e@ 965) n'a été
nommeé qu’en 1967 par Leach (1967). Des isolementsirus de ce mycoplasme furent
réalisés aux U.S.A (Hamdy et Trapp, 1967), en kdéa(Cottew et Leach, 1969), en Italie
(Rinaldi, Leach, Cervio, Mandelli et Redaelli, 19684 Danemark (Bitsh et al1976) en
Tchecoslovaquie (Jurmanova et Krejei, 1971) et astralie (Cottew, 1970). Des isolements
de M. bovirhiniset d’Ureaplasma sppnt été réalisés sur des poumons non-pneumondgues
bovins (Gourlay et Thomas, 1970 ; Thomas et Smf#fi2 ; Woldehiwet et 11990 ; Baudet
et al, 1994).

M. bovis a été incriminé dans les maladies respiratoirgardues trois derniéres

décennies. Il a été isolé de la cavité nasale duaicke avec une maladie respiratoire (Kehoe,
Norcross, Carmichael et Standberg, 1967) et de poanpneumoniques de taurillons a
I'engrais (Dellinger et Jasper, 1972). M. bovig@& également isolé en Grande Bretagne dans
plusieurs épizooties de pneumonie de veaux engdewdensif (Thomas, Howard et Gourlay,
1975), au Canada (Langford, 1977), en Italie (Righal978) ,aux U.S.A (Stalheim, 1976),
et en France (Baudet et,d994).



Il faut souligner que_Mycoplasma spgt. Ureaplasma sppnt été isolés de foyers de

maladies respiratoires et en association avec agsgiies et/ou des virus. Donc, a I'exception
de M. disparqui peut étre considéré comme agent pathogéneapenpour le tractus
respiratoire (Howard, Gourlay, Thomas et Stott,6,93ourlay et Howard, 1978), le rble des

autres mycoplasmes en pathologie respiratoire desmegcore incertain.

2. Infections expérimentales

2.1. Bactéries.
Plusieurs chercheurs ont tenté de reproduire awpatalement une maladie

respiratoire en utilisant P. haemolytied/ou_P. multocid&noculés par diverses voies, et avec

des degrés variables de succes. Par exemple, CE3tet) échoua de provoquer une maladie
respiratoire par inoculation d’une suspension aletethe bovins naturellement affectés par la
fievre de transport et inoculés par voie intra-fegd intra-trachéale. D’autres essais ont été
réalisés tels que ceux par Hoerlein et Marsh (185@r des résultats similaires. Dans ce cas,
les veaux ont été inoculés par voies intraveinesmgs-cutanée et intra-nasale avec du sang et

de I'exsudat nasal de cas naturels de maladie ti@messais utilisant P. haemolytiedlou P.

multocida étaient non-concluants (Heddleston_et 062 ; Hamdy, Trapp, Gale et King,
1963 ; Saunders et Berman, 1964).

Omar (1966) cita une communication personnelle debishire et Lamont comme
une évidence que l'inoculation, de veaux privésaestrum, par _P. haemolytiaaientraina
aucun signe clinique et aucune lésion a 'autopBikisieurs études ont décrit des succes dans
la production expérimentale d’'une maladie respiratpar inoculation d’'un nombre élevé de

Pasteurella sppdirectement dans la trachée, une situation pebapte dans les conditions

naturelles. Des études tres raffinées sur le méalgiah de P. haemolyticaont montré la

possibilité de produire une maladie expérimentale ipoculation de P. haemolyticad;
(Whiteley et al. 1990 ; Slocombe et.alt990 ; Mc Bride ,Costvet et Paulsen, 1992). &iees
de ces études ont utilisé des nombres trés élevdmctéries (Friend, Thomson et Wilkie,

1977), d’'autres auteurs ont inoculé des veaux airttesvalles tres courts (Gibbs, Allan,

Selman et Wiseman, 1983). Carter (1956) inoculavéesix avec P. haemolyticaar voie

intranasale, intraveineuse et intratrachéale atquwa une pneumonie qui varie en séverité de
nulle a tres sévere. Collier, Chaw, Benjamin et D€&960) exposérent quatre veaux a un
aérosol de_P. haemolytica trois veaux exprimerent des signes cliniguesne’maladie

respiratoire.



Baldwin, Marshall et Wessman (1967) inoculérentxdeeaux par voie intratrachéale

avec P. haemolyticaUn des deux veaux présente des signes modéréalddie respiratoire

alors que l'autre reste normal. Collier (1968) mgwa une pneumonie fibrineuse et une
pleurésie chez des veaux agés de un mois et irsopalevoie hypodermique. L’inoculum

consista en une suspension concentrée de 1 a 2 mPd haemolyticaet inoculée pres du

ganglion lymphatique préscapulaire. Collier (19%®uva que les bovins soumis a un long
transport et exposés au froid apres inoculatiorraittachéale de_ P. haemolytica

développerent des lésions identiques a celles whbserdans les cas naturels de pneumonie
pasteurellique.

Les mémes résultats ont été obtenus par d’auttesrawitilisant _P. haemolyticau

P. multocidainoculé dans la trachée ou directement dans lampns de veaux (Panciera,
Corstvet, Walker et Wrack, 1976 ; Friend, Thomsw@¥ilkie et Barnum, 1977 ; Friend,
Thomson et Wilkie, 1977 ; Corstvet, Panciera et Mew, 1978 ; Wilkie, Markham et
Shewen, 1980).

En résumé, des signes cliniques et des IésioriBas a ceux observés dans les cas
naturels de pneumonie pasteurellique ont été piodeNpérimentalement en utilisant P.
haemolytica et/ou P. multocidamais les doses et les voies d’inoculation utibsée
expérimentalement ne semblent pas représenterscslievenant dans les conditions
naturelles.

Il'y a peu de doute que Pasteurella sppnt responsables du dommage final du tractus

respiratoire mais il est incertain si ces pathogesent capables de causer des maladies
respiratoires sans le concours d’autres micro-asgaas (Yates, 1982 ; Confer et,d990 ;
Weiss, Bauer et Whiteley, 1991 ; Baudet et¥094 ; Highlander, 1997).

2.2. Virus:

Les virus ont été considérés comme agents pesiailes maladies respiratoires
bovines depuis que Lamont et Kerr (1939) démonttega’'une maladie respiratoire peut étre
reproduite par inoculation de veaux a l'aide d’utmat dépourvu de cellules et provenant de
poumons malades. Baker (1943) récupéra un agéaibfé a partir d’extrait de poumons de
veaux pneumoniques. Des veaux sains inoculés avéitirat, aprés passage sur des souris,
développerent une pneumonie similaire a celle d=six a partir desquels le filtrat a été
prélevé. Depuis, un nombre de virus ont été istéégeaux atteints de maladie respiratoire et
certains parmi eux sont considérés comme agentsriams dans I'apparition de maladies

respiratoires (Philip et Darbyshire, 1971). Ceauwisont le HVB-1 (Schroeder et Moys,



1954 ; Darbyshire, Dawson, Paterson et Loosmoré2)1®I-3 (Reisinger et al1959), les
adénovirus (Klein, Earley et Zellat, 1959 ; Darbysh1968), les réovirus (Rosen et Abinati,
1960), les rhinovirus (Bogel et Bohm, 1962), leséawvirus (Moll et Davis, 1959) et le
VRSB (Paccaud et Jacquier, 1970 ; Inaba,Kono,Oetdatumoto., 1972 ; Rossi et Keisel,
1974 ; Stott et al 1980).

Par la suite, un grand nombre d'études expérimemntaht été réalisées utilisant
différents virus tels que le PI-3, le VRSB, le BW, le HVB-1, afin d’étudier leur réle
étiologique dans les maladies respiratoires bovifswnlie, 1991 ; Schroeder et Kelil,
1999).

2.2.1. Le Virus parainfluenza type-3 (PI-3}

Nombreux sont les chercheurs qui ont tenté deysr®dine pneumonie chez les veaux
en utilisant le virus PI-3 mais sans grands suc¢B&sd, 1961 ; Inaba, Kono, Omori et
Matumoto, 1965 ; Dawson, Darbyshire et Lamont, 13%fbb et al.1993 ; Bellini, Rota et
Anderson, 1998 ; Radostits, Gay, Blood et Hint¢hcl2000). Dawson et al(1965)
inoculerent six veaux privés de colostrum avec BaBvoies intra-nasale et intra-trachéale.
Ce virus a été isolé chez quatre veaux qui oneptésune pyrexie, des signes modérés et des
réponses sérologiques. Les lésions observéestapg&a sont similaires a celles décrites par
Jarrett (1954) sur des poumons de veaux dans glessfaaturels de maladies respiratoires.
D’autres auteurs obtiennent les mémes résultatsutdisant des veaux obtenus par
hystérectomie, ou privés de colostrum, ou Spe&iithogen Free (SPF) et inoculés par voie
intra-nasale, intra-trachéale ou exposés a un @lécoatenant le virus PI-3 (Betts, Jennings,
Omar, Page, Spencer et Walker, 1964 ; Omar, JeneinBetts, 1966 ; Son Tsai et Thomson,
1975 ; Jericho, Darell et Langford, 1982 ; Bellgti al, 1998). De méme, Thomas, Stott,
Collins, Jebett et Stark (1977); et Jericho_et(24D82) inoculerent des veaux par voie
intranasale en une seule dose, alors que Stott €19¥8) utilisant un virus aprés un seul
passage en série et Carriere, Maxie, Wilkie, Savatlj et Johnson (1983) utilisant une
inoculation du virus PI-3 et de P. haemolytis@parée ou associée. lls ont noté que les veaux
inoculés avec le virus PI-3 seul ne présentaiestdes signes cliniques graves quoiqu’une
séroconversion au virus PI-3 ait été observée etlgwirus ait eté isolé des naso-pharynx a

des titres trés élevés.

2.2.2. Le Virus respiratoire syncytial bovin (VRSB):




Une série d’études épidémiologiques au début deges 1960 ont établi que le VRS
était responsable des bronchiolites et des pnewsal@s enfants beaucoup plus qu’'un autre
agent infectieux surtout durant la premiére annéeladvie de I'enfant (Beem, Wright,
Humbre, Egerer et Oehme, 1960 ; Chanock et Pat8@i5). Le VRS humain est regardé
actuellement comme la principale cause d’hospéadia des enfants durant la premiere année
de la vie de I'enfant en Europe et en Amérique dud\Stott et Taylor, 1985).

En 1968, Dagget, Taylor-Robinson et Gallop révéiedes anticorps anti-VRSB dans
le sérum de bovins et suggérerent que le VRSB taitdfcéquemment les bovins. Par la suite,
le VRSB a éte isolé d’épizooties de maladies raspies bovines chez les veaux (Bryson et
al.,, 1978 a, b ; Bryson et all979 ; Pirie et al 1981 ; Kimman et /1988 ; Van Der Poel et
al., 1993 ; De Jong et.all996).

