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Introduction

En 2011, aux Etats-Unis, un nouveau virus Influenza de type C (ICV) a été isolé
a partir d'échantillons de porc [1]. D'autres études ont ensuite permis de montrer que
ce nouveau virus n‘avait en réalité que 50% d'identité génétique avec I'lCV humain et
qu'il n'était pas en mesure de se réassortir avec lui. En 2014, a la suite de ces décou-
vertes, les auteurs ont soumis une proposition au Comité international de la taxonomie
des virus (ICTV) pour la création d’'un nouveau genre dans la famille des virus In-

fluenza : le virus Influenza D (IDV).

Jusqu'a présent, I'IDV a été détecté chez différentes espéces animales et ce,
dans presque le monde entier. Certaines études décrivent sa détection moléculaire,
mais de nombreuses études sérologiques, sur la présence d'anticorps anti-IDV chez
les animaux étudiés, sont également disponibles. A I'heure actuelle, les espéces sen-
sibles a I'IDV semblent étre les bovins, les porcs, les petits ruminants et il semblerait
que les chevaux puissent également étre infectés. Une possible infection humaine par
I''DV demeure une question peu éclairée ; les études sur le modéle du furet (ou I''DV
se réplique efficacement) ainsi que la caractérisation des récepteurs de I'IDV laissent
a penser que les humains pourraient étre sensibles, mais des études sérologiques

sérieuses doivent étre réalisées pour démontrer cela [1] [2].

En France, I'IDV a été identifié en 2011-2014 chez des bovins présentant des
signes cliniques respiratoires en Sadne-et-Loire [3]. Cependant, I'ampleur de cette cir-
culation chez les bovins et petits ruminants frangais n'était pas connue. L'objectif de
ce travail est donc de détecter et de caractériser I'IDV chez les veaux de boucherie
frangais afin d'évaluer la prévalence du virus, mais aussi et surtout d’effectuer sa ca-
ractérisation moléculaire, afin d’observer la potentielle diversité génétique d’'IDV en
France, en Europe et donc dans le monde.

Ce sujet, portant sur I'isolement et la caractérisation moléculaire d’IDV chez les
veaux de boucherie en France nous a donc semblé intéressant et préoccupant, d’'une
part par I'impact économique de certains virus grippaux sur les animaux mais aussi,
dans une perspective plus lointaine, par la possibilité que les infections animales soient
a l'origine de nouvelles souches grippales pandémiques chez 'homme.
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1. Les bronchopneumonies infectieuses chez les bovins

Dans un premier temps, nous étudierons les bronchopneumonies infectieuses chez
les bovins, sur leur aspect économique, médical et sanitaire mais nous nous penche-
rons également sur I'importance et la prévalence des agents pathogenes responsables
de celles-ci. Nous rappellerons enfin les moyens disponibles actuellement pour identi-
fier ces agents pathogénes.

1.1. Définition

Les « bronchopneumonies infectieuses » (BPI) se définissent comme des af-
fections inflammatoires de I'appareil respiratoire profond, d’allure contagieuse et d’'étio-
logie multifactorielle incluant des agents infectieux relayés par des facteurs liés a la

conduite d’élevage et a I'environnement.

Cliniguement, on constate tout d’abord une augmentation brutale de tempéra-
ture (on estime alors qu'on est a J0), dépassant 40°C. Deés le lendemain (J1), des
troubles respiratoires de type dyspnée ou tachypnée vont étre observables. Une dé-
gradation de I'état général et une baisse (voire une absence totale) de I'appétit vont
étre présentes a J2 selon les agents pathogénes incriminés. Enfin, chez les bovins,

une toux seche et forte peut étre observée, mais toujours tardivement.

Si aucun traitement n’est réalisé, la croissance de I'animal sera fortement alté-

rée et sa valeur économique minorée.

Les broncho-pneumonies sont souvent mieux corrélées a leurs circonstances
d’apparition qu’a la nature des agents infectieux qui en sont responsables. En effet, la
gravité des lésions dépend certes des agents en cause, mais le développement de la
maladie est aussi lié aux conditions environnementales et a la conduite d’élevage. Par
exemple, dans les élevages naisseurs, le batiment et le défaut de transfert de I'immu-
nité colostrale sont des facteurs trés souvent impliqués dans les BPI des veaux. La
constitution de lots dans les batiments, qui favorise les échanges de particules
microbiennes et augmente la réceptivité des animaux, est un facteur majeur
d’apparition des BPI chez les veaux de boucherie, les veaux de nursery et les tauril-
lons (broutards sevrés a I'engraissement pour la production de viande). Si le batiment
n’est pas correctement gére, s’il n’est pas bien construit, on peut avoir des contamina-

tions entre les différents lots ou encore a chaque achat d’animaux.
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1.2. Conséquence de I'allotement

L'allotement d’animaux consiste a regrouper des animaux provenant de diffé-
rentes exploitations ; ils se contaminent alors entre eux depuis le marché, le camion,

le centre de tri et également a la mise en lot.

L’étiologie des BPI consécutives a l'allotement est souvent multifactorielle et
peut mettre en cause des agents infectieux comme des bactéries, virus ou parasites,
mais des facteurs de risques sont également a prendre en compte. Ceux-ci sont liés a
la conduite d’élevage et a I'environnement, et notamment a la baisse d’efficacité du
systéme immunitaire au cours de la mise en lots qui permet la multiplication des pa-

thogénes.

En effet, les jeunes bovins subissent trois types de stress a la mise en lot :
» Un premier stress dU a la séparation de I'environnement d’origine

Celui-ci est d’autant plus important lorsque les animaux ne sont pas collectés
individuellement a la ferme mais sur un centre de tri dans lequel ils restent plusieurs

jours par exemple, cela engendre en plus une perte de poids.

» Un deuxiéme lié au sevrage, pour les broutards.

» Le plus important souvent, le transport, accentué par des conditions inadaptées
(ventilation, abreuvement et densité des veaux), une conduite brutale (a I'origine
de contractions musculaires permanentes) ainsi que des facteurs climatiques. La
durée du transport influe également sur le stress, si elle est trop courte, mais aussi
si elle est trop longue. On estime qu’au-dela de 300km, des perturbations physio-
logiques sont susceptibles d’apparaitre : une déshydratation mais aussi une aug-
mentation des glucocorticoides qui accélerent la consommation de glycogene et

engendrent une baisse préjudiciable de I'immunité.

Par ailleurs, une fois dans leur nouveau logement, ils rencontrent de nouveaux
congénéres ; cela peut potentiellement surajouter des facteurs de stress comme I'éta-

blissement d’'une hiérarchie ou encore un acces a l'auge et a I'abreuvoir limité.
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Enfin, des facteurs environnementaux peuvent également étre peu favo-
rables au maintien et au développement d’'une bonne immunité : des pertes ther-
miques élevées (paillage insuffisant, température ressentie trop faible par exemple),
des insuffisances de surface, volume d’air ou de renouvellement d’air qui peuvent alors
freiner le métabolisme cellulaire. En paralléle, le froid associé a 'humidité de I'air, et la
présence de gaz irritants peuvent étre directement agressifs pour I'appareil respiratoire
[4].

— FACTEURS
FACTEURS LIES A

Sevrage ' INDIVIDUELS
LALLOTEMENT s SIS o
‘ Transport | Poids
Age
Séparation avec le £
précédent logement ‘

Origine des
animaux ‘

‘ Mélange social \

‘ Conduite d’élevage |

. [ Ambiance du batiment ]
FACTEURS LIES AU

NOUVEAU
LOGEMENT

[ Conditions climatiques ]

FACTEURS
ENVIRONNEMENTAUX

Figure 1. Synthése des facteurs de stress et donc baisse d'immunité (schéma personnel)

1.3. Particularités de la filiere veau de boucherie

La production de veaux de boucherie est une filiere intégrée dans laquelle I'éle-
veur n’est qu’'un prestataire de service qui sera ensuite rémunéré selon un contrat
défini au préalable. Ce sont en majorité les fabricants d’aliments ou certains abatteurs
qui s’occupent de toute I'organisation de la production : il s’agit ainsi de constituer des
lots homogenes de veaux d’environ huit jours, de livrer les aliments en quantité et en
qualité adéquates, de gérer tous les problémes techniques ou sanitaires et de récupé-

rer les veaux jusqu’a I'abattage et la vente de la viande.

Les veaux de boucherie sont le plus souvent issus du cheptel laitier mais
d'autres races mixtes ou a viande viennent parfois compléter la production. lls sont le

plus souvent placés en case individuelle dés leur arrivée, et sont ensuite rapidement
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regroupés en cases collectives d’une dizaine de veaux vers I'dge de 8 semaines (obli-
gatoire ensuite selon la directive européenne 97/2/CE du Conseil du 20 janvier 1997).
Les veaux sont élevés en moyenne 162 jours mais cette durée peut étre raccourcie
pour certains veaux croisés et allongée pour les veaux Holstein. Cela se répercute
donc aussi sur le nombre de bandes qui peut aller de 1,8 a 2 par an suivant le type

racial.