Néanmoins, la majorité des infections expérimesntaleec le VRSB ne semblent
provoquer que des signes cliniqgues modérés et éasng pathologiques mineures dans
'appareil respiratoire profond. Paccaud et Jacqui@970) inoculerent des veaux
gnotobiotiques en élevage conventionnel provoqaamgi une fievre, une rhinite bilatérale
sévere, une toux non productive mais persistamedagrg deux jours apres inoculation. Jacobs
et Edington (1975) inoculérent, par voie intranasdes veaux gnotobiotiques et des veaux
privés de colostrum en élevage conventionnel angés souches de VRS d’origine bovine et
une souche de VRS d'origine humaine. Chaque sopah@qua une pyrexie biphasique et
un jetage nasal séreux. Les souches virales omet@ivées dans les sécrétions nasales, 4 a
10 jours apres inoculation, dans les muqueusedenasachéale et bronchiale et dans les
poumons des veaux abattus 7 a 13 jours aprés ataul Ces infections n’ont pas induit des
Iésions mais I'examen histologique révéla une thidégénérative focale et une bronchiolite
catarrhale avec quelques formations de syncytia enbronchioles et les alvéoles.

Mohanty, Ingling et Lillie (1975, 1976) rapportateque les veaux infectés
expérimentalement avec le VRSB développérent unexpgy transitoire et des signes
respiratoires modérés. Les modifications histodatiiques étaient celles d’'une pneumonie et
la formation de cellules géantes dans la lumiévéddhire. Certains des veaux présentaient
une réponse sérologique alors que d’autres non.r@&madtats similaires ont été obtenus en
utilisant des agneaux privés de colostrum (Lehmiktit@utlipp, 1979). Au contraire, Bryson,
Mc Nulty, Logan et Bush (1983) produiserent uneaded respiratoire grave en inoculant des
veaux par voies nasale et intrachéale simultanérharbux et la tachypnée étaient les signes
prédominants. Pour étudier les lésions pathologiqu®voquées par le virus, les veaux

étaient nécropsiés a différents jours apres intionla



Une consolidation pulmonaire fut observée chexésmix nécropsiés entre [&"%et le
p3Pme jours apres inoculation.Des syncytia, dont plusiegontenaient des inclusions
intracytoplasmiques éosinophiles, ont été obsergéas les parois bronchiolaires et
alvéolaires 4, 5 et 6 jours apres inoculation. iBlus autres lésions ont été décrites.Elles
comprenaient de la nécrose, une métaplasie den&jpim des bronches et des bronchioles,
I'occlusion des voies respiratoires, un épaississgrdes septa interalvéolaires et alvéolaires
et un collapsus des alvéoles. Des résultats smesladnt été obtenus par Castleman, Lay,
Dubovi et Slauson (1985) utilisant les mémes val®soculation (Pastoret et .al1988 ;
Lekeux, 1988, Van Der Poel et,a81993 ; De Jong et.all996).

2.2.3. Le Virus de la diarrhée a virus-maladie deswuqueuses BVD/MD:

La pneumo-entérite est considérée comme le risggjeur pour la santé des veaux
(Roy, 1980). Le virus BVD/MD est un pathogéne mej@es bovins et contribue a la genese
d’'une grande variété de pathologies allant deditibn inapparente a un syndrome fatal de
maladie des muqueuses (Browline, 1991).

Le virus BVD/MD appartient au genre des Pestividesla famille de Flaviviridae.
Deux souches cytopathogéne et non-cytopathogeB&BEVID peuvent étre isolées chez les
animaux infectés de maniére persistante et sotffilmmta maladie des muqueuses (Schweizer
et Peterhans, 1999).

Les bovins infectés par le virus BVD/MD peuvenéggnter une variété de signes
cliniques tant entériques que respiratoires. Cedteete était a I'origine de la description de
deux entités nosologiques séparées, la diarrhéérud et la maladie des muqueuses
(Brownlie, 1985). Il a été proposé que la maladis chugueuses se développait aprés une

infection in_uteropar un virus BVD/MD non-cytopathogéne résultantl@maissance d’un

veau avec une virémie persistante. Si ce veawestiafpar la suite par un virus cytopathogene,
la maladie des muqueuses apparait et seulemeaniegmux qui sont infectés de maniére
persistante par un virus non-cytopathogene quieptéat la maladie des muqueuses. Par
contre, si les veaux n'ont pas été infectés inoutrexposés a une souche cytopathogéne du
virus BVD/MD ils développérent une maladie fébrienigne avec des symptbmes
respiratoires et digestifs suivis d'une guérisondémmunité (Kahrs, Atkinson, Baker,
Carmichael, Loggins, Robson et Sheffy, 1964 ; Mjaiiass, Nicolet et Steck, 1976 ; Baker,
1987 ; Gunder, 1990 ; Fray, Supple, Morrison etr@ston, 2000).

L’infection expérimentale du veau par le virus BWID a entrainé I'apparition des
symptémes modérés (Malmquist, 1968 ; Mebus, NewetaStair, 1975 ; Omran, 1991 ;



Weiss, Hertig, Strasser, Vogt et Peterbans, 199@)s la majorité des études expérimentales,
les seules trouvailles constantes sont la pyrexe leucopénie. Néanmoins, une multitude de
signes cliniques tels que la fievre, une toux séwreproductive, des érosions du museau, de
la diarrhée et la fourbure ont été deécrites (Nettie Barlow, Gardiner, Pastoret et Thiry,
1985). Des cas de mortalités ont été rarement wbsechez des veaux infectés
expérimentalement par le virus BVD/MD. David, Cumpi Crawshaw, Hibberd, Lloyd et
Marsh (1993) rapportérent des cas de mortalitéodteb adultes par suite d’'une infection par
le virus BVD/MD.

Corapi, French et Dubovi (1989) ont révélé des alibés dues a une
thrombocytopénie sévére chez des veaux infectéériexpntalement par une souche non-
cytopathogene du virus BVD/MD. Nuttal, Stott et Titms (1980) inoculerent des veaux avec
des souches cytopathogenes et non-cytopathogendsuduBVD par voie intranasale, mais
n'observerent pas de lésions orales ni de diarMé&ay et Roeder (1987) provoquérent une
diarrhée sévere aprés inoculation des veaux pa& imtia-nasale avec une souche du virus
BVD/MD. En Egypte, Ali, Shehab et Abdel-Rahim (2Q0@3apportérent des cas de mortalité
chez des veaux importés dans trois provinces dsebBgypte et chez lesquels les virus
BVD/MD, le PI-3 et le HVB-1 ont été isolés. Les @#s de laboratoire ont révélé que la
principale cause de mortalité était le BVD/MD seulen association avec les virus PI-3 ou le
HVB-1. Expérimentalement, ce virus BVD/MD s’est é fatal a plusieurs veaux (60% des

cas) de I'expérience.

2.3. Infections mixtes bactéries - virus

Les observations faites sur les pandémies de epmaine deés les Y% et 20™
siecles supposerent la possibilité d’'une synergigeedes virus et des bactéries dans la
pathogénese des maladies infectieuses de I'appaspiratoire. Les essais de démonstration
de cette synergie ont été basés sur les infectivp&rimentales d’animaux de laboratoire, en
particulier des souris et les résultats obtenusététextrapolés aux humains et aux grands
animaux (Jakab, 1982).

Des études sur l'interaction entre le virus degitgppe et des bactéries dans les
poumons de souris ont démontré que :

* |es infections bactériennes ne peuvent pashéiéen 'absence d’infections virales,
* |les infections mixtes provoquent de la pneumawiec une morbidité et une mortalité

significativement plus élevées que dans le cagetiion avec un seul agent,



* les effets synergiques sont observés, uniqueroeet, les animaux infectés par les virus
avant les infections bactériennes (Jakab, 1982).
Chez 'hnomme, les infections par les virus regpiras tels que le virus de la grippe

sont généralement suivies par des invasions pghftaoccus spp.Haemophilus sppet

Streptococcus spfJakab, 1982). Ces especes bactériennes exisgtagtajement comme

commensales dans l'appareil respiratoire supérfeaso-pharynx et sinus) sans qu’elles
puissent, a elles seules, provoquer une pathosgparente.
Chez les bovins, on a supposé depuis plusieuseanyu’une synergie existe entre les

virus et Pasteurella sppet joue un rdle important dans la pathogenese ndekadies

respiratoires bovines.

Collier (1968) suggéra qu’'une combinaison du viPks3 et _Pasteurella sppgtait le
facteur étiologique dans la fievre de transportsdsanforme la plus fréquente. Rosner (1971),
a partir d’études expérimentales et sérologiquasclat qu’il y a un rapport entre le virus PI-

3 et Pasteurella spplans la pathogénése des maladies respiratoiraaesoMNéanmoins,

Thomson (1974) trouva peu dévidence, a partir aesns pathologiques et
microbiologiques de cas naturels de maladies r&sjries, pour appuyer cette conclusion.
Plusieurs auteurs ont réalisé des études expémmeenpour expliquer le phénomene de
synergie, en utilisant diverses doses, voies d’athtnation, divers temps d’exposition a des
virus et a des bactéries et des animaux avec dagssmicrobiologiques différents (Yates,
1982 ; Baroux, 1991 ; Frank et,a993).
Heddleston et al(1962) étudierent huit veaux ayant recu le vPPU8 en aérosol, par

voies intra-nasale et intra-trachéale suivie 1 oyo@&s aprés par l'inoculation de P.
haemolytica, P. multocidaou les deux et donnés par les mémes voies d’astmaEtion.

L’autopsie n'a pas éteé realisée mais les auteurgiga que les veaux ayant recu le virus PI-3
et P. multocideespacés de 8 jours étaient les moins affectégjeément, et ceux ayant recu
le virus PI-3 et_P. multocidaspacés d'un jour étaient les plus sérieusemdnttés
cliniqguement.

Hamdy et al(1963) inoculérent 12 veaux par voies intra-tratd &t intra-nasale avec
le virus PI-3, suivie d’'une inoculation, 4 a 6 hesuapres, d’'une mixture de P.multocetade
P.haemolyticadonnée par la méme voie. Ces veaux présentéesnsignes de dépression,
d’anorexie, de fiévre et de toux. A l'autopsie, €aux avaient des lésions de pneumonie
similaires a celles observées dans les cas natdesiievre de transport. Jericho (1979)
démontra que la synergie entre I'exposition ausvPl:3 et P.haemolyticatait dépendante de

l'intervalle qui sépare I'inoculation des deux gesn



Un intervalle de trois jours entre I'exposition @inus et la bactérie était nécessaire.
Cette synergie provoqua une pneumonie purulents aueune maladie respiratoire purulente
n'a été observée au niveau de I'appareil respimatmipérieur. Des résultats similaires ont été
obtenus par d’autres auteurs (Frank et1#186 ; Bellini et al.1998 ; Radostits et aR000).
Collier et al.(1960) exposerent des groupes de veaux au HVB-Y@a intratrachéale et 3
jours plus tard a un aérosol de P.haemolytidae maladie respiratoire se déclara dans les

by

groupes exposés au HVB-1 seul, a P.haemolgad et aux deux germes en association.

Néanmoins, les signes cliniques étaient plus séwrplus durables dans le groupe ayant recu
l'infection mixte. Ces auteurs conclurent le HVB:za@ntribue a la gravité de l'infection des
bovins par P.haemolyticdericho, Magwood et Stockdale (1976) rapportéterposition de
cing veaux au HVB-1 suivie 4 jours aprées par linlation de_P.haemolytica des veaux
stressés socialement, nutritionnellement et clop@iment. Ceci produit de la fievre 3 jours
apres I'exposition a la bactérie et deux veaux dawmt malades. A 'autopsie, 4 veaux ont
présenté une pneumonie lobaire et deux avaient pleerésie fibrineuse sévere et un
épanchement thoracique de couleur jaune ambré.

Jakab (1982) suggéra que les infections viraledracius respiratoire entrainent une

destruction cellulaire et favorisent des infectibastériennes secondaires par :

» une diminution de la clearance des bactéries ddiescalator mucociliaire » dont
I'efficacité est anéantie par une modification de donsistance du mucus et de
I'activité ciliaire sous l'action virale,

* une réduction de I'élimination biologique des baetepar phagocytose

* l'augmentation de I'opportunité pour la bactérie e multiplier dans I'exsudat des
Iésions induites par le virus.

Les infections virales, le transport, les tempéeguextrémes conduisent a la

prolifération de P.haemolyticale H.somnugt de_Mycoplasma spg.es facteurs inhibent les

mécanismes de défense ou entrainent des lésiomsompaites (Whiteley et al.1992 ;
Grotelveschen, 1995). La réduction de la phagoeyties bactéries est liée aux infections
virales qui induisent une diminution de la répombémiotactique, une diminution de la
migration des macrophages alvéolaires et une dimimule la production de surfactant par
les pneumocytes type-2 alvéolaires. Le surfactare un role capital dans la phagocytose par
les macrophages alvéolaires et dans la prévenadiattlectasie. Cette derniére entraine un
collapsus du tissu pulmonaire et une hypoxie géaatit le métabolisme des macrophages.
Dans le tractus respiratoire, les effets des imdast virales sur le développement des

infections bactériennes secondaires dépendent diesiade virus, de I'intervalle séparant les



infections virales et bactériennes, I'existenceauttes infections intercurrentes, des facteurs
de I'environnement tels que la température et I'inlind relative, des facteurs liés a I'héte tels
gue I'immunité, la prédisposition génétique, lettandividuel et nutritionnel (Adams et
Garry, 1993 ; Garry et Adams, 1996 ; Soll, Horkdreey, 1996).

3. Les facteurs d’environnement

3.1. Introduction :

Le terme environnement comprend toutes les camditambiantes qui influencent la
santé, le développement et le bien-étre général diiimal. Ces conditions peuvent étre
divisées en trois catégories :

» Climatiques
* Physiques (structurelles)
* Sociales (comportementales)

La température ambiante, 'humidité relative, tesuvements de I'air, I'aération, les
précipitations, la poussiere, la pression de llailumiere, le son et les autres vibrations et la
gravité sont parmi les facteurs qui constituentdesironnements climatiques et physiques
(Mitchell, 1975).

Plusieurs études épidémiologiques des maladigsiragsires ont montré que les
conditions climatiques peuvent influencer la pathazgse et la sévérité des maladies
respiratoires. Néanmoins, la majorité de ces ététas basée sur des observations de cas
cliniques naturels et non sur des études expératemntlans des conditions d’environnement
contrélé (Dennis, 1986). Webster (1970) donna aesnples de maladies respiratoires dans
lesquelles des facteurs météorologiques ont étérimzs dans la diminution de la résistance
de I'hote et I'apparition des signes cliniques daadies chez les animaux de ferme. Il cita la
fievre de transport, la pneumonie enzootique, lemege (IBR), la diarrhée et la septicémie
des bovins.

Appleman et Owen (1971) proposérent que les cadeeta pneumonie étaient,
probablement, des combinaisons d’infections virad¢sbactériennes aggravées par des
facteurs de I'environnement. Des effets saisonrigdssque des conditions chaudes et seches
en été et froides, humides et ventées en hiverétgnassociées avec une augmentation de la
mortalité des veaux (Leech, Macrae et Menzies, 1968rtin, Schwab et Franti, 1975).

Webster (1981), malgré une évidence expérimenim@i¢ée n’'avait aucun doute que
les changements climatiques rapides peuvent afféapgitude de certains micro-organismes



a coloniser I'organisme bovin pour des raisonsapricernent la survie du pathogéne et la
résistance de I'hote a la fois.

Webster (1970) suggéra que I'environnement extépewurrait avoir un effet sur la
résistance locale dans 'un des deux sens :

* Des facteurs tels que la température et I'humiditétive pourraient exercer un effet
sur quelques parties de I'organisme telles queskuet les muqueuses de I'appareil
respiratoire qui sont en contact direct avec I'emwimnement extérieur et donc facilitent
la pénétration des micro-organismes pathogénes.

* Les facteurs environnementaux tels que le froidaethaleur peuvent affecter la
résistance générale de l'animal par diminution dgstheses physiologiques de
contrble et les mécanismes métaboliques qui sonternés directement par la
synthese et la libération d’agents spécifiquesatspécifiques entrant dans la réponse
systémique de l'organisme aux infections. Ces ffatgatifs sur la réponse de
I'organisme aux infections sont désignés collectigat sous le terme de stress.

Harkness (1977) suggéra que le climat et I'hygielee I'air, par exemple, sa
concentration en ammoniaque et en bactéries dansobees de veaux, sont tres importants
dans l'apparition de la pneumonie enzootique desux.e Néanmoins, les effets de la
température, de 'humidité relative et de 'ammaopi@ ne sont pas complétement élucidés.
Bourne (1975) insista sur I'importance du contidés facteurs de I'environnement qui ont un
effet négatif sur le fonctionnement de l'apparéilace du tractus respiratoire. Il cita entre
autres, la température, I’humidité relative et lrmomiaque.

Saunders et Barman (1964) ont essayé de démosdres,succes, le rble des facteurs
de I'environnement dans I'épidémiologie de la pnenia en stressant des veaux par du froid
et de la fatigue avant I'inoculation expérimentalec le virus PI-3. Ces auteurs étaient
incapables d’induire 'infection des veaux en lemsportant par camion pendant six heures
par temps froid apres leur exposition a P.multotyga D ou P.haemolytic®es conclusions
identiques ont été obtenues par d’autres autewsgghe et Hurd, 1990 ; Sargeant, Blackwell
et Martin, 1994).

Les deux principaux facteurs d’environnement quiéié traités dans cette revue de la
littérature sont la température et 'humidité rielata partir d’'observations faites sur le terrain.
Plusieurs enquétes épidemiologiques sur des malagspiratoires des bovins ont démontré
l'existence d’'une corrélation entre lincidence dewaladies respiratoires et certaines

combinaisons de température et d’humidité relaiee des changements de ces deux



parametres. Barr, Mc Millan, Jennings et Kelley51Prapporterent que la majorité des cas
de pneumonie enzootique apparaissent entre leefithiver et le début du printemps quand
des changements de température et d’humidité velatnt plus fréquents. Parker (1965)
observa que la sévérité des foyers des maladipsatsres chez des veaux élevés dans des
étables était liee a des humidités élevées créeaesume ventilation déficiente en hiver.
Germain, Redon et Tournut (1975) trouvérent quealgicorps antivirus PI-3 étaient plus
prévalents en hiver qu’en été et que les infectansirus PI-3 étaient plus fréquentes sous un
climat froid et humide. Les mémes auteurs suggetépe’'un climat froid, humide, lourd et
venté favorise la dissémination du virus PI-3.

Blood, Radostits et Henderson (1983) établirent gu@neumonie enzootique des
veaux et des porcs et la morve des chevaux étasgsoiciées avec un climat froid et humide
qui résulte d'un élevage inadéquat donc ces deutadies tendent a étre des maladies
hivernales. Blood et a(1983) proposa que I'IBR est une maladie qui agiparincipalement
en hiver, mais Webster (1970) rapporta qu’au Camsadaincidence était plus grande en été.
Martin, Schwab et Franti (1975) trouverent gu’ibyait des corrélations entre les conditions
meétéeorologiques et la mortalité des veaux en CGalgoet que le maximum de mortalité était
enregistré d’octobre a janvier et directement a@ssaeec des conditions froides, humides et
ventees.

Bryson et al(1978) suggéra que I'apparition et la sévérité matadies respiratoires
étaient plus importantes chez les veaux élevés dassttables a ventilation naturelle que
chez ceux élevés dans des étables a ventilatioamuge.

Ces observations étaient associées avec des chamigerdans les conditions
climatiques. Ces auteurs suggérérent que le sumaapt et le manque de désinfection sont
aussi des facteurs qui augmentent I'incidence daadies respiratoires des veaux. Sischo et
Hird (1990) trouverent que la sensibilité des veaux maladies respiratoires était dépendante
de l'adge et était la plus élevée entre 6 et 8 seesad’age. Ceci a été attribué a des
concentrations basses d’anticorps d'origine matiergecet age. Thomas (1978) réalisa une
enquéte sur I'épidémiologie des maladies respmeggbendant sept ans dans le sud-ouest de
'Angleterre et démontra que lincidence de la pmenie enzootique était plus grande au
début et a la fin de I'hiver et lorsque les veateieht agés de 3 a 4 mois. Webster (1981)
suggéra que les conditions froides et humides thtgonps et I'automne et les variations
guotidiennes qui surviennent en ces périodes ésisent aux maladies respiratoires
beaucoup plus qu’'un froid sévere (Curtis, Erb etité&/yn1988 ; Woldehiwet et al 199G,
Sivula, Ames et Marsh, 1996). Miller, Harkness, Hials et Pritchard (1980) échouérent de



trouver un rapport entre I'apparition des maladespiratoires et le climat, en étudiant des
données des stations météorologiques locales. N#asils conclurent que les données
météorologiques ne reflétéerent pas le micro-clined étables des veaux. Dans une enquéte
sur 10 unités d’engraissement de taurillons, MdalRar (1966) trouva que la mortalité due
aux maladies respiratoires était basse lorsque&dagis entre la température et '’humidité
relative a l'intérieur et a I'extérieur des étabégaient faibles. Ceci suppose que la ventilation
serait beaucoup plus importante que la températuieumidité relative.

Dans une enquéte sur les effets de la conceptmeétdbles des veaux sur la mortalité,
Van Donkersgoed et al1993) rapporterent que 0,7% seulement des veges de 12
semaines mourraient d’'une pneumonie virale dansétaigle a ventilation adéquate contre
7% dans celle a ventilation inadéquate. Webste81)19 Dejong,Diekmann et Heesterbeek
(1995) suggérerent qu’il serait improbable queclilence des maladies respiratoires en hiver
soit due au froid seul mais plutét a une augmesnagirogressive de la charge infectieuse

d’'une étable durant I'hiver, a cause d’un repeugleincontinu par des veaux sensibles.