Dans tous les systémes de production considérés, les facteurs de risques sont
les mémes et sont ceux énoncés dans la figure 1. En revanche, I'élevage en cases,
propre aux veaux de boucheries, apporte des facteurs de risque supplémentaires :
d’'une part, la hiérarchie entre les animaux qui peut étre bien plus importante, mais
aussi la contagion lors de pathologies qui est forcément plus rapide, et enfin la qualité
de I'observation des animaux qui devient plus difficile, et donc moins de probabilité de

repérer suffisamment tét les veaux malades [5].

Figure 2. Elevage de veaux de boucherie ; caillebottis, barre au garrot, cases collectives

(d’apres Action agricole picarde)

1.4.Importance des BPI bovines

Les pertes dues aux affections respiratoires représentent plus de 50% des
pertes économiques dues aux maladies en Belgique, et 31% aux Etats-Unis. En
France, on considére le colt des traitements des affections respiratoires a plus de 7
millions d’euros par an, et pour seulement 50% des affections traitées (et 75% des
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mortalités). L'incidence d’apparition de ces pathologies varie fortement selon le cadre

de production.

1.4.1. Importance médicale

Un bovin possede une faible capacité respiratoire et la conformation de ses
poumons ne lui permet pas de lutter efficacement contre les germes. Il existe de nom-

breux facteurs limitants a I'origine de cette faible capacité respiratoire :

- Au niveau de l'appareil respiratoire extra-thoracique :

Les narines sont peu mobiles, les cavités nasales sont courtes et étroites, les
sinus participent peu a la respiration mais d’avantage au réchauffement de I'air (afin
d’isoler thermiquement la boite cranienne) ainsi qu’au tri alimentaire aprés rétrolfac-

tion. La quantité d'air capable de pénétrer par les narines est donc assez faible.

Figure 3. Sinus respiratoires de bovin (d’apres ENVT, Anatomie A1)

1 : Sinus makxillaire ; 2 : Sinus frontal rostral 3 : Sinus frontal caudal 4 : Sinus conchal.

Le pharynx est court, le larynx est également petit et peu flexible. Enfin la tra-
chée est rigide (d’autant plus que I'animal est jeune). La trachée est aussi étroite, lon-
gée par I'cesophage tout le long de la moitié inférieure de son trajet. Les bronches ont

une structure proche, mais moins cartilagineuse que la trachée.

Par ailleurs, la barriere mécanique représentée par I’escalator muco-ciliaire

et la production de mucus, n’est pas optimale chez cette espéce.
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- Au niveau de la cage thoracique :

La cage thoracique est trés rigide, d’autant plus chez les bovins allaitants qui
ont une musculature trés développée. Les espaces intercostaux sont trés serrés. Les
bovins ne mobilisent quasiment pas le diaphragme pour la respiration, la régulation de
la respiration se fait donc essentiellement par la modification de la fréquence respira-

toire.

- Au niveau des poumons :

Les poumons sont divisés en lobes, séparés eux-mémes par des travées inter-
lobulaires épaisses et peu élastiques, limitant ainsi la transmission de l'infection de
lobule en lobule mais causant aussi une forte diminution de compliance pulmonaire.

De plus, s’il y a hypoventilation d’un lobule, le lobule collatéral ne peut pas compenser.

Les bronchioles respiratoires sont peu ramifiées : 'air arrive directement aux
alvéoles, ce qui favorise le passage des agents infectieux vers les voies pro-
fondes (les microparticules arrivent plus vite aux poumons). De plus, les alvéoles ne
peuvent communiquer entre elles ; cette arrivée d’air est donc a I'origine d'une fragili-
sation des alvéoles. Si on a une surpression alvéolaire, cette alvéole éclate car elle ne
peut pas compenser son rapport ventilation/perfusion avec une autre alvéole. On a

donc un risque de rupture alvéolaire et donc d’emphyséme.

Les bovins sont finalement les Mammiféres disposant de la plus petite capacité
d’échange gazeux par rapport a leur taille. A titre de comparaison, le volume a dispo-

sition chez les bovins (12-14L pour 490 kg) est égal au tiers de celui des chevaux a
poids égal (40-42L pour 490 kg). Le bovin respire donc plus vite une plus grande quan-
tité d’air. Il inhale donc plus d’agents pathogénes, et les structures pulmonaires sont
fragilisées par I'impact de I'air. En effet, étant trés compartimentées et rigides, elles
empéchent les déviations de secours en cas d’obstruction mais favorisent aussi I'ac-

cumulation de germes et de toxines dans les secteurs lésés.
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Figure 4. Comparaison des volumes pulmonaires cheval/bovin (schéma personnel)

Ainsi, I'arbre respiratoire est trés résistant a I'écoulement de l'air. Cela a
comme consequence un volume d’air résiduel a la fin de chaque inspiration qui reste
élevé, logeant dans les nombreux espaces morts. Enfin, les gaz éructés (notamment
lors de ration riche en mais ou de transitions alimentaires courtes) sont ré-inhalés au

tiers et sont toxiques pour I'animal.

Les BPI se traduisent donc par des troubles souvent séveres avec une morbi-
dité importante et une mortalité non négligeable, comme nous allons le voir dans la

partie suivante.

1.4.2. Importance économique

Les troubles de santé au sens large diminuent I'efficacité économique des ate-
liers d’engraissement, comme dans toute production animale. Le principal probléme
rencontré dans ces ateliers (veaux de boucherie ou jeunes bovins) concerne les

troubles respiratoires.

La mortalité des bovins suite a des troubles respiratoires est fréquente et on
estime qu’elle représente plus de la moitié de la mortalité totale en ateliers d’engrais-
sement [6].

En élevage de veaux de boucherie, Bareille et al. ont évalué I'impact écono-

mique d’un épisode de trouble respiratoire qu'on peut rencontrer classiquement (de
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gravité moyenne), et I'a estimé a 26€ par veau acheté en élevage au seau et 36€ par
veau acheté en élevage au DAL (distributeur automatique de lait). Cette estimation
inclut les frais de prévention. En revanche, le colt des traitements collectifs n'a pas
été inclus et on estime qu’il représente presque la moitié de I'impact économique es-
timé [7].

Dans une autre étude réalisée sur 61 exploitations (environ 1200 bovins regrou-
pés en 100 lots), il a été montré un taux de morbidité lié aux troubles respiratoires, de
18,1% chez les jeunes bovins mis en lots. Par ailleurs, chez les jeunes bovins présen-
tant des troubles respiratoires, les performances de croissance sont moins bonnes que
celles des jeunes bovins sains : on note une perte de 61 a 108 grammes par jour de
GMQ et un allongement de la durée d’engraissement allant de 44 a 59 jours supplé-
mentaires selon I'intensité des signes cliniques. Enfin, il a été démontré qu’une exploi-
tation-type « engraisseur spécialisé » pouvait subir une perte de revenu annuel allant
de 11,4% a 26,4% en cas de situations sanitaires dégradées (variant selon la gravité
de la situation) [8].

1.4.3. Considérations épidémiologiques

Les résultats sanitaires sont a interpréter en fonction de la morbidité et de la
mortalité observées sur 'ensemble du troupeau. |l est établi que la mortalité due a des
problémes respiratoires ne doit pas dépasser 1% et la morbidité ne doit pas dépasser
25%. En effet, il est normal d’avoir des contaminations directes dans des élevages

d’animaux en lot, mais il est anormal que ces animaux en meurent.

En dessous de 20-30% de morbidité il est normal d’avoir quelques symptémes,

mais il est anormal d’observer une mortalité élevee [9].

Cette mortalité des veaux en élevage bovin allaitant peut étre importante ; Mou-
naix et al. ont montré qu’a 6 mois, la mortalité était en moyenne de 8,36%, avec des
différences significatives selon la race (variation de 5,43% a 15,16%) et selon le sexe
(7,04% a 9,54%). L'effet race est en effet trés fort : les troupeaux de races rustiques
présentent souvent une meilleure aptitude au vélage ainsi que des taux de renouvel-
lement faibles, et donc une moindre proportion de primipares, ce qui engendre un plus
faible taux de mortalité des veaux. Il peut aussi s'expliquer par I'étroitesse des voies
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respiratoires chez les races allaitantes de type culard, telles que les blanc-bleu-belge
par exemple. De méme, le taux de mortalité varie selon la parité : pour les veaux issus
de méres primipares, on I'estime a 9,72% alors qu’il est de 7,58% pour ceux nés d’un
second vélage, et de 6,58 % pour les autres veaux [10].

Aux Etats-Unis, I'équipe de Donovan et al. a étudié les facteurs individuels sus-
ceptibles d’'impacter I'état de santé du veau entre 0 et 6 mois. Selon eux, le taux de
protéines sériques totales, mesurée a la naissance, est un facteur de risque signifi-
catif de mortalité ; quand ce dernier augmente de 4 a 5 g/dL, le taux de mortalité du
veau diminue de fagon trés importante, il diminue également légérement quand le taux
augmente de 5,0 a 6,0 g/dL et il ne diminue quasiment pas quand le taux dépasse les
6g/dL [11].

Concernant les pathologies, le taux de protéines sériques totales est également
un facteur de risque significatif pour I'apparition d’une pathologie, et ce peu importe
I'age d'apparition et la gravité de la pathologie en question. Le taux de protéines sé-
riques totales et I'apparition d’'une septicémie sont étroitement corrélés et une in-

fluence de la saison de naissance a été démontrée (restreinte a hiver ou été).

Le taux de protéines sériques totales est également étroitement corrélé a I'ap-
parition d’'une pneumonie, mais au contraire de la septicémie, le risque de morbidité
n'est pas constant dans le temps ; autrement dit, I'immunité colostrale permet une pro-
tection du veau contre le développement d'une pneumonie tét dans la vie, mais cet

effet disparait avec le vieillissement du veau.

1.4.4. Importance sanitaire

L'importance sanitaire des BPI chez les bovins est essentielle car le traitement
repose trés fréquemment sur l'utilisation d’antibiotiques. Cela s’explique par le fait
que les bactéries sont souvent impliquées dans les affections pulmonaires, soit direc-
tement soit en surinfection. Le traitement antibiotique est alors en réalité quasiment

toujours nécessaire.

Les bactéries impliquées dans les BPI sont majoritairement extracellulaires, on
va donc utiliser des antibiotiques auxquels elles sont sensibles, et qui agissent dans

les sécrétions bronchiques, a savoir ; les macrolides, les tétracyclines, ainsi que les
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phénicolés. D’autres molécules de derniére génération (céphalosporines de 3°™¢ et
4¢me génération, fluoroquinolones) montrent une grande efficacité pour lutter contre les
surinfections bactériennes, mais leur utilisation est depuis peu trés réglementée
puisqu’elles font partie de familles d’antibiotiques dits « critiques ». Elles ne sont
ainsi autorisées que dans le cadre de la lutte contre des bactéries présentant des ré-

sistances a tous les autres antibiotiques (utilisation sous plusieurs conditions).

Il peut arriver que des antibiotiques soient utilisés en prévention (par exemple
lors de rassemblement de jeunes bovins ou lors de périodes a risques). Ce genre de
pratique, susceptible de favoriser I’émergence d’antibiorésistances est au-

jourd’hui a proscrire.

Comme nous I'avons vu précédemment, les particularités anatomiques respira-
toires du bovin font que 'accés aux zones lésées est rapidement limité, rendant
difficile 'obtention d’'une concentration en antibiotiques suffisante au niveau de celles-
ci. C’est pourquoi le traitement se doit d’étre précoce et fort. L'emploi des antibiotiques
lors de troubles respiratoires est alors souvent basé sur la métaphylaxie ; lorsque
quelques bovins sont atteints de troubles respiratoires, c’est 'ensemble du lot qui va
étre mis sous traitement et pas seulement les animaux présentant les signes cliniques.
En effet, 'absence de signes cliniques ne signifie pas une absence de pathogenes, et
la forte probabilité de contagion des BPI nous incite a traiter afin que I'antibiotique
puisse diffuser d’'une fagon plus optimale.

Ainsi, dans ce contexte de réduction de l'utilisation des antibiotiques, par la mise
en place du plan Eco-Antibio et des législations récentes qui restreignent 'emploi des
antibiotiques de derniére génération, il est aujourd’hui primordial de mieux dia-
gnostiquer et donc connaitre les agents pathogénes responsables de BPI. Cela
permet d’'une part de développer des mesures préventives (vaccination, aménagement

des batiments...) et d’autre part de choisir la molécule adaptée en cas de maladie.
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1.5. Les principaux agents responsables de BPI

L'importance d’un agent pathogéne est lieée d’'une part a sa prévalence sur le
terrain, et d’autre part a son pouvoir pathogéne, étudié en conditions expérimentales
ou lors d’études terrain. Le tableau 1 indique les principaux agents identifiés actuelle-

ment.

Virus : VRSB

Fréquence élevée Bactéries : M. Haemolytica, Salmonella spp, M. bovis

Pouvoir Parasites : Dictyocaulus viviparus
pathogéne ma-
Jeur Virus : BHV-1 (IBR)
Fréquence faible a
nulle Bactéries : Mycobacterium bovis, Mycoplasma mycoides
spp mycoides

Pouvoir

Virus : BVD virus, Pi lll, Adenovirus 3, coronavirus
pathogéne faible
3 modéré Bactéries : Pasteurella multocida, Histophilus Somni, Chlamydia Psittaci

Tableau 1. Etiologies infectieuses des BPI chez le bovin (tableau personnel)

1.5.1. Les parasites

Bien que rarement impliqués dans les syndromes des BPI hivernales, certains
parasites peuvent occasionner des lésions pulmonaires favorisant les surinfections vi-

rales et bactériennes.

Le principal parasite pulmonaire des bovins est Dictyocaulus viviparus, un né-
matode a I'origine de la Dictyocaulose, aussi appelée bronchite vermineuse. Cette ma-
ladie est une helminthose respiratoire due au développement du parasite dans la tra-
chée et les grosses bronches des bovins.

1.5.1.1.  Etiologie

D. viviparus est un nématode blanchatre de la famille des Dictyocaulidés.
L’adulte mesure 5 a 8 cm de long sur 0,5 mm de diamétre et est bien visible a I'ceil nu.
Il se nourrit de sécrétions trachéo-bronchiques et ne se fixe pas : il reste libre dans les
bronches et la trachée.
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Figure 5. Larve L1 de Dictyocaulus viviparus (d’aprés Ecole vétérinaire de I'Université de
Pennsylvanie)

1.5.1.2. Epidémiologie

1.5.1.2.1. Résistance

Les stades libres du parasite sont trés peu résistants dans le milieu extérieur,
avec une survie limitée au paturage (d’ou I'importance des conditions climatiques car

la dessiccation et les UV tuent les larves).

1.5.1.2.2. Sources de parasites et sensibilité

Les sources principales de parasites en début de saison de pature sont les bo-
vins adultes porteurs chroniques, qui font un peu d’hypobiose. En revanche, on note
une grande sensibilité des jeunes et des adultes non immunisés. |l y a développement

progressif d’'une immunité contre les ré-infestations.

Ainsi, le schéma épidémiologique classique est le suivant : les porteurs asymp-
tomatiques excrétent des larves L1 dans leurs bouses en début de saison de pature
(mars-avril) mais pas en grande quantité. Pour que le systéme s’emballe, il faut un
relais amplificateur : un jeune bovin ou un adulte non immunisé. Ces derniers ingéerent

les larves et produisent un trés grand nombre d’ceufs.
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Les adultes se développent v
dans les voies respiratoires Les ceufs éclosent en larves
et produisent des ceufs L1 ensuite expectorées puis ‘
Les larves L3 avalées
ingérées
migrent ensuite

- vers le poumon

Les larves L1
sont éliminées
| dans les bouses

Leslarves L3 _ . e
sont présentes Les larves L1 et
surla péture L2 se
+«—  développent

dans les bouses

Figure 6. Cycle évolutif des dictyocaules (schéma personnel)

Si ensuite, on rajoute les nouveaux veaux dans la pature, ces derniers vont
évoluer dans un milieu trés contaminé. lls vont donc tomber malades et excréter éga-
lement énormément. Ainsi, du fait de cette étape d’amplification nécessaire, souvent
les signes cliniques ne seront observés que 2-3 mois apres la mise a I'herbe.

1.5.1.3. Pathologie

Le parasite va avoir deux actions pathogénes sur I'organisme du bovin.

> Une action mécanique et irritative :

Elle est due aux vers adultes (on estime que 200 vers adultes suffisent pour
déclencher un épisode clinique) mais elle est aussi due aux larves L4 qui migrent dans
le parenchyme pulmonaire. C’est un moment clef de la pathogénie, qui expliquera en-
suite le phénoméne allergique avec I'cedéme aigu du poumon (OAP). On observe éga-

lement une épithélialisation des parois alvéolaires due aux ceufs et aux larves L1.
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Figure 7. Dictyocaulus viviparus adultes in situ (d’apres ENVT, service autopsie)

> Une action antigénique

Chez les animaux bien immunisés, il y a un blocage des larves L4 dans les
nceuds lymphatiques mésentériques. En revanche, chez les animaux qui ne bloquent
pas le parasite au niveau des nceuds lymphatiques, il y a une inflammation a compo-
sante allergique au niveau des poumons pouvant entrainer un OAP.

1.5.1.4. Clinique

La parasitose est a I'origine de deux syndromes.

1.5.1.4.1. Syndrome d’obstruction bronchique

On le trouve chez les jeunes bovins (< 1-2 ans) et de plus en plus chez les
vaches adultes non immunisées, notamment les laitiéres. L’animal est en détresse

respiratoire.

On observe une toux quinteuse forte, de la polypnée, de la dyspnée, des accés
de suffocation, un cedéme aigu du poumon et des rales sifflants a I'auscultation (a

I'inspiration). L'animal a les yeux exorbités et peut saliver beaucoup.
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Figure 8. Toux forte chez un bovin (d’apres GDS Creuse)

Au début, quelques individus toussent, puis on a une extension dans le trou-
peau (parfois 70% des animaux sont atteints), on a une impression de contagion. Ceci
s’accompagne d’'une chute de la production laitiere (jusqu’a moins 40% au pic de lac-

tation).