Chapitre 1l : Diarrhées néonatales des veaux

1.Introduction

Les diarrhées néo-natales représentent une smajesire des pertes économiques des
élevages bovins et la cause premiére de la mértab-natale dans la plupart des pays
(Radostits, Gay, Blood et Hinchcliff, 2001).



Leurs causes sont tres variées. Une simple matdit alimentaire, un stress
(allaitement) peuvent provoquer I'apparition deliarrhée.

Parallélement des virus, des bactéries ou desifraguvent en étre responsables.

Des mesures préventives permettent d’abaisseribfEment la morbidité et la
mortalité (nutrition équilibrée des meres et vaation adaptées, hygiene de vélage,
distribution optimale de colostrum), toutefois,dgue la diarrhée est déclarée et que les pertes
hydriques et minérales sont importantes, la réhgtiom constitue 'un des moyens les plus
efficaces pour lutter contre le syndrome diarrhéiqu

L’objet de ce travail est de faire une étude cammipse de la colonisation intestinale
des veaux par des colibacilles et I'étude de lathggénicité, ainsi que le réle du Rotavirus
dans le déclenchement de la diarrhée et la sévdegésymptémes diarrhéiques chez des
veaux agés de moins de un mois. Une étude systgmates différents agents pathogénes des
diarrhées néo-natales et de leur pathogénie pawutiatau déclenchement de la diarrhée et

ses conséguences sur I'organisme est abordée eldmsavue de la littérature.

2.Physiopathologie des diarrhées néo-natales

2.1 Les agents de la diarrhée néo-natale et leur th@génie:

On distingue habituellement plusieurs types de'liges néo-natales :
* Les diarrhées nutritionnelles sont dues (Bywat@r51; Radostits et al2001) soit :
- alingestion de quantités excessives d’aliments ;
- alingestion d'aliments d'allaitement de mauvaigalité (Griess, 1980 ; Roy, 1988)
ou mal préparés ou mal distribués et qui sont nggrds ;
- aune perturbation du transit digestif ;
- ades troubles de la digestion (déficiences enzguned) ou de I'absorption.
Ces diarrhées d'origine alimentaire sont souventigmes mais lorsqu’elles deviennent
graves, elles peuvent favoriser 'installation desrhées d’origine infectieuse.
* Les diarrhées infectieuses de différentes origines agents pathogénes pouvant étre
des parasites, des virus ou des bactéries.
lls agissent seuls ou en association (Morin, Lar&viet Lallier, 1976). En effet, sur un méme
veau coexistent souvent deux agents infectieuxlos. pans une méme exploitation, il est
souvent possible de mettre en évidence successiNemplesieurs agents pathogéenes
différents. Les facteurs infectieux sont classigelinconsidérés comme déterminants. Le
nombre de ces agents impliqués dans les gastratest@eo-natales du veau (GEDV) est tres

élevé (environ une vingtaine).



Que se soit un virus, une bactérie ou un parasis, se localisent a l'intestin et exercent leur

effet pathogéne in situls peuvent étre responsables de diarrhées ted&g qui, en cas de

non traitement, peuvent étre mortelles.

Les études de prévalence sont limitées a un nomdlaévement réduit de germes

essentiellement pour des raisons liées aux tecegsige mise en évidence (Figures 1 et 2).

Ainsi, on peut voir essentiellement les RotavirdsCeronavirus , I'Escherichia colisF

(anciennement ), les salmonelles et les cryptosporidies (Duha@d0 ; Naylor, 2001).

Ces agents agissent de fagon spécifique au nivedintstin et a un age precis.

E.coli entérotoxinogenes : 0 a 10 jours d’age etcgralement les veaux de moins
d’'une semaine (Navetat, 1999 ; Radostits e2801).

Rotavirus : 1 a 12 jours.

Coronavirus : 5 a 30 jours, mais principalementeeh et 10 jours.

Salmonelles : a partir de deux jours.

Cryptosporidies : 5 a 15 jours (Navetat, 1999).
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Figure 1: fréequence d’isolement deryptosporidium seul ou en association avec un ou

plusieurs des autres agents recherchés
(n = 211 veaux diarrhéiques de 0 a 30jours ) dapenstant 2001.
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Figure 2 : Nombre d’E.coli dans le duodénum et le jéjunum des veaux sains et
malades (Gouet et al 1980)

Des études récentes ont montré que l'incidencérdfedtion a Escherichia colida
diminué considérablement (Ganaba, 1995 ; NaylorQ1P0 alors que les fréquences
d’'isolement des ookystes de cryptosporidies neecgésbaugmenter dans le monde depuis les
anneées 80 (Constant, 2001).

En France, une étude rétrospective de 1994 a 1%9Rlute au Laboratoire
Départemental d’Analyses de la Haute-Vienne (LDA) §Constant, 2001) confirme
'augmentation de la cryptosporidiose chez les xémés de moins d’'un mois. Le protozoaire
parasite est ainsi isolé dans 29,8% des cas cilist dresque autant que le Rotavirus (33,5%
des cas), loin devant les Coronavirus et Escharmdli. On peut voir des résultats similaires
au LDA de l'Allier en 1997 ou dans 23% des cas @ygporidium a été isolé et dans 24% le
Rotavirus.

La cryptosporidiose est maintenant présente daute fa France, avec toutefois une
grande disparité selon les régions (Lefay, Naélgirier et Chermette, 2000). Ainsi, parmi
440 veaux diarrhéiques répartis sur 10 départemé48i4% se sont avérés porteurs, avec un
minimum de 17,9% pour le Maine et Loire et un maxamde 70,4% pour le Cantal.

Par ailleurs, les études récentes tendent a déenomqie Cryptosporidium est plus qu’'un
simple agent opportuniste et qu'il serait peut @wgurd’hui un agent majeur du syndrome
« diarrhée néonatale » chez le veau, au mémajtirde Rotavirus.

En effet, dans I'étude menée au LDA 87, Cryptogpom a été isolé seul pour 68,2%
des 211 veaux diarrhéiques porteurs de cet agehbgeEne. Deux autres études similaires
présentent des résultats respectivement de 52,684,8% des cas (De La Fuente, Luzon,
Ruiz-Santa-Quiteria, Garcia, Cid, Orden et GomeatBt, 1999 ; Moore et Zeman, 1991).



Ces travaux ont également mis en évidence queelesafents les plus frequemment associés
étaient Rotavirus et cryptosporidies. Par ailleuits,convient de poursuivre ['étude
épidémiologique : les changements des conditio@ewhge, 'immunité naturelle au sein des
troupeaux, les thérapeutiques ne sont pas en sdies incidence sur I'évolution de la
pathologie. Beaucoup d’autres agents infectieux eéétidentifiées dans les gastro-entérites

néonatales des veaux: des virus (BVDV, Parvovird®rovirus), des bactéries

(Campylobacter, Colibacilles) et des protozoaif&iaida).
Au cours de I'hiver 1986 (Navetat, 1999), dansélgion charolaise, on a observé un

tableau cliniqgue apparemment non décrit jusqu€dasyndrome est identifié sous le terme de

« Gastro-entérite Paralysante » (GEP), atteigresnéaux d’environ 10 jours.
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Figure 3 : Dénombrement de la microflore (en aérobiose)
E coli, Streptococcus , Lactobacillus dans difféseegments du tube digestif

(Gouet et al. 1980)

2.1.1. Les agents bactériens




2.1.1.1. La microflore banale et pathogéne du veawouveau-né

Le nouveau-né, dont le tube digestif est stétil@épourvu d'immunité a la naissance,
a de grandes chances de ne pouvoir résister &4$sign des bactéries pathogenes. Mis en
présence de plusieurs écosystemes bactériensedif$étels que le vagin et les feces de la
mere puis le sol et 'atmosphére, il doit étabigstrapidement un systeme de défense contre
cet environnement hostile. La microflore digestigssociée a I'immunité colostrale , va
jouer dans ce domaine un réle capital(Tennant,VBaadn,Hunt et Baldwin ,1978).

La microflore digestive va ainsi se développers tapidement dans le tube digestif du
nouveau neé et on peut affirmer que dans les 24ebeam plus qui suivent la naissance, le
nombre totale de bactéries aura atteint sa valeximale (18-10'% g de féces ) qui restera
contante tout au long de la vie lindividu(Radastday,Blood et Hinchcliff, 2001). Par
ailleurs, la colonisation du tube digestif se faitlement au hasard. Elle résulte, au contraire,
d’'une trés ancienne et tres étroite adaptatioredpéces bactériennes aux différentes niches
du tube digestif , I'hn6te nouveau-né étant a métaffettuer directement ou indirectement un
tri parmi les especes qui se présentent .

Parmi les bactéries qui contaminent le nouveay-cértaines seront incapables de
s’implanter et les premieres espéeces qui s'étariisee sont pas nécessairement celles qui
sont les plus abondantes dans les différents é&wsgs rencontrés puisque certaines seront
définitivement éliminées par d’autres qui se prémemt plus tard (Gouet,Contrepois et
Dubourguier,1980). Alexander (1971) considéere lidais que, pour pouvoir coloniser le
tube digestif, les espéces bactériennes doiveatagitochtones, c’est a dire a méme de se
développer, s'implanter dés la naissance, étruos présentes chez les adultes normaux |,
coloniser des zones particulieres du tube digestdter stable chez I'adulte ; enfin étre
intimement associées a I'épithélium. A l'opposén doit considérer que les bactéries
pathogenes sont des allochtones puisqu’elles ne mésentes dans le tube digestif qu'a
'occasion d’événements anormaux et pour une durgge (Naylor, 2001).

L’héte agit sur I'équilibre de la microflore bad#nne qu'il héberge grace a un
certain nombre de mécanismes. Le péristaltisme, téapérature, le potentiel
d’oxydoréduction, les sécrétions digestives exdreareffet une influence déterminante. Un
déreglement de ces mécanismes pourrait alors gagmar un accroissement important de
certaines bactéries de la microflore dans uncdespartiments donnés du tube digestif et
provoquer ainsi un déséquilibre ou I'apparitionbadetéries pathogénes. On peut en effet voir
ce phénomene lors d’hypomotricité de lintestiglgrchez le veau atteint de diarrhée avec

I'apparition des Escherichia coli pathogenes.



En fait, on peut voir différents types d’infestaticdu tractus digestif du jeune veau
dus a des bactéries (Moon, Mc Clurkin, IsaacsoRodtienz,1978 ; Groove-White et White,
1993 ; Cebra, Garry, Cebra, Adams,Mc Cann et Fetth988) :

* les salmonelloses induites par Salmonella dubliet Salmonella typhimurium

atteignant des veaux souvent agés de plus de gemmines , et provoquant des
septicémies rapidement mortelles. Les agents pattesgy sont des bactéries
intracellulaires facultatifs,

* les entérotoxémies provoquées par Clostridium ingéns

» les colibacilloses dues_a Escherichia ,dmdictérie a Gram négatif.