1.5.1.4.2. Syndrome asthmatiforme

On le trouve chez des animaux d’1 a 3 ans ou plus, ayant déja été en contact
avec le parasite. Il survient brutalement lors de la migration des larves L4 dans le pa-
renchyme pulmonaire. Les symptémes, d’apparition extrémement brutale sont une hy-
perthermie (39-40°C), une chute de la production laitiere, une polypnée sévére, des
rales crépitants a I'inspiration, un cedéme aigu du poumon et/ou une défaillance car-
diaque conduisant a la mort en 24-36h. La toux est cependant rare dans cette forme

car elle est due aux vers adultes.
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1.5.2. Les bactéries

1.5.2.1. Les mycoplasmes

Les mycoplasmes sont trés fréquemment isolés dans le cas d’affections respira-
toires chez les bovins, en revanche, on estime qu’ils ne sont pathogénes dominants
gue dans la moitié des cas car toutes les espéces ne possedent pas le méme pouvoir
pathogene [12]. Un seul type, Mycoplasma bovis, est actuellement considéré comme
un pathogéne respiratoire chez les jeunes bovins. Sa prévalence est importante en
élevages de veaux de boucherie.

Les mycoplasmes se différencient des autres bactéries par leur absence de paroi,
qui les rend ainsi résistants aux antibiotiques inhibant la synthése de la paroi, comme
les bétalactamines. En revanche, ils sont peu résistants dans le milieu extérieur mais
parviennent a survivre jusque 230 jours dans le fumier, et plusieurs semaines sur ma-
tériel humide. Par ailleurs, ils possédent un systéme génétique complexe constitué de
13 génes, codant pour une famille de protéines de surface, les Vsps, impliquées dans
la variabilité antigénique. Ces derniéres lui permettent d’échapper a la réponse immu-
nitaire de I'néte [13].

La transmission est horizontale, par contact direct entre animaux mais aussi via les
aérosols, I'alimentation, I'eau. Les sécrétions nasales d’animaux infectés porteurs sont

les sources principales du virus.

Les affections causées par M. bovis sont diverses, allant des pneumonies aux ar-
thrites et mammites. Lors d’affections respiratoires, M. bovis va causer des lésions
inflammatoires chroniques, laissant I'opportunité a d’autres agents pathogénes d’in-

fecter aussi les poumons.

Le tableau clinique observé n’est pas spécifique : on peut avoir une hyperthermie,
une baisse d’appétit, un abattement, un jetage, et des troubles respiratoires classiques

(tachypnée, dyspnée expiratoire).

1.5.2.2. Les pasteurelles

Les trois principales pasteurelles pathogenes chez les bovins sont Mannheimia hae-
molytica, Pasteurella multocida, Histophilus somni.
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Il existe un portage sain nasopharyngé de ces bactéries chez le veau. Le mé-
canisme général d’apparition de la pasteurellose bovine est la présence d’'un phéno-
meéne initiateur (stress, virus, mycoplasme...), qui va alors faciliter la multiplication
d’'une pasteurelle et surtout sa migration dans les voies respiratoires profondes. Sou-
vent, M. haemolytica et P. multocida sont présentes en méme temps, mais aussi par-

fois seules, ou encore avec des virus.

La présence concomitante d'un virus va permettre a la pasteurelle, par multiples

mécanismes (par exemple une baisse d'immunité locale), de prendre part a l'infection.

Lorsqu'elles sont présentes ensemble, il est difficile de déterminer en pratique
si M. haemolytica précéde l'infection par P. multocida ou inversement, car les enjeux
en termes de temps sont trop serrés. De maniére générale, il faut retenir qu'il existe
de trés nombreuses co-infections, que M. haemolytica posséde un pouvoir pathogene
majeur qui suffit a causer la mort de I'animal, alors que P. Multocida est trés souvent

présente avec d'autres pathogenes lors de BPI séveres.

Jusqu’aux années 1995, c’était M. haemolytica qui prédominait en Europe de
I'ouest, mais aujourd’hui, c’est P. multocida qui est majoritaire (environ dans 2/3 des

cas), surtout dans les élevages en lots (notamment en veaux de boucherie).

Les pasteurelles sont des « agents de grippe » et ont donc une saisonnalité
puisque leur prévalence augmente en automne-hiver. Toutefois, cela reste biaisé par
la rentrée des bovins a I'étable, qui engendre notamment une dégradation des condi-
tions d’ambiance, une augmentation de la densité animale et donc une circulation fa-

vorisée des agents grippaux.

Les jeunes bovins restent les plus touchés, souvent en lots ou regroupés, mais
les pasteurelloses représentent néanmoins 25% des affections respiratoires de bovins
adultes [14].

1.5.2.2.1. M. Haemolytica

Réputée comme étant la pasteurelle la plus pathogéne chez les bovins, I'expression
du pouvoir pathogéne de M. haemolytica est conditionnée par une premiére multipli-
cation locale dans le nasopharynx, concomitante a une altération des mécanismes de

défense de I'appareil respiratoire. La bactérie adhére alors a I'épithélium grace a des
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facteurs d’attachement (pili, capsule), et ce d’autant plus facilement que la muqueuse
épithéliale a été lésée precédemment par un agent infectieux primaire. La contamina-
tion de I'appareil respiratoire profond se fait via I'inhalation d’exsudats virulents stag-
nants dans les régions postérieures des cavités nasales ou la concentration en bacté-
ries est tres élevée en début de maladie. Au sein du poumon, la multiplication bacté-
rienne conduit a une réaction inflammatoire massive qui crée des Iésions typiques de
pneumonie broncho-alvéolaire fibrineuse ou fibrino-hémorragique avec présence de
foyers de nécrose. La bactérie a une faible résistance dans le milieu extérieur (moins

de 7 jours).

Cliniquement, un animal atteint va présenter une polypnée, un jetage mucopurulent,
du larmoiement et de la toux, une dyspnée expiratoire sévere, une douleur a la respi-

ration si une pleurésie est présente.

1.5.2.2.2. P. Multocida

Il existe cinq sérogroupes, et le sérogroupe A3 est celui que I'on isole le plus souvent
sur les bovins atteints de BPI. Bien qu’il s’agisse de la pasteurelle la plus fréequemment
isolée ces dernieres anneées, sa pathogénicité semble limitée. Elle est donc considérée

comme pathogéne mineur.

1.5.2.2.3. H. Somni

Le troisitme agent de pasteurellose est Histophilus somni mais son impact est
moins connu en France par rapport aux Etats-Unis ou il est considéré comme la pas-
teurelle la plus pathogéne et semble donc d'avantage problématique. Toutefois, cela
peut également étre di au fait qu'il est beaucoup moins recherché en France, car sa
recherche présente quelques inconvénients et notamment des conditions de culture

contraignantes.

Cliniguement, le pathogéne provoque une méningo-encéphalite thromboembolique

mais également d’autres affections, notamment respiratoires.

Comme pour les autres pasteurelles, les bovins sont trés souvent porteurs de cette
bactérie au niveau du nasopharynx. Si une bronchopneumonie peut étre initiée par un
stress, résultant de I'action synergique de virus et de bactéries ; H. somni peut ensuite

provoquer une pneumonie voire une pleurésie fibrineuse.
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1.5.3. Les virus

Les principaux virus respiratoires des bovins sont le virus respiratoire syncytial bovin
(VRSB), I'herpésvirus bovin de type 1 (BoHv-1), le coronavirus bovin (BCoV), le virus
parainfluenza bovin de type 3 (BPi3), 'adénovirus bovin de type 3 (Ad. B3), et le virus
de la diarrhée virale bovine (BVDV).

1.5.3.1. Le VRSB

Le virus respiratoire syncytial bovin (VRSB), récemment reclassifié en orthopneu-
movirus bovin est considéré comme un des agents pathogénes les plus importants
des affections respiratoires bovines. En France, on estime que plus de 50% des bovins
adultes sont séropositifs pour le VRSB, montrant que le virus circule de fagon impor-

tante et réguliére dans les élevages.

D’ailleurs, 2 études ont permis de montrer qu’en élevage naisseur allaitant, le virus
était présent chez 49.2% (broutards charolais) et 61.2% (veaux d’Aveyron) des jeunes
bovins présentant des troubles respiratoires [15].

1.5.3.1.1. Taxonomie

Le VRSB appartenait au genre Pneumovirus, de la sous-famille des Pneumovi-
rinae, de la famille des Paramyxoviridae (Van Den Hoogen et al, 2001).

Une nouvelle classification a permis de modifier la famille des Paramyxoviridae.
Le VRSB a pour nouveau nom I'Orthopneumovirus bovin, appartenant au genre Or-

thopneumovirus de la famille des Pneumoviridae.

1.5.3.1.2. Caractéristiques

C’est un virus a ARN monocaténaire, linéaire, de polarité négative. Le génome
est constitué d’environ 15000 nucléotides avec 10 genes codant pour 11 protéines
structurales et non-structurales [17] : deux protéines non structurales NS1 et NS2, trois
protéines de nucléocapside N, P, L, deux protéines de matrice M et M2 et trois pro-
téines d’enveloppe SH, F et G (figure 10). Les protéines de surface F et G sont des

déterminants antigéniques du virus.

30



- la glycoprotéine de fusion F permet la fusion de I'enveloppe virale avec
la membrane cellulaire de la cellule cible, mais aussi la fusion des cellules infectées

avec d’autres cellules non infectées (formation de syncytia).