Si la prévalence des Escherichia adins les diarrhées néonatales des veaux a baissé

ces dernieres années (Naylor, 2001 ; Radostits$.,eP@01), les colibacilloses représentent
encore une des principales causes de pertes éapnesride |'élevage dans le monde chez les
jeunes veaux. L’étude se portera donc principaléms@ncet agent bactérien, cependant, il est
guand méme important de souligner certains détails

* tout d’'abord, contrairement a des espéces fortempathogénes comme_Salmonella

pathogénicité d’Escherichia calie peut étre liée a sa seule présence dans fimths veau

malade puisqu’Escherichia cast un héte normal du colon et du caecum, s’'intptardes la
naissance chez le jeune. Smith (1965), Contrepbi$Sauet (1973, 1977) en suivant
'évolution des genres bactériens dominants (E.cdBlostridium Streptococcys

Lactobacillus Bactéroideschez des veaux sains agés de quelques heures doumaine de

jours, ont, en effet, montré qu’E.ca@pparait chez I'animal agé de 8 heures et qu¢ &'24
heures que les dénombrements sont les plus élelads ;la caillette, le duodénum et jéjunum
(Fig.3), ils peuvent étre absents ou ne dépassemérglement pas quelques milliers par
gramme. lls apparaissent nettement a partir dhil(16-10%/g) et c’est dans le caecum et le
colon qu'ils atteignent 0y et parfois plus. Au plan qualitatif, il s’avéee premier lieu que
les souches d’E.coisolées des veaux sains (E.cdprophytes) possedent des caracteres tout
a fait différents de ceux des veaux malades (Epathogénes).

* D’autre part, comparativement aux animaux saiasmicroflore des veaux atteints de
diarrhée se caractérise par une augmentation génduanombre de bactéries anaérobies
facultatives, principalement des E.colais également des streptocoques et des lactesacil
Cette augmentation est particulierement pronona¥es da caillette et I'intestin gréle puis
s’estompe dans le caecum ou la population bactérjey compris E.colest normalement

élevee (Fig.3).



2.1.1.1.1. Les Escherichia coli pathogénes

A;- Généralités:

La colibacillose recouvre deux grands syndromes :syndrome diarrhéique avec
déshydratation  (entérotoxicose  colibacillaire) @gwe par les colibacilles
« entérotoxinogenes » (E.C.E.T) et un syndromeicapique (septicémie colibacillaire)
provoqué lui par des colibacilles «invasifs ».Ng#l, Moon et Roe (1968), puis Smith et
Linggood (1972) ont permis de comprendre la causpalivoir pathogene de ces bactéries
entérotoxinogenes. lls ont en effet d’abord établez le porc puis chez le veau qu'un
colibacille doit posséder deux caractéristiquesiémnentales pour étre pathogene :

- posséder des antigénes capsulaires lui permettegd fixer a la paroi intestinale.

- Posséder la capacité de sécréter une ou plusiatésotxines, c'est a dire des
exotoxines capables de stimuler fortement la sécrétes cellules intestinales,
donc de produire le liquide diarrhéique.

Les informations génétiques codant pour les andig@apsulaires et les toxines sont portées
par des plasmides.
La connaissance de ces caractéres de pathogatecaé type de colibacille va permettre de

mieux comprendre la pathogénie de cette infection.

Ao Adhésion des E.coli entérotoxinogenes

En général, les épithéliums en contact avec uneroffore sont equipés de
mécanismes de défense efficaces contre la colmnsae leur surface par des bactéries : cils
vibratiles, synthése de mucus, flux liquides dédsment, dans la plupart des cas, les surfaces
épithéliales des micro-organismes du milieu. La ifeatation du pouvoir pathogene des
E.coli nécessite leur attachement a la surface des eptéso Ainsi, les E.C.E.T. possédent
une structure d’attachement leur permettant d’ath@ux membranes cellulaires des
entérocytes sans étre génées par la couche de mucus
Depuis Contrepois et Gouet (1983) ; il a été dgmiir les E.C.E.T. bovins trois adhésions
différentes ; F (anciennement &), Fa1 (Morris, Thorns et Sojka, 1980) et Fy, représentan

chacune une structure particuliére des envelopp@gsier chez un méme E.C.E.T.



inhibition attachemant
Attacherect Ag'¥' par NAG
sur recepiaory’ NAG

Figure 4 : modéle réalisé par inhibition de 'atttachemantniveau des sites récepteurs entre
bactérie et villosité (NAG= N Acétyl Glucosamine )
(Girardeau et al. 1980)

Les études de l'attachement in viar Girardeau, Dubourguier et Contrepois (1980)
ont présenté I'antigénegk(Fs) en microscopie électronique comme un fin filamenotéique.

Le diamétre des fibres a pu étre estimé a 3nms ajoe la longueur dépasse largement les
dimensions de la bactérie soit 2 a 3000 nm. Quahargigéne Fy, il se rapproche en
microscopie électronique de I'antigengykbien plus dense avec formation de gros paquets de
fibres par auto-agglutination.

Il faut souligner que I'étude des structures a tiaat poids moléculaire (plusieurs
millions) présente de nombreuses difficultés teghes liees a l'instabilité de ces extraits,
celle-ci étant a I'origine des contradictions obges entre les differentes équipes étudiant les
propriétés de lI'antigened& L'estimation du pHen est 'exemple le plus significatif puisqu’il
varie entre 4,5 et 10,2.

Suite a leur étude in vitret apres extraction et purification, Girardeaale1980) ont
obtenu un antigéene K cationiqgue avec un pH iso-électrique compris ertdeet 10,2,
caractéristique intéressante pouvant jouer un dales le déroulement de l'attachement. En
effet, a pH physiologique du tube digestif (6,5)alantigene kg présente une forte charge
positive susceptible d’étre attirée par les chamgégatives des mucopolysaccharides du



mucus couvrant I'épithélium intestinal. Ils ont fiomé cette hypothese par la sensibilité au

pH de I'attachement in vitreur villosité intestinale de lapin et de veau.

Par ailleurs, Girardeau et g1980) ont pu mettre en évidence une inhibition de
'attachement de souches Y par la N-acétyl glucasarsur des villosités de veau (Fig.4).
Une inhibition par la lectine de blé est égalenmaantrée, celle-ci est due a la reconnaissance
de l'antigene Y avec une structure stéréospécifapi@ature protéique sur le site récepteur ;
pour cette raison, certains auteurs associentpe diantigéne d’attachement a des lectines
spécifiqgues de sites récepteurs glucosidiques.iAihsy a fixation entre les pili et le
glycosalyx (« fuzz ») avec mise en jeu de réceptsaccharidiques ou peptidiques. Toutes
ces structures d’attachement vont donc permettre calibacilles de couvrir la surface
épithéliale intestinale, de s'y fixer et de s’y miplier activement sans étre entrainés par le
transit intestinal. Les bactéries vont ainsi pouvaianifester leur pouvoir pathogene ;
'attachement permettant, en effet, de délimiteregpace confiné dans lequel la toxine est
libérée de sorte qu’elle va, sans dilution dansikeu intestinal, se lier directement & des

récepteurs membranaires des entérocytes.

Asz- Mode d’action des bactéries les entérotoxines

Les E.coli synthétisent des toxines dont certasoes :

» des endotoxinessubstances faisant partie de la paroi des hestét libérées lors de

leur lyse. Les réactions qu’elles provoquent soes wariables selon les espeéeces et
I'individu (Van Miert et Frens, 1968). Ces endotwes pourraient jouer un role dans la
diarrhée néonatale des veaux non pas en tant gpensables de la sécrétion des
fluides par I'intestin, mais en induisant des pdyations circulatoires et métaboliques
générales.

« dautres, les exotoxines sont des substances éledbqar les bactéries pendant leur

croissance (Dubourguier, Contrepois et Gouet, 19®@) ce soit in vitrau in viva

Leur libération ne dépend pas de la lyse des hesténais elle est le fait d’'une
diffusion ou d’un transport au travers de la paaitérienne.
Dans le mécanisme de la diarrhée des veaux, ceesoridit les exotoxines a tropisme
intestinal : les entérotoxines qui jouent un rot@ortant.
Chez certaines bactéries, il existe deux entémésxi I'une thermolabile (TL) qui agit par
lintermédiaire de 'AMPc comme la toxine du cha@grautre thermostable (TS) qui ne fait

pas intervenir ’AMPC.



Chez _E.coli entérotoxinogene bovin, seule I'entérotoxine thustable (Sta) est
rencontrée (Contrepois et Gouet, 1983). Dubourgeieral. (1979) ont démontré que
I'entérotoxine thermostable est responsable desémble des symptébmes observés chez le
veau diarrhéique. En effet, on a pu voir la ménmudion clinique (mort en 24-48 heures en
état de déshydratation) aprés administration d& E@oli entérotoxinogénes ¢K, TS et
par perfusion directe de la toxine Ts dans l'intedti veau . Ainsi, la souche la plus virulente
connue de nos jours des E.C.E.T chez le veau esidehe F (Kgg) ST (Radostits et al.
2001).

En fait, les entérotoxines induisent une sécrétiette d’eau et d’électrolytes (sodium,
chlorures et potassium) vers la lumiére intestinapgés contact avec la muqueuse intestinale
par un mécanisme indépendant des Iésions cellsilstirecturales . Bywater (1977) a, en effet,
montré que ces pertes étaient les plus importatdas la partie distale de l'intestin gréle
(Fig.5).

La réponse aux exotoxines est locale ; ces sulegtariagissant que dans les segments
inoculés et non dans les segments adjacents. Bakaté expérimentaux convergents font
penser que la toxine thermostable (TS) active ustesye enzymatique qui provoque
'augmentation de la guanosine monophosphate ayeldpns les cellules de la muqueuse, et
ensuite induit la sécrétion d’eau et d’ions HC®ar ailleurs, la toxine pourrait agir comme
un secrétagogue, lequel se liant a la bordure essbrdes cellules épithéliales, entraine une
augmentation de Cha l'intérieur des cellules. A partir d’'une cergiconcentration, le Ca
forme un complexe avec la calmoduline ou « calcdependent-regulator » (Means et
Dedman,

1980 et Cheung, 1982). En fait, on peut voir unefde NaCl au niveau des espaces
intercellulaires d’ou la sécrétion. Ces mécanisniakérent pas la muqueuse elle méme mais
entrainent un « dysmétabolisme hydro-mineral » nadlement mortel (Dubourguier et ,al.
1979 ; Radostits et ak001, b, c).