- la glycoprotéine G permet I'attachement du virus a la cellule cible. Elle
est la source de la variabilité entre souches ; en effet, une étude a montré que sur la
base de la variabilité de la séquence codant pour la glycoprotéine G, le VRSB pouvait
étre classé en six sous-groupes génétiques différents, tandis qu'une analyse similaire
des genes N et F ne donnait que cinq sous-groupes, illustrant le taux plus élevé d'évo-
lution du géne G [18].

Le virus est enveloppé, et est donc fragile, notamment en matiere d’exposition
a la chaleur : 10 minutes a 56°C et quelques heures a 37°C suffisent a I'éliminer, il ne
résiste donc pas dans le milieu extérieur. Il est également tres sensible aux solvants

des lipides (éther, chloroforme), et ce, toujours du fait de son enveloppe.

Nucléocapside
SS ARN

Protéines non structurales
NS1 et NS2

Figure 9. Représentation schématique du VRSB (d’apres Meyer et al en 2008)

1.5.3.1.3. Epidémiologie

Lorsqu’un élevage est atteint, le taux de morbidité est important puisqu’on estime
qu'il varie entre 60 et 80%. Le taux de mortalité, lui, reste en général faible et inférieur
a 5% (0,5 a 1,2%) mais peut atteindre 30% dans les cas ou des formes de détresse

respiratoire sévére sont observées.
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Le virus est ubiquitaire et présent partout dans I'environnement. Sa source prin-
cipale est I'excrétion par les animaux infectés, au cours de I'expiration. Les principaux

réservoirs sont les bovins adultes.

La transmission se fait essentiellement de maniere directe par contact mufle a
mufle, et indirecte via les aérosols (expectorations ou apport de matériel contaminé

proche du mufle par exemple, a moins de 5m).
La voie d’inoculation est le tractus respiratoire.

Les bovins de tout age sont susceptibles d’étre infectés, mais les jeunes bo-
vins demeurent plus sensibles, et sont aussi les plus sévérement touchés. Comme vu
précédemment, les veaux de boucherie, et les jeunes veaux a viande de 3 a 6 mois,
sont particulierement des populations a risques. De plus, 16 a 71% des troubles res-
piratoires chez les veaux de moins de 1 an en élevages allaitants sont dus au VRSB.

Les relations entre VRSB et troubles respiratoires sont variables selon la classe
d’age mais aussi selon divers facteurs d’élevage :

> Les facteurs climatiques

Les infections sont plus présentes en automne-hiver, non seulement du fait du taux
d’humidité important mais aussi du fait des températures basses, qui vont allonger la

durée de vie du virus dans I'environnement.

> La densité

Elle va directement impacter la transmission du virus, qui ne dépend en revanche pas

du nombre d’animaux [19].

> Léage

Les jeunes animaux sont les plus séverement touchés, comme vu précédemment.

1.5.3.1.4. Symptémes

Il existe plusieurs formes de la maladie :
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» Une forme subclinique tout d’abord, dont la fréquence est élevée puisqu’on

estime qu’elle touche 21 a 47 % des troupeaux et jusqu’a 71% des bovins.

» Une forme aigue, qui peut évoluer en deux phases :

1- Un syndrome respiratoire d’apparition brutale, de type grippal, avec un jetage
important, une conjonctivite, une toux séche et persistante, un abattement minime a
modéré, accompagneée d’une tachypnée et d’'une hyperthermie, élevée (jusque 42°C)

mais fugace. L'excrétion virale est alors maximale.

Cette forme est la plus fréquente et pourtant la moins spécifique, donc la moins
reconnaissable. L'animal peut guérir spontanément suite a ce syndrome fébrile sans
apparition d’autres symptémes (notamment pas de signes respiratoires), ou peut évo-

luer vers d’autres formes (phase 2 notamment).

Les particularités évolutives font qu’il est difficile de prédire les dégéats sur I'ap-
pareil respiratoire.

2- Une aggravation de la maladie (deuxieme phase), pouvant survenir trés vite chez
les jeunes animaux (de plusieurs jours a plusieurs semaines apres la premiere phase)
ageés de moins de 18 mois. On note chez ces animaux une détresse respiratoire im-
portante avec des signes cliniques reflétant cette dyspnée (encolure tendue, plainte a
I'expiration, respiratoire de type abdominale) mais aussi du ptyalisme, un appétit

inexistant et des muqueuses cyanosées.

L’évolution se fait soit vers la guérison, soit vers la mort par insuffisance respi-
ratoire liée a un bronchospasme sévere, soit vers une aggravation des troubles cli-
niques par surinfection bactérienne. En effet, I'épithélium cilié de I'appareil respiratoire
présente a ce stade des lésions importantes a I'origine du passage potentiel de bac-
téries dans les voies respiratoires profondes ; I'infection se complique alors souvent

d’infections bactériennes secondaires, susceptibles d’engager le pronostic vital.

Chez des animaux plus agés ou ayant déja été infectés, on peut parfois rencon-
trer une forme atténuée avec un jetage séreux peu abondant, une toux séche, une

hyperthermie, évoluant vers la guérison en 1 a 2 semaines.
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1.5.3.2. Virus de I'IBR

La rhinotrachéite infectieuse bovine, dite IBR, est une maladie infectieuse, ino-
culable, de contagiosité moyenne.

1.5.3.2.1. Situation actuelle

Cette maladie a de moins en moins d’'importance clinique puisque la forme cli-
nique est rarement observée en France, aujourd’hui 'importance est surtout réglemen-
taire. C'est, en effet, une maladie réglementée par I'Etat depuis 2006, rendant obliga-
toire le dépistage sérologique annuel des effectifs bovins, le dépistage sérologique a
l'introduction pour lI'ensemble des bovins (de tout age), et la vaccination des bovins
dont le résultat sérologique s'est révelé non négatif.

La situation épidémiologique (évaluée sur la base de la séropositivité) est tres
variable entre continents, entre pays européens voire méme entre régions frangaises.
Par exemple, la Bretagne, qui a mis en place trés t6t des mesures de dépistage et de
contréle, est indemne d’IBR depuis déja une dizaine d’années. Ces statuts sont donc
trés variables en fonction du bassin de production, de l'investissement mis en place

pour maitriser I'infection et du type d’élevage pratiqué.

Le principal risque lié a un statut non indemne est la perte de possibilités d'ex-
porter et la perte de marchés commerciaux. Chaque fois qu’un cheptel est parvenu a
se débarrasser de I'IBR, c’est-a-dire qu’il ne contient plus d’animaux séropositifs, il
bénéficie de la qualification de cheptel indemne (il peut aussi étre en cours d’assainis-

sement).

Par exemple, le taux de qualification en Occitanie a largement progressé, pas-
sant de 36% d’élevages indemnes en fin de campagne 2016, a 75% en fin de cam-

pagne 2018, soit une progression de +39% en 2 ans [20].

1.5.3.2.2. Taxonomie

La maladie fut signalée en 1950 au Colorado sous d’autres noms, tels que «

nez rouge », « pneumonie de la poussiére » ou encore « rhinotrachéite nécrotique ».

34



Le virus responsable de la maladie ne sera isolé qu'’en 1956 par Madin. En France,
l'isolement se fit en 1967 [21].

Cette maladie, qui ne peut infecter que les bovinés (bison, buffles, gnous...),
est due a I'Herpés virus bovin de type 1 (BoHV-1 ou virus IBR, infectious bovine rhino-
tracheitis) appartenant a la famille des Herpesviridae, sous-famille des Alphaherpes-
virinae [22] et genre Varicellovirus. Comme tout Herpes virus, il a donc des capacités
de latence chez I'héte.

1.5.3.2.3. Caractéristiques

C’est un virus de grande taille, qui mesure de 150 a 200 nm. C’est un virus a
ADN, double brin, dont le génome code pour 21 protéines structurales, dont 10 glyco-
sylées [23]. Son tropisme cellulaire comprend les cellules épithéliales, les cellules mo-

nonuclées sanguines et les neurones.

Du fait de son enveloppe, il est trés peu résistant dans I'environnement et no-
tamment aux températures élevées, aux agents physiques, et aux solvants des lipides,
mais il survit en revanche tres bien au froid. Il est aussi détruit par les rayons UV et les
détergents usuels.

1.5.3.2.4. Epidémiologie

La transmission est principalement directe entre les animaux par contact mufle-
mufle mais aussi par voie aérienne sur de courtes distances. La source principale de

virus est le jetage nasal, qui contient du virus dés 24h post-infection [24].

Une transmission génitale est également possible via le sperme et les sécré-
tions vaginales. Enfin la transmission peut étre congénitale lors d’une infection en fin

de gestation.

La période d’excrétion primaire va de 10 a 16 jours avec un pic d’excrétion entre
le 6°™¢ et le 10°™ jour post-infection. Par la suite, I'excrétion dépend beaucoup du

statut immunitaire de I'animal : plus il est immunisé et moins il excrete le virus.
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Les réservoirs de virus sont essentiellement les bovins porteurs latents qui,

suite a un élément déclencheur, permettront au virus de se réactiver et donc I'excréte-

ront.
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Figure 10. Pathogénie de l'infection par le BHV-1 (source personnelle)
Plusieurs facteurs sont impliqués dans I'apparition et le développement de la maladie :

» La saison
Les foyers sont souvent diagnostiqués en période hivernale.