Par ailleurs, dans ces diarrhées, la perte d’'edléktctrolytes est due a un processus
sécrétoire sans modification apparente de I'abgorptAinsi, certains substrats pourraient
toujours permettre 'augmentation de I'absorptign.fait, Bywater (1977) a montré que bien
gu’il y ait une réduction apparente de I'absorptoin glucose et de la glycine lors de ces
diarrhées, celle-ci est relativement faible, etsh’élonc en aucun cas statistiguement
significative . Cette absorption du glucose etalgl{cine chez ces veaux diarrhéiques justifie
I'utilisation, pour la réhydratation par voie oratke solutions contenant ces substrats, puisque

leur absorption s’accompagne d’'une absorption dBuso et d’eau, ce qui permettra de



compenser ou sinon d’abolir les pertes nettes detad’électrolytes engendrées par les

toxines (Radostits et ak001).
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Figure 5: Représentation schématique de I'action de I'ed&ine Ts a la surface de la
mugueuse intestinale lors d’infection a E.coli.
(d’aprés Bywater 1977, Dubourguier et al , 197Mt@pois et Gouet ,1983).

2.1.2. Les agents parasites

Seule la cryptosporidiose sera ici étudiée. Lestopamires responsables sont les
cryptosporidies. Ce sont des parasites intestipauxant provoquer a eux seuls des diarrhées

graves chez le jeune veau (Constant, 2001).

A;1. Epidémioloqgie:

Parmi ces protozoaires, un seul genre est colengenre Cryptosporidium parvurt
semble que ce parasite ne soit pas spécifique 'gétpgisse se développer, avec ou sans
manifestations cliniques, chez un grand nombretd$6

Quoigu'il en soit, la cryptosporidiose atteint saux agés de 5 a 15 jours (Navetat,
1999 ; Chartier, 2001 ; Radostits et 2D01), la mortalité est faible alors que la maditki est
voisine de 100%. La cryptosporidiose atteint esskenent les élevages allaitants (Chartier,
2001). Un effet saison est par ailleurs a souligpeur la fréquence d’isolement des
cryptosporidies, avec une augmentation de Jan\ngaira.

Le cycle de développement de C.parvast d’assez courte durée. Quatre a six jours
apres l'inoculation, on observe des oocystes dessriatieres fécales des animaux infectés
(Naciri et Yvore, 1983) . C’est un cycle classigles coccidies avec multiplications asexuées
puis apparition d’'un stade sexué et formation af@ésndation du gaméte femelle, d’'oocystes
éliminés en grande quantité avec les matieres decgendant la deuxiéme semaine
d’existence des veaux (Fig.6). Chartier, 2001 ).

Il existe, cependant, deux particularités majeysas rapport au cycle classique des
coccidies qui contribuent a conférer a I'épidémydode la cryptosporidiose un caractere
« explosif » :

*- les oocystes éliminés dans le milieu extérieantssporulés et donc directement

infectieux pour un autre animal ;

*- environ 20% des oocystes produits dans l'integeuvent s’ouvrir dans celui-ci en

libérant des sporozoites, qui vont, a leur toukadir de nouvelles cellules épithéliales

intestinales. Il y a donc possibilité d’auto-infect

Chartier (2001) souligne la similitude entre [liof®n naturelle et [infection

expérimentale : il y a en effet simultanéité enlae diarrhée et les comptages élevés



d’oocystes, ce qui plaide pour un role prépondédantinfection initiale et un réle beaucoup
plus faible des réinfections.

Les ruminants adultes jouent un rdle de réservales parasites. Ce portage
asymptomatique quasi-généralisé a une importaneg ldacontamination environnementale,
et tout particulierement au niveau des eaux. A/éme, cet aspect ubiquiste limite le réle du
portage des adultes dans la génése de la crypidigiser néonatale et ne permet pas de
discriminer les exploitations a risques. Le role ddultes pourrait se limiter dans certains cas
a l'initialisation de I'infection des jeunes, celleétant un relais obligatoire pour amplifier la
circulation du parasite et pour permettre, plud thans la saison de la mise bas, des infections

plus lourdes des nouveaux nés et I'éclosion detasppridiose clinique (Chartier, 2001).

A,. Pouvoir pathogéne
Pohlenz, Bemrick, Moon et Cheville (1992) ont éfudes différents stades de

développement de ce parasite au niveau de l'intehti veau. Ce sont surtout les parties

postérieures de l'intestin gréle qui sont parasitédléon est le lieu de développement le plus
fréequent, cependant, plus rarement, certains pesapeuvent de développer au niveau du
jéjunum. En fin, l'infection peut s’étendre jusqu’aolon.

En microscopie a balayage, les cryptosporidies rapgsent comme des corps
sphériques distribués a la surface des villosittsstinales atrophiées (Naciri et Yvore, 1983).
Elles sont soit au sommet des villosités, a lassarfde la cellule en brosse, soit dans la
bordure en brosse, attachées a la surface delldecépithéliale. En fait, d’apres Navetat
(2001), par sa position intracellulaire mais exftaplasmique dans la bordure des
entérocytes, _ Cryptosporidium parvurentraine la disparition des villosités au site

d’attachement, le raccourcissement et [|'épaissiesendes microvillosités adjacentes,

provoquant des troubles de I'absorption.
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Figure 9: Cycle de Cryptosporidium parvum
(Chartier 2001)

Des vacuoles sont éparpillées dans le cytoplasmeealhiles parasitées ou localisées
autour du noyau et les mitochondries sont gonfi&tegacuolées. Du fait des modifications
morphologiques importantes, les taux d’enzymes tbsrdure en brosse sont diminués. La
baisse du taux des lactases microvillositairesrfgte avec l'absorption des nutriments
conduisant a la malabsorption et a la malnutritiba.diarrhée chez le veau serait due a
laccumulation de nutriments hypertoniques non dis® dans la lumiére du gros
intestin(Naciri et Yvore, 1983 ; Chartier, 2001gd®stits et al.2001).

Cependant, les pertes tres importantes d’eau détctfélytes lors des infections a

Cryptosporidiumchez les sidéens font penser a un effet entéopiexplutét qu’'a un effet

cytotoxigue et la présence d’'un facteur entérotoxidans les féces des veaux infectés et son
activité sur du jéjunum humain monté en chambr&sking a été démontré.

Argenzio (1984) attribue la diarrhée & une inivbitde I'absorption de Na Le
facteur responsable (vraisemblablement une prgtéstethermolabile et calcium-dépendant.
Ce facteur peut étre soit une entérotoxine ou wrmbne excrétée par le parasite soit une
hormone ou un métabolite biochimique sécrété parcédlules intestinales infectées, soit le
résultat d'une stimulation du systeme immun sysg@miou entérique de I'hdte ou du systeme

nerveux entérique.



La microscopie électronique révele aussi une réadtiffammatoire avec infiltration
cellulaire de cellules plasmatiques neutrophileacnmphages et lymphocytes dans la lamina
propriaet une hypertrophie des cryptes. Ainsi, I'appanitde la diarrhée serait non seulement
due a une diminution de I'absorption mais égalendembe augmentation des sécrétions. Les
études sur les médiateurs locaux de I'inflammaltios de la diarrhée doivent étre poursuivies
pour une meilleure connaissance des mécanismesadelialrhée pourra aider au
développement d'une thérapie anti-sécrétoire ap@®pen l'absence de traitement

antiparasitaire spécifique.

2.1.3. Les agents viraux
2.1.3.1. Les virus

Depuis I'observation successive dans des matiéezdes de veaux diarrhéiques au

microscope électronique par Mebus (Mebus, Underdahbdes et Tuviehaus, 1969) du
Rotavirus (appelé a I'époque « reo-like virus »)dat Coronavirus entérique bovin, il est
apparu que ces deux virus jouent un réle importints I'étiologie des gastro-entérites

néonatales, compte tenu de leur pouvoir pathogede leur incidence.

2.1.3.1.a_Rotavirus

Les Rotavirus ont été classés dans la familleREsviridae, dont ils constituent un
des genres. Leur appartenance a cette familleestei sur les critéres suivants :

*-ARN bicaténaire et segmenté (10-12 fragments) ;

*-Caractéristique structurale : symétrie icosaagiqune ou deux capside(s) ;

*-Stratégie de réplication commune.
Les patrticules virales ainsi mises en évidence sontenveloppées, parfaitement sphériques
et ont un diamétre d’environ 70 nm. La particuleal comporte un « core » constitué de
trois protéines majeures et renfermant le mat@eéelétique formé d’un ARN bicaténaire et
segmenté (11 fragments) et non infectieux. Ce neht@énétique et empaqueté au centre du
core (diametre de 49 nm). En outre, deux des predénajeures de ce core ont une activité
enzymatique liée au virion : une nucléoside-phogdpyarolase et une ARN polymérase-
ARN-dépendante qui agit in sien transcrivant I'ARN viral en ARN messager. Cléngent
central est entouré d’'une premiere capside (capsidme constituée d’'un seul polypeptide),
formant ainsi les particules incomplétes (encopel®es particules rugueuses ou D).

Les virions complets ou infectieux possedent, emnepwne seconde capside (capside

externe) qui se présente en coloration négativenedom liseré de 10 nm d’épaisseur.



Ces virions complets sont encore appelés partidigsss ou L. On peut donc, en realite,
observer trois types de particules de Rotavirusubte enveloppe (infectieux), simple
enveloppe et core (tous deux non infectieux) (Seneat Laporte, 1983).

Par ailleurs, quant aux protéines externes, leg gelypeptides de plus faible masse
moléculaire jouent un rdle dans l'attachement dusviaux cellules. En effet, les particules
rugueuses, qui ont perdu leur infectivité, ont égednt ces deux polypeptides en moins et
Cohen (1979) a montré in vitgu’elles ne s’adsorbent pas aux cellules sensibles

Cette capsule externe via les polypeptides, déterheis antigenes de surface. Il existe
7 sérogroupes connus (de A a G), eux-méme classééretypes. Les Rotavirus impliqués
dans la diarrhée néonatale des veaux font parieséigroupes A (Radostits et, &001 ;
Naylor, 2001). On connait 14 G et 12 P sérotypesedgroupe (Radostits et,&2001).
Ce sont contre ces antigenes de surface que sogésdies anticorps neutralisants, qu'ils

proviennent du colostrum du lait ou qu’ils soieynithéetisés dans le tractus intestinal du veau.

2.1.3.1.b_Coronavirus:

Lors de sa mise en évidence, le Coronavirus du eeété classé dans la famille des

Coronaviridae sur une base uniquement morphologi@@ehen, 1979). Ces virus ne
comprennent qu’un seul genre.
Au microscope électronique , on distingue des @alds virales aprés coloration négative ;
elles sont assez pléomorphes, mais généralemegripds ou ovales. Le virion a un
diameétre d’environ 10 nm avec une frange de spicalextrémité renflée constituant une
couronne (Coronan latin) qui a donné son nom a la famille .L’imf@tion génétique est

portée par un ARN monocaténaire non segmenté @eifgobositive.

2.1.3.1.c. Epidémiologie

Ces viroses touchent les veaux de 0 a 3 semasutifer et Laporte, 1983), mais
principalement les jeunes animaux ageées de quejques (Navetat, 2001). Le pic d’incidence
du Rotavirus se situe aux alentours cﬁTeqour aprés la naissance (Scherrer, Cohen,
L'Harridon, Fey-Nerol et Fayet, 1976).

Le passage de veaux a veaux se fait trés facientes jeunes veaux se contaminent

en effet par ingestion de particules virales (caontation fécale-orale) présentes en quantités



abondantes dans le milieu extérieur. La contanangtiar le Coronavirus peut également se
faire par voie aérienne sachant que le Coronavirse multiplie aussi au niveau du

nasopharynx. Dans ce cas, I'animal s’infecte pae ag@rienne et déglutit le virus qui peut

ensuite coloniser les villosités intestinales.

Plusieurs facteurs favorisent la contamination iwasst persistante de I'environnement
(Navetat, 2001 ; Radostits et,&001) :

*. 'excrétion de nombreuses particules virales dées fécés de veaux infectés ‘18

10" particules/millilitre)

*- |'excrétion quasi-continue de virus par des aaim a infection subclinique (porteurs

sains).

*- |a résistance du virus dans le milieu extérieur.

En effet, I'organisation de la capside en doublecbe protéique et I'absence d’enveloppe
sont responsables de la stabilité des Rotavirugpaeticulier a la chaleur. En effet, ceux-ci
sont thermosensibles ce qui explique leur recriedese en hiver (Radostits et,&001). lIs
sont stables a 4°C ou 20°C pendant des mois, ientésistent a 45-50°C mais perdent leur
hémagglutinine. La résistance du Coronavirus mpséat a elle faible dans I'environnement :
perte de l'infectivité en moins de 36 heures a @mafure ordinaire ou apres dessiccation. |l
s’'inactive en 1 heure a 50°C.

Le Rotavirus est particulierement stable puii@st résistant a I'ether, au chloroforme
et au désoxycholate. Il est stable dans une ganemgHdtres variable : de pH 3 a 10 et il
résiste aux enzymes protéolytiques (Cohen, 1979Qucdacilite également linfection. Le
Coronavirus est moins résistant dans I'environmgnpeisqu’il est stable uniquement a un
pH acide et sensible a I'éther et a la plupartdissnfectants (formol, phénol).

Les infections asymptomatiques a Rotavirus et Qarous sont couramment
observées chez les bovins, mais il est significdéf constater que la fréquence de ces
infections est relativement faible par comparaiawac les sujets malades. Ainsi, moins de
13% des veaux sains agés de 10 a 20 jours exctet®udtavirus sans manifester de signes
cliniques (Scherrer et Laporte, 1983).

2.1.3.1.d_Pathogénie
Le pouvoir pathogéne des Rotavirus et Coronaviposir les entérocytes différenciés
de I'épithélium intestinal a été bien démontré estbement par I'’équipe de Mebus (Mebus,
Newmann et Stain, 1975 ; Mebus, Stain, Underdahié¢haus, 1971) aux Etats-Unis.



Le virus pénetre chez 'animal par voie orale. Appassage de I'estomac (résistance du virus
a pH acide), il migre vers l'intestin ou se troutvkss cellules cibles : les cellules différenciées
de la bordure en brosse qui recouvrent les vibgsitu jéjunum et de l'iléon voire méme du
colon et du rectum pour le Coronavirus .

Le développement de ces deux virus a lieu danstigplasme des cellules qu'ils
infectent, les entérocytes ; la premiére étapeégication du virus est son adsorption sur la
cellule cible, souvent au niveau des récepteursifiguées. Les spicules du Coronavirus sont
vraisemblablement responsables de cette adsosggxifique.

La seconde étape est la pénétration de la partialie dans le cytoplasme, au travers
de la membrane, soit vraisemblablement par phagseytlans le cas du Rotavirus, soit par
fusion des membranes cellulaire et virale, darcs$edu Coronavirus qui est enveloppé.

La troisieme étape conduit par des phénomeénessdive libération du génome dans
le cytoplasme de la cellule. Cet ARN est alorsigg, transcrit en ARNS messagers qui
seront, a leur tour, traduits par la machinerielu@te en protéines enzymatiques et
structurales spécifiques du virus.

La derniere étape est la morphogénése de nouvedorsva partir des protéines
structurales et des ARN-fils produits.

Cet assemblage se fait dans des « factories » @iresi'a montré Sharp, Mebus et
Bass (1976). Ces formations sont situées dansttplagme de la cellule et associées a la
membrane du réticulum endoplasmique et de I'aplbaeetolgi.

Pour ce qui concerne le Coronavirus , aprés queidéeocapside ait bourgeonné, les

spicules sont rajoutées aux particules qui vienmétre formées (10 a 100 virions par
cellule).
Les virions sont alors libérés dans la lumiérestibale, soit par « éclatement » de la cellule
infectée (Coronavirus et Rotavirus), soit par urgeonnement » sur les membranes
cellulaires Laporte (1980) pour le Coronavirus .dwaée du cycle est de 6 heures pour le
Coronavirus et environ de 16 heures pour le Ratayice qui correspond a la libération de
virions dans le milieu extérieur par les selles.

L’infection du veau nouveau-né par le RotavirudeCoronavirus conduit, donc, a la
destruction des entérocytes différenciés des udlssintestinales. Le Coronavirus bovin
produit des lésions intestinales séveres et étandogressant l'intestin gréle (jéjunum et
iléon) et le colon. Le Rotavirus bovin se limiteyagt a lui, a l'intestin gréle et plus
particulierement a la partie duodéno-jéjunale etvpgue des lésions beaucoup moins

importantes que celles dues au Coronavirus (Na01 ; Radostits et &2001).



On observe souvent des villosités raccourcies,lahgueur variée qui peuvent
fusionner entre elles (Mebus et, d971). L'infection par le Coronavirus détruitleellules
sur toute la longueur des villosités, alors qu’infection par le Rotavirus détruit uniquement
les cellules du sommet (Massipn Schwers, KaeckénéPastoret, 1983). Les cellules ainsi
détruites sont remplacées par des cellules immatl#pourvues de bordure en brosse. Ces
cellules sont réfractaires a l'infection, ce qupkaue le caractére auto-limitant de ces viroses.
Les lésions villositaires sont accrues lors d’itifet simultanée par différents virus
(Rotavirus et Coronavirus ) ou lors d’entrave aooresellement de I'épithélium villositaire
suite a I'infection des glandes (BVDV).

En outre, I'infection par le Rotavirus se propagegpessivement d’avant en arriere de
telle sorte que, lorsque les segments postérieutndestin gréle sont atteints, les segments
antérieurs sont déja en voie de guérison (Mebu.el1969 (1971) ; Dubourguier, Gouet,
Mandard, Contrepois et Bachelerie (1978) ; Tzid881)). Ceci permet d’expliquer que des
veaux agés de gquelques semaines excretent desirBetaans présentés de symptdmes
(Scherrer et al 1976).

Pour les plus jeunes, aprés une période d’incuba@o24 a 36 heures, on observe un épisode
diarrhéique plus ou moins intense suivant les amknd.a diarrhée est due a son
commencement, a une diminution de l'absorptionstintale, les entérocytes étant, soit
détruits, soit détournés de leurs fonctions phgsgiiojues pour produire des virions. Pour ces
deux raisons, c’est donc une diarrhée par malabsorpmaldigestion dont I'intensité et la
gravité varient en fonction de I'étendue des |ésimtestinales.

Il y a en plus accroissement de la perte massigauddans le tube digestif par la
présence excessive de lactose (par baisse devifactiactasique) et de substances
osmotiquement actives, conséquence de l'abrasisrvitlesités. On sait, en outre, que les
cellules différenciées ont une vie relativementrtmuElles sont remplacées par de nouvelles
cellules provenant de la division active des cefiulles cryptes qui migrent vers le sommet
des villosités en acquérant de nouvelles proprignése différenciant.

En conséquence, la suite de la diarrhée pouésulter de plusieurs phénomenes :

*- remplacement des entérocytes différenciés parpithélium immature,

*- surface d’absorption réduite due au raccourossd et a la fusion des villosités,

*- infection continue de I'intestin.

Le fait que le jeune animal soit plus sensible auvpir pathogéne du virus peut, par
ailleurs, s’expliquer par une pénétration plus léaciu virus dans les cellules intestinales,

encore capables d’absorber des macromoléculesipacypose, et un renouvellement plus



lent des entérocytes chez I'animal nouveau-né duez €animal agé (Scherrer et Laporte,
1983 ; Radostits et aR001).

Les infections a Rotavirus sont extrémement fratege chez le veau nouveau-né

comme le montrent les enquétes qui ont pu étreséeal a ce jour.
La maladie causée par le Rotavirus seul est gaméeait bénigne mais l'intervention de ce
virus a coté d’autres micro-organismes entéropatheg peut aboutir a des syndromes
graves, pouvant conduire a une déshydratation pa#eoet a la mort de I'animal (Scherrer et
Laporte, 1983).

En effet, une infection combinée du Rotavirus &.cbli entérotoxinogéne provoque
une diarrhée beaucoup plus importante qu’une iiiecteule a Rotavirus et particulierement
pour les veaux de quelques jours, quand le Rotayraduit normalement une maladie peu
bénigne et que les veaux sont résistants aux H.QEadostits, 2001). De méme, une
colibacillose provoquée par les E.C.E.T. peut é&tréalisée naturellement et
expérimentalement sur des veaux de moins de deus @ pas sur des veaux d’'une semaine
d’age (Gouet et g11980). Les veaux diarrhéiques agés de 3 joungedbidonc étre infectés
par Rotavirus et E.colig{Radostits et g§l.2001). Il est évident que l'infection simultande
successive de l'infection par le Rotavirus permetcoli de coloniser les veaux plus ages. Il y
a donc une synergie entre les Rotavirus et E.otdiretoxinogene chez les veaux de plus de 2
jours, ce qui peut expliquer les diarrhées fatalez le veau d’'une semaine, qui normalement
ne sont pas fatales avec une seule infection. ltaviRos accroit en fait la colonisation des
E.coli. Par ailleurs, pour les veaux de 24 heuwnes, infection expérimentale simultanée de
Rotavirus et E.coli résulte en une diarrhée sé{@niet et al.1980). Dans ce cas, les effets
semblent s’additionner et non s’amplifier (Radsstit al, 2001).

Quant au Coronavirus entérique bovin, il semlans bien des circonstances,
entrainer une maladie sévere méme en I'absenceesaagents.

D- Déclenchement de la diarrhée

La diarrhée est due le plus souvent a des motidite des mouvements d’eau et
d’'ions dont la muqueuse de l'intestin est normaleinte support. En effet, on vient de voir
gue les agents pathogenes perturbent les fonat®msgcrétion et d’absorption de I'épithélium
intestinal. En temps normal, I'absorption est qilativement plus importante de telle sorte
que la résultante (ou absorption nette) est erufake I'absorption (Bywater, 1977).

Les flux semi-directionnels de l'eau, I'un verslianiére intestinale, I'autre vers le sang,
représentent environ 100 litres par jour dans kesxddirections chez un veau sain. Ces

guantités apparaissent importantes si 'on compalabsorption nette qui est d’environ 4



litres par jour. Le veau diarrhéique présente uséckétion nette » d’eau au niveau intestinal

mais cette perte fécale de 2 a 4 litres par jotifadésle si on la compare aux mouvements

semi-directionnels. Le déséquilibre ainsi montréreences transits d'eau provoquant

'apparition de la diarrhée, peut étre rapportdadstmécanismes : stimulation de la perte

(sécrétion passive), stimulation de la sécrétidivacdiminution de I'absorption.