» Limmunité
L'excrétion du virus BHV1 va dépendre de I'immunité acquise de I'animal : ainsi, plus
il sera immunisé contre le virus, moins il risquera d’excréter lors de stimulus. C’est
également I'immunité acquise qui permettrait de diminuer I'expression de la maladie.

Dans tous les cas, un veau ayant encore des anticorps maternels sera protégeé de la

maladie, mais pas de l'infection virale. La latence reste possible.
» L'age

L'’age diminue la sensibilité. On constate d’ailleurs que la mortalité est plus importante

chez les veaux de moins de deux semaines que chez les adultes.
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> Les souches

Elles ne causent pas toutes la méme morbidité et mortalité, a corréler avec I'état im-

munitaire des animaux.

> Le stress (transport, changement alimentaire)

Il entraine la réactivation du virus, mais aussi une diminution des défenses. On a donc

une aggravation de I'expression clinique.

> Les surinfections

Elles provoquent une diminution de I'immunité et accroissent donc I'expression cli-

nique.
1.5.3.2.5. Clinique

La rhinotrachéite est la forme respiratoire de I'infection par le virus BHV-1, mais
d’autres formes existent. En effet, suivant le sous-type viral et sa voie d’entrée, le virus
peut aussi étre a l'origine d’encéphalites, de conjonctivites, d’avortements, ou encore
de formes génitales [25].

Le BHV-1 ne provoque pas de BPI au sens de la définition vue précédemment,
mais une rhinotrachéite. En revanche, il favorise aussi grandement les surinfections

bactériennes ou les co-infections virales, a l'origine de BPI.

La majorité des cas d’infection sont asymptomatiques. Si la forme respiratoire
est déclarée, on observe en premier lieu une hyperthermie marquée (variant entre 40
et 42°C) pouvant durer 3 a 5 jours. On note également souvent de I'anorexie, de I'abat-
tement ainsi que des signes locaux respiratoires et oculaires avec notamment un je-
tage nasal abondant, du ptyalisme, une toux grasse, un épiphora, une congestion des
muqueuses, des dépbts spumeux autour de la bouche et des croltes obstruant les

cavités nasales.

Cette phase aigle dure en moyenne une dizaine de jours, a l'issue desquels la
guérison est souvent spontanée mais ou le pronostic peut aussi étre assombri par
I'apparition de complications bactériennes. Ces derniéres sont favorisées par I'effet
cytolytique du virus sur les cellules des muqueuses nasales et trachéales et son effet

immunosuppresseur.
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1.5.3.3. Le parainfluenza 3

Si le virus est associé aux BPI des jeunes bovins, on estime toutefois que son

pouvoir pathogéne intrinseque est peu élevé ou méconnu.

1.5.3.3.1. Taxonomie

Le virus PI-3 appartient a la famille des Paramyxoviridae, a la sous-famille des
Paramyxovirinae et au genre Respirovirus. Ce dernier est constitué par les virus Pl de
type 1, de type 2 et de type 3. Le type 3 est le seul a étre important cliniquement chez

les ruminants.

1.5.3.3.2. Caractéristiques

C’est un virus de grande taille (environ 150 a 300 nm), enveloppé, a symétrie
hélicoidale. |l posséde a sa surface 2 glycoprotéines : la protéine hémagglutinine-
neuraminidase (HN) et la glycoprotéine de fusion. La HN joue plusieurs réles tels que
I'attachement a la cellule, I'acide sialique (hémagglutinine) et I'activité de clivage de
cet acide sialique (neuraminidase). La glycoprotéine de fusion permet quant a elle au

virus de pénétrer dans la cellule infectée.
1.5.3.3.3. Epidémiologie

Le virus est ubiquitaire et son taux d’infection est élevé ; en France sa préva-

lence est estimée a 65-70%.

L'infection se fait par voie respiratoire via contact mufle a mufle ou via les aéro-
sols et les particules fines transportées par I'air. Ainsi, les veaux vont s’infecter
lorsqu’ils vont partager leur volume d’air avec d’autres animaux infectés excréteurs ;
c’est par exemple le cas lors de leur transport ou lors de leur allotement pour I'engrais-
sement. La principale source de virus est le jetage et on estime qu’un veau infecté va

excréter le virus pendant 8 a 10 jours.

Comme les autres virus, il est d’autant plus stable que les températures sont
basses.
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1.5.3.3.4. Pathogénie

Le virus se multiplie en premier lieu dans la muqueuse respiratoire. Si une vire-
mie transitoire peut ensuite se produire, le virus a principalement un tropisme respira-
toire : il se dissémine localement et va ainsi infecter les cellules épithéliales du tractus
respiratoire et les macrophages alvéolaires. En se multipliant, il va induire une hyper-
plasie et une nécrose de la muqueuse ainsi qu’une destruction des cellules ciliées [26].

Les infections a PI3 sont trés fréquentes, mais dans la majorité des cas, celles-
ci n‘entrainent que des signes cliniques trés discrets voire totalement absents [27].
Cela confirme le fait que le réle de Pi-3 tient plus d’agent initiateur que d’agent patho-
géne au sens premier ; il est donc souvent isolé et identifié de fagon conjointe a
d’autres virus et/ou bactéries lors de troubles respiratoires mais sa gravité est surtout

imputable aux surinfections bactériennes.
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1.5.3.4. Le Coronavirus bovin

1.5.3.4.1. Taxonomie

Le virus appartient a la famille des Coronaviridae. C’est un virus enveloppé a
ARN, de grande taille (surtout pour un virus a ARN) puisque son génome va de 26 a
32 kb.

1.5.3.4.2. Caractéristiques

Initialement associé uniquement aux diarrhées néonatales du veau, le réle du
coronavirus bovin dans les affections respiratoires ne fut découvert que récemment :
en effet, chez des bovins atteints de bronchopneumonies, des antigénes réagissant
avec des anticorps anti-coronavirus bovins ont été identifiés au niveau des poumons
et des cavités nasales. Plus tardivement, le virus fut isolé dans des préléevements res-
piratoires. Aujourd’hui, bien qu'il existe plusieurs souches de coronavirus, le sérotype
est le méme, et aucune distinction ne peut étre faite entre les virus entériques et les

virus respiratoires.

1.5.3.4.3. Epidémiologie

Aucune information épidémiologique en matiere d’affection respiratoire n’existe,
méme si la prévalence du coronavirus semble trés élevée en élevage bovin (pour la

partie entéritique au moins) [28].
1.5.3.4.4. Clinique

L'infection respiratoire par le Coronavirus bovin provoque au niveau histolo-
gique des lésions épithéliales des cornets nasaux, de la trachée mais aussi des pou-

mons.

Cliniquement, les troubles sont peu marqués et on va essentiellement remar-
quer de la toux, de la dyspnée et de I'hyperthermie allant jusque 41°C. Bien sir, des
troubles entéritiques peuvent étre reliées en plus [29].
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1.5.3.5. L’Adénovirus bovin de type 3

1.5.3.5.1. Taxonomie

Les adénovirus bovins sont des virus appartenant a la famille des Adenoviridae
et sont divisés en deux genres au sein desquels 10 sérotypes sont répartis :

- le genre Mastadenovirus comprenant les adénovirus bovins A (type 1), B (type
3), et C (type 10)

- le genre Atadenovirus comprenant les adénovirus bovins D (types 4, 5 et 8),
E (type 6) et F (type 7)

1.5.3.5.2. Caractéristiques

Tout comme les coronavirus vus précédemment, les adénovirus sont a l'origine
de manifestations cliniques d’entérites et de pneumonies (souvent conjointement).

Toutefois, leur implication dans les affections respiratoires a été peu étudiée [30].
1.5.3.5.3. Epidémiologie

Le virus touche essentiellement les veaux de 3 semaines a 4 mois, chez les-

quels on estime la période d’incubation de 7 a 10 jours [31].

Les adénovirus sont ubiquistes ; en France notamment, la prévalence de I'adé-

novirus de type 3 est estimée a 75-85% [32].

Les sources de virus sont les sécrétions nasales et conjonctivales, les matiéres

fécales et I'urine.
1.5.3.5.4. Clinique

Le tableau clinique est celui d’'une pneumo-entérite. Les signes respiratoires
sont les premiers a apparaitre et sont lIégers ; on remarque du jetage séreux occulo-
nasal et de la toux. Un syndrome fébrile ainsi qu’une diminution du GMQ (liée a une
anorexie) sont également notés. Dans un second temps apparaissent des signes di-
gestifs (salivation et diarrhée). Certains animaux pourront également séroconvertir
mais ne présenteront aucun signe clinique ; confirmant le fait que ’Adénovirus 3 ne

semble avoir qu’un réle mineur en pathologie respiratoire.
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1.5.3.6. Le BVDV

Si le virus de la diarrhée virale bovine n’est pas considéré comme un pathogéne
respiratoire primaire, des séroconversions envers le virus ont tout de méme été mises
en évidence lors de certains épisodes d’affections respiratoires ; cela nous amene a le
prendre en compte dans notre liste de pathogénes respiratoires d’'importance diagnos-

tique.

1.5.3.6.1. Taxonomie

Le BVDV est un virus appartenant a la famille des Flaviviridae, et au genre Pes-
tivirus. C’est un virus enveloppé, de petite taille, dont le génome est composé d’'un
ARN simple-brin de polarité positive ; il est donc fragile mais présente une grande

variabilité génomique.

1.5.3.6.2. Caractéristiques

In vitro, le BVDV se scinde en 2 biotypes qu’'on nomme cytopathogéne (cp) et
non-cytopathogéne (ncp) selon la production ou non d'un effet lytique sur les cultures

cellulaires. Seules des souches ncp sont isolées des poumons.
1.5.3.6.3. Epidémiologie

Le virus est ubiquitaire. En France, 60 a 80% des bovins présentent des anti-
corps contre le virus. Par ailleurs, selon les localisations géographiques, la prévalence
des bovins séropositifs varie de 36 a 88%. La source principale de virus est I'lPI (in-

fecté persistant immunotolérant).

Deux modes de transmission sont possibles :
- horizontale lorsque la contamination se fait par contact direct, le virus BDV

pénétre alors via I'appareil respiratoire, digestif, ou la conjonctive.

- verticale lorsqu’une vache gestante s’infecte au cours de sa gestation, le virus
va alors traverser la barriére placentaire et contaminer le foetus. Ce résultat dépend
du stade de gestation et des souches puisque seules les souches ncp parviennent a
traverser la barriére placentaire. Si cette contamination se fait avant le 125°™¢ jour de
gestation, le veau naissant sera infecté de maniére persistante et sera immunotolérant

(IPT) envers la souche infectante. Souvent d’apparence saine, ce veau excrétera de
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facon continuelle le virus et pourra contaminer le reste du troupeau sans signe avant-
gardiste. Notons également qu’une vache IPl donne naissance a des veaux IPI de

fagon systématique.

1.5.3.6.4. Pathogénie

Le virus a un tropisme cellulaire trés large. Il va tout d’abord réduire I'activité
des macrophages alvéolaires. De méme, il va altérer la fonctionnalité des granulocytes
neutrophiles ainsi que des lymphocytes B et T. || provoque donc un état d'immunodé-
pression transitoire facilitant le développement d’autres infections [33].

1.5.3.6.5. Clinique

Le tableau clinique va étre large et trés peu spécifique, on peut noter un syn-
drome fébrile, une anorexie, une chute de production laitiére, une leucopénie, de la
diarrhée, mais aussi des troubles de la reproduction et une maladie des muqueuses

souvent fatale.

En matiére d’affection respiratoire, le role du BDVD est indirect, expliquant de
facon probable I'absence de tableau clinique spécifique ; son rdle est immunosuppres-

seur, facilitant ainsi les autres infections virales ou bactériennes.

Comme pour les autres virus décrits précédemment et dont le réle est plutdt
secondaire, les lésions pulmonaires observées s’expliquent davantage par I'action pa-

thogéne des agents bactériens en surinfection.
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2. Méthodes d’identification des virus respiratoires

Les affections respiratoires touchent par définition de nombreux individus. La
démarche diagnostique concerne donc un diagnostic de troupeau, ou en tout cas de
lot. Il existe deux grands types de diagnostic : le diagnostic direct et le diagnostic indi-
rect.

Par ailleurs, il est primordial de rappeler que la probabilité de détecter I'agent
pathogene recherché dépend directement de la qualité de I'échantillon prélevé, définie
par sa quantité ainsi que les conditions et la durée de son transport.

| Diagnostic virologique |

Mise en évidence du virus ou des
antigeénes viraux ou du génome viral

Mise en évidence des

’ Direct
anticorps anti-viraux

Indirect '

Immunofluorescence

A Cultures cellulaires

Mise en évidence du virus

' ELISA, : |

Mise en évidence du Immunofluorescence

‘ ‘ ' PCR et variantes : ’ ‘ ELISA, Séroneutralisation,

antigénes viraux génome viral

S

Figure 11. Méthodes d'identification des virus (schéma personnel)

Le meilleur préléevement est souvent obtenu sur le site de la Iésion et dans les pre-

miers jours de I'apparition de celle-ci.

2.1.1. Le diagnostic indirect

Chez I'animal vivant, on va chercher a détecter, suite a une infection, des anti-
corps specifiquement dirigés contre I'agent pathogéne recherché (principe de la séro-
logie).

Cette technique présente énormément de limites puisque I'on sait que les veaux
de moins de 4 moins présentent encore des anticorps colostraux ou peuvent avoir
développé des anticorps induits par la vaccination, et nous ne pouvons, dans ces cas-

la, pas interpréter les résultats.
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Cette méthode va alors pouvoir s’utiliser au niveau de la cinétique afin de mettre en
évidence une séroconversion : on réalise ainsi deux prélévements a trois semaines

d’intervalle, le premier en tout début d’infection.

Enfin, un dernier frein a la mise en ceuvre de cette technique est le délai de traite-
ment des analyses puisque I'on n’a le résultat qu’aprés le deuxiéme prélévement. Or,
en pratique courante, plus le diagnostic est établi rapidement, plus le traitement sera
mis en place rapidement et plus il pourra étre efficace. Ce type d’analyses n’est donc
pas bien adapté aux affections respiratoires. A I’heure actuelle, les techniques utilisées
sont de I'ELISA indirect et de 'immunofluorescence, dont les principes sont décrits ci-
dessous.
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Anticorps secondaire
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—
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Figure 12. Principe général de I'immunofluorescence indirecte (schéma personnel)
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Figure 13. Principe général de I'ELISA indirect (schéma personnel)
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2.1.2. Le diagnostic direct

Contrairement au diagnostic indirect qui vise a détecter des traces de l'infection, le
diagnostic direct va directement mettre en évidence I'agent pathogéne. On peut diffé-
rencier trois grands principes de diagnostics directs.

Cela peut s’effectuer par culture, par recherche d’antigénes, ou par recherche
d’acides nucléiques.

2.1.2.1. Isolement des virus en cultures cellulaires

La culture des virus est intéressante puisqu’elle permet non seulement l'isole-
ment viral et donc le diagnostic, mais elle contribue aussi a la production virale (réac-

tifs, vaccins) et aux études fondamentales.

Cette technique de laboratoire est basée sur un principe de réplication du virus :
on parle aussi d'isolement viral en culture cellulaire. Il est important de se rappeler
qu’il 'y a pas de cellule unique permettant a tous les virus de se multiplier. En effet,
les virus ont d’'une part une spécificité d'hote et d’autre part, certains virus ne sont pas
cultivables car ils ne parviennent pas a se multiplier en culture cellulaire in vitro. Ainsi,
afin d’affiner le diagnostic, il sera nécessaire d’inoculer I'échantillon pathologique sur
plusieurs lignées cellulaires (en général 2 ou 3), choisies spécifiquement selon le virus

recherché.

En pratique, I'échantillon est introduit sur le tapis de cellules. On va alors chercher
par la suite a détecter des Iésions cellulaires appelées au sens large « effet cytopa-
thogéne » (ECP); plus précisément, 'ECP est 'ensemble des altérations cytolo-
giques que I'on peut observer lors de la multiplication virale. En effet, la multiplication
du virus va utiliser la plus grande partie des ressources de la cellule, qui sera alors trés
impactée, et ce spécifiquement a chaque virus ; 'ECP va donc dépendre du type cel-

lulaire en culture et du virus qui s’y multiplie.

Sans ECP, d’autres outils biologiques sont disponibles pour détecter la pré-

sence du virus dans les cellules mises en culture.

Cette méthode présente quelques inconvénients ; elle implique que le préléve-
ment initial soit de qualité (comme dit précédemment), puisque la présence des cel-

lules infectées et leur intégrité conditionnent le résultat de 'isolement. On estime que
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la culture virale est plus contraignante que les autres techniques avec des tempéra-

tures a respecter selon la durée de transport [34] :
- transport de plus d’'une heure : 4°C (prélévements autre que sang)

- transport de + de 24h : -70°C

Elle impose également un temps long avant d’obtenir un diagnostic : la multipli-
cation du virus va impliquer plusieurs cycles de réplication et donc ne sera complete
qu’apres quelques jours voire quelques semaines, ce qui peut étre un frein en cas
d’affection respiratoire puisque plus le diagnostic est rapide, plus le traitement sera mis
en place t6t et donc sera efficace.

Enfin, certains virus, comme le VRSB, sont trés fragiles et perdent trés rapide-

ment leur infectivité. lls ne sont donc pas des bons candidats a l'isolement viral.

En pratique, cette méthode ne fonctionne que pour détecter I'IBR, c'est
infaisable pour le VRSB qui est trés fragile et perd donc son pouvoir infectieux.
Pour les autres virus, c'est trop compliqué et ils sont également trop fragiles
donc la méthode perd trop de sensibilité. Par exemple, pour le coronavirus, une
seule lignée cellulaire est disponible pour les isoler, donc c’est trop restrictif.

2.1.2.2. Recherche d’antigénes

L'identification directe est basée sur le principe de la révélation de la réaction
antigéne/anticorps. Cette technique tire ses avantages de sa rapidité mais aussi de sa
capacité a détecter des virus pour lesquels la culture cellulaire est impossible.