D’autre part, ces mécanismes different selon 'agénlogique en cause :

- L’accroissement de la perte passive d’'eau peutditeesoit a des facteurs circulatoires,
conditionnés par des modifications de la muquelpestive rencontrées essentiellement
dans les atteintes inflammatoires (salmonellosef) &ola présence d’'une substance
osmotiqguement active dans le tube digestif (rotesyicoronavirus) ;

- Les diarrhées par stimulation de la sécrétion imake sont principalement dues aux
colibacilles entérotoxinogenes. On a ainsi pu \wi&cédemment le mode d’action de
'entérotoxine thermostable qui augmente la sémm¢tice qui va entrainer une
accumulation d’électrolytes dans la lumiére inted8. L’augmentation de la pression
osmotique, qui va en résulter, va provoquer un lagiau vers la lumiére intestinale,
d’ou apparition de la diarrhée ;

- Le défaut d’absorption est surtout di a un problemé&canique ; on observe une
diminution de la surface absorbante en raison derdsion des villosités intestinales.
C’est le cas des rotaviroses et surtout des conms®s, les virus se répliquant dans les
cellules des villosités qu’ils détruisent.

Par ailleurs, la diminution ou l'absence de l'alpdimn des électrolytes et des matieres

organiques (glucides, graisses et protéines) aeanivde la moitié supérieure de l'intestin

gréle fournissent un milieu favorable au développeinbactérien. Les bactéries vont donc
coloniser lintestin gréle en migrant vers les partantérieures (Philips, Lewis et Knox,

1971 ; Philips, 1973 ; Philips et Case, 1980 ; Relst Kasari, 1990 ; Radostits_et a001)

et transformer ces aliments en acides organiquesites substances qui vont augmenter

encore I'osmolarité de la lumiére intestinale &t,cg fait, entrainer vers elle un mouvement

supplémentaire d’eau et d’électrolytes (Saridakisred, Vidotto et Guth, 1997; Naylor et, al

1997 ; Naylor, 2001).

Enfin, outre I'hypersécrétion, la diminution deabsorption et le développement
bactérien avec colonisation de l'intestin, on nivéguemment une hypomotilité intestinale.

En effet, les études de Chartier (1981) ont pem@smontrer que I'hypermotricité de la

caillette accompagnant la prise alimentaire dispsait au cours de la diarrhée, et qu’'une



phase de repos moteur se prolongerait 1 a 3 heleesidange gastrique serait alors
interrompue.

De méme, la détérioration de la motricité intedérest nette, avec une désorganisation des
activités regulieres puis avec, en permanencephbase d’activité réguliere.

Dans les cas bénins ou a évolution lente, le pnoditeur peut redevenir normal aprés 12 a 24
heures de jelne et n’'est perturbé que lorsquentaniest nourri. Par contre, en cas
d’aggravation de la diarrhée, la motricité de Bwstin gréle, qui est de plus en plus faible, est
souvent caractérisée par des progressions dirguies rétrogrades, favorisant ainsi le
phénomene de stase gastrique. Lorsqu’il y a gugrieoretour progressif a une motricité
normale précéderait généralement la disparition dimes cliniques (Verschour et
Christensen, 1990 ; Snyder, 1991 ; Navetat et RI885 ; Nappert, 1999).

On vient de montrer que la diarrhée peut se détmlorsqu’'un agent pathogene
vient modifier, d’'une fagcon ou d’'une autre, le fbasnement normal de l'intestin. Ces
dysfonctionnements engendrent anormalement unéts#tmette d’eau et d’électrolytes au
niveau intestinal. Ces perturbations affectentgap@lement les portions moyenne et basse de
l'intestin gréle ou s’effectuent les plus impor&niouvements d’eau et d’électrolytes.

La réabsorption d’eau et de sodium peut augmermtesiderablement au niveau du colon,
mais ce mécanisme ne suffit pas a compenser lesspssues de l'intestin gréle.

Ainsi, au cours de la diarrhée, les pertes hyddgtedlectrolytiques fécales sont évidemment
tres variables d’'un sujet a l'autre et les conséqesg sur I'organisme sont de degrés plus ou
moins importants.

Il va falloir qualifier et quantifier ces perturlbas digestives provoquées par la diarrhée et
déterminer les conséquences métaboliques sur fimme et prendre les mesures
thérapeutiques appropriées et en temps opportumiglet Philip, 1979 ; Kari, 1990 ; Cebra et
al., 1998 ; Constahle, Thomas et Boirasme, 2001).



CONCLUSION GENERALE

Les lourdes pertes économiques engendrées par ddmlggies digestive et
respiratoires des veaux ont considérablement augnmen cours des dernieres décennies a
cause de l'introduction de méthodes intensivesgage pour les bovins de boucherie et pour
la production laitiere (Dawson et ,all966 ; Woldehiwet et al1990[a, b]; Sayed et Ali,
2001).

Quoique plusieurs microorganismes soient capatbieduire les Iésions finales du
tractus respiratoire, une multitude de facteurst saoriminés dans l'augmentation de
I'incidence et de la sévérité des infections digestt respiratoire (Yates, 1982 ; Tegtmeire et
al., 1990 ; Castrucci et al1992). Ces facteurs comprennent les températureénees,
'humidité relative, le changement de la rationmantaire, le transport ainsi que, d’autres
facteurs de stress.

La présente étude a été réalisée dans le buttdardéer l'influence de I'age sur le
développement et les variations quantitative elitative de I'appareil respiratoire supérieur
et du tube digestif des veaux. Une approche de ems&vidence des antigenes viraux a porté
sur le virusParainfluenza type 3 (P1-3) et leRotavirus dans les sécrétions nasales et les feces.

Les résultats montrent que les veaux nés a désdpérdifférentes ont des comptes
totaux de bactéries identiques. La flore bact@ectiotale et les pourcentages pour une espece
bactérienne donnée varient considérablement d’an @eun autre et d’'un prélévement a un
autre pour un méme veau. Malgré ces variations dvgit une indication claire d’'une
augmentation en relation avec I'age dans la flotalé nasale et entérique.

Il faut également noter que cette étude a réwgiérgy avait aucune corrélation entre
les nombres de bactéries isolées des écouvillosguraet fécaux et I'apparition de signes
clinigues pertinents de maladie. Ceci suggere qes dombres élevés d'agents
potentiellement pathogénes dans les naseaux efétas ne sont d'une signification
pathologigue que lorsque cette augmentation codreigc une période de sensibilité élevée.

Les tractus respiratoire supérieur et digestit galement colonisés par divers virus.
Cette étude a montré queRetavirus et le virus PI-3 sont frequemment mis en évidence en
ces sites. La méthodelLISA s’est révélée plus sensible que I'agglutinationrpa mise en
évidence des Rotavirus. L'immunofluorescence puggpour la mise en évidence du virus

P1-3 est laborieuse qui exige un préléevement détqua



Nos résultats ont montré que le nombre de veahgrgéant le viru®1-3 est inférieur
a celui trouvé par d’autres chercheurs qui onisétila méthode d’isolement direct du virus ou
I'inhibition de I'hémagglutination.

Pour une meilleure compréhension des pathologigsstive et respiratoire, nous
recommandons ['utilisation des infections expéritatas utilisant des combinaisons de virus
tels que le PI-3 ou le virus respiratoire syncyiialin et des bactéries telles deasteurella
haemolytica ou P. multocida ; de méme que l'associatidtotavirus-E. coli ou Coronavirus-

E. coli. Ces associations apportent plus de lumiére ssyriargie virus-bactéries a des ages et
dans des conditions d’environnement difféerents. Lpeglevements simultanés de

'environnement et des animaux pour l'isolement diegs et des bactéries permettront une
meilleure compréhension de I'effet de I'environnairsur le développement et la sévérité des

maladies respiratoires et digestives des veaux.



Résumeé

Les effets de I'age sur les variationargitative et qualitative de la flore bactérienne
nasale et fécale des veaux ont été étudiés pgrdievyements séquentiels effectués sur deux
groupes de six veaux males de race Frisonne —éttlst

Les veaux appartiennent a la méme exploitationc soumis aux mémes conditions
de vie et d’élevage. Des écouvillons nasaux etuféea des matiéres fécales ont été collectés
a une semaine d’intervalle pour des études batigitues et virologiques.

L’appareil respiratoire supérieur est coloniséges especes bactériennes variées.
Quoigue les veaux soient d’ages différents, |'étsiddistique n'a pas révélé de différences
significatives pour toutes les espéeces bactérieMésnmoins, on a noté une corrélation
positive entre 'augmentation des unités bactégsrformant des colonies (UBFC) et I'age
dans les deux groupes de veaux.

E. coliKgg. Ont été isolés dans les deux groupes d’age maisiembre était plus
élevé chez les veaux jeunes que chez les veaux agés

Le rotavirus a été mis en évidence par comparalseateux méthodes qui sont

I'a agglutination au latex et I' ELISA utilisargd anticorps monoclonaux spécifiques du
sérotype G L’ELISA s’est réveélé plus sensible que I'agglatilon au latex car il a permis la
détection des échantillons qui étaient négatifagglutination au latex .

Le virus Parainfluenza type — 3 (PI-3) a été étpdiéla méthode

d'immunofluorescence sur des écouvillons nasaies.résultats détaillés sont discutés dans

cette these.

Mots clés diarrhée, Rotavirus, veaux, pathologie respiratBiasteurelles,E.coli ,Virus PI-llI




Abstract

The effect of age on the quantitative and qualiéatrariation of the nasal and fecal
bacterial flore have been studied by sequentialptiags carried out on two groups of six
male Friesan-Holstein calves.

The calves belong to the same farm, then submittethe farm life and rearing
conditions.

Nasal and fecal swabs and faeces have been cdllett®ne-week intervals for
bacteriological and virological studies.

The upper respiratory tract is colonized by varibasterial species. Although, calves
have different ages the statistical analyses didreneal significant differences for bacterial
species. Nevertheless, we have noted a positivelabon between the in crease in bacteria
colony forming units (BCFU) and age in the two grewf calves.

E.coli Kgg+ has been isolated in the two groups of calvesnbgreater member in
young ones at least at the start of diarrhoeary yeung calves.

Rotavirus antigen has been detected in fecal materg two methods I-e-latex
agglutination and ELISA using monoclonal antibodigainst (g serotype of rotavirus.

ELISA has showm to be more sensitive then latexutiggtion because it was able to
detect positive samples that were negative in laggftutination.

The parainfluenza type-3 (PI-3) virus has beenistuthy the immunofluorescence
technique using nasal swabs. The detailed res@tdiscussed in this thesis.

Key words: diarrhoea, rotavirus, calves, respiratory disegsasteurella, E.coli
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