2.1.2.2.1. ELISA direct

L'ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) est une technique qui per-
met de détecter une réaction Ag/Ac via une réaction colorée produite par I'action d’une

enzyme préalablement fixée a I'anticorps, sur un substrat.

Elle est basée sur la caractéristique de certains plastiques a adsorber de fagon
stable I'Ag ou I'Ac (monoclonal). Aprés adsorption de notre réactif, des marqueurs en-
zymatiques sont utilisés pour révéler la réaction Ag/Ac. Ce marqueur enzymatique peut
étre porté par I'Ag ou I'Ac (selon ce qui a été adsorbé au début).
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Le systéme enzymatique utilisé est en général soit la peroxydase, qui est peu
stable et dont le substrat est le TMB ou I'OPD, soit la phosphatase alcaline (PAL) dont

le substrat est le NAPD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide phosphate).

Les avantages de cette technique sont avant tout sa rapidité (2h30 en
moyenne), mais aussi sa sensibilité (par l'utilisation d’anticorps monoclonaux) et sa

facilité avec les nombreuses trousses que I'on peut trouver dans le commerce.
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Figure 14. Principe de I'ELISA direct (schéma personnel)

2.1.2.2.2. Immunofluorescence directe

Sa premiere utilisation date de 1956 et a permis l'identification du virus de la
grippe dans des cellules épithéliales.

Comme les techniques précédentes, celle-ci se base sur la reconnaissance du
complexe antigéne-anticorps, la seule différence se trouve au niveau de la révélation
et de la lecture des résultats ; si 'ELISA utilise une méthode de colorimétrie, 'immu-

nofluorescence utilise, elle, une méthode de fluorescence.

La technique consiste a rechercher des antigénes viraux dans des cellules in-
fectées, grace a des anticorps (monoclonaux, dirigés contre le virus recherché) mar-
qués par une protéine fluorescente, appelée fluorochrome (isothiocyanate de fluo-

rescéine, rhodamine).

Ce fluorochrome va émettre de la lumiere lorsqu’il sera exposé a une certaine
longueur d’'onde. Si I'antigene n’est pas présent, les anticorps ne peuvent pas se fixer

et il N’y a donc pas émission de lumiere. En revanche, si I'antigéne est présent, il y a
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formation de complexes immuns, qui seront alors révélés par lecture au microscope a

fluorescence.

Emission de lumiére
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Figure 15. Principe de I'immunofluorescence directe (schéma personnel)

2.1.2.3. Recherche des acides nucléiques

2.1.2.3.1. PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique de biologie moléculaire
permettant I'amplification de séquences d’ADN in vitro, par répétition en grand nombre
d’'une séquence d’acides nucléiques connue, donnant alors plusieurs copies quanti-
fiables et de nombre 2", ot n = nombre de cycles. Cette amplification se fait grace a

une ADN polymérase et des amorces nucléotidiques spécifiques [35].

Le cycle comporte toujours les 3 mémes étapes, qui vont se répéter :

1. Dénaturation des deux brins d’ADN a température élevée

2. Hybridation d’amorces complémentaires d’'une séquence de ’ADN mo-

nocaténaire cible

3. Réaction d’élongation par une ADN polymérase thermostable (Taq poly-

mérase) a partir des oligonucléotides
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Figure 16. Principe général de la PCR (schéma personnel)

Cette méthode permet un diagnostic plus rapide et plus efficace d’infections
causées par des micro-organismes pour lesquels la culture peut étre difficile, voire
impossible. De méme, elle permet de travailler sur des quantités treés infimes d’acides
nucléiques pour lesquelles les hybridations moléculaires « classiques » (Northern Blot
et Southern Blot) ne seraient pas assez sensibles [36].

Ainsi, la PCR a un intérét trés marqué et est la plus utilisée aujourd’hui. Elle
présente tout de méme quelques inconvénients ; elle augmente le risque de contami-
nation entre 2 échantillons différents, du fait de sa sensibilité importante mais elle ex-
pose également au risque de ne pas prendre en compte les variantes génétiques d’un
virus du fait de sa grande spécificité. Enfin, elle ne révele pas non plus le caractére

infectieux du pathogéne.

2.1.2.3.2. RT-PCR

Dérivée de la PCR, la RT-PCR (pour Reverse Transcriptase PCR) est une tech-
nique permettant la détection d'un ARNm rare présent dans un organe, un tissu ou

encore une cellule.
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Le principe consiste a copier les ARN totaux étudiés en ADNc simple brin, par ac-
tion de la transcriptase inverse. Les molécules d’ADN obtenues vont alors jouer le role
de matrice pour une réaction PCR qui utilise un couple d’amorces spécifiques de la
séquence de I'ARN initial qui nous intéresse, comme décrit précédemment [36].

2.1.2.3.3. g-PCR

La g-PCR, ou PCR, ou PCR en temps réel, est une technique de PCR qui per-
met, en plus, de mesurer la quantité initiale d'ADN en continu, en mesurant la quantité
d'amplicons (portions d'ADN définie par un couple d'amorces). Elle apporte ainsi plus
de spécificité et sensibilité a la technique initiale.

Plusieurs méthodes de g-PCR existent, mais le principe général est toujours le
méme. Plus précisément, la PCR en temps réel s’appuie sur la détection et la quanti-
fication d’'une molécule fluorescente dite « reporter » : quand le signal fluorescent aug-
mente, cela signifie que la quantité d’amplicons augmente. Ainsi, en effectuant un suivi
de la fluorescence émise pendant la réaction, il nous est possible de suivre la quantité

d’amplicons présente dans la réaction « en temps réel ».

L'intensité de la fluorescence est exprimée en fonction du nombre de cycles. A
chaque cycle, elle est proportionnelle a la concentration d’amplicons de départ, le cycle
seuil (Ct) représente le nombre de cycles requis ou le signal d’émission de fluores-

cence est statistiquement et significativement plus éleve que la ligne de base. (81)

On décrit par exemple la méthode « Tagman », qui comprend les deux amorces
spécifiques du segment a amplifier et une sonde d’hydrolyse. Ces sondes Tagman
sont des sondes d’hydrolyse qui permettent d’'augmenter considérablement la spécifi-
cité des techniques de g-PCR.

Le principe est basé sur 'activité exonucléasique 5’-3’ de la Tag-polymérase.
Celle-ci clive une sonde marquée lors de son hybridation a la séquence complémen-
taire, libérant ainsi un fluorochrome extincteur (qui empéche le fluorochrome d’émettre
de la fluorescence lorsqu’il est excité) en 5’ et un émetteur en 3'. Le fluorochrome n’est
alors plus « éteint » par I'extincteur, permettant 'émission d’'une fluorescence. C’est
donc, comme vu précédemment, ce signal fluorescent qui permet de mesurer quanti-

tativement 'accumulation des produits PCR.
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La spécificité est augmentée car en plus des deux amorces spécifiques de la

PCR, la sonde elle aussi spécifique d'un autre fragment d'ADN est ajoutée. La sensi-

bilité est augmentée car la fluorescence émise est strictement proportionnelle au

nombre de copies produites au cours de la PCR.

() Fluorochrome
@ Exctincteur

T~

~,

--i

| L’ADN-polymérase a aussi une "
“ activité exonucléasique sur la sonde

- ® *Q

Le fluorochrome émet de la lumiére
lorsqu'il est éloigné de I'exctincteur

Figure 17. Principe de la PCR en temps réel (schéma personnel)

La fluorescence est exprimée en fonction du nombre de cycles d'amplifica-

tion. L'augmentation exponentielle du produit est limitée : la multiplication atteint for-

cément un plateau. La PCR en temps réel permet ainsi la quantification durant la phase

exponentielle de 'amplification.
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Figure 18. Représentation graphique d'amplification d'ADN par g-PCR (schéma personnel)

Le cycle seuil (Ct ou threshold line) est une valeur de fluorescence qui sert de
référence a tout moment, et a laquelle les courbes sont comparées. C’est donc le
nombre de cycles a partir duquel la fluorescence atteint le seuil référence. Ce Ct est
fortement corrélé avec le nombre de copies initial dans I'échantillon puisque plus il y
en a, plus la fluorescence apparait tot.

2.1.2.3.4. PCR multiplex

Le principal inconvénient de la PCR est que cette technique est un diagnostic
orienté ; on ne recherche qu’un pathogéne précis, il faut donc pouvoir le suspecter

initialement.

L'objectif de la PCR Multiplex est de rechercher :

- des agents pathogénes de structure génomique proche en amplifiant une séquence
suffisamment conservée commune aux différents virus recherchés (par exemple des

virus d’une méme famille au sens large).

- des agents pathogénes éloignés mais qui vont provoquer des infections au sein du
méme organe. Dans ce cas, on utilise des systéemes d’amorces spécifiques pour

chaque germe.
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Pour les affections respiratoires des bovins, des kits de PCR multiplex existent
et permettent de rechercher en une seule analyse un grand nombre de virus (RSV,
Pi3, BVD, Coronavirus) et de bactéries (M. haemolytica, P. multocida, M. bovis, H.

somni).

Quatre kits différents ont été utilisés : le bio-T® kit Coronavirus bovin et In-
fluenza D, le bio-T® kit Mycoplasma bovis et Histophilus Somni, le bio-T® kit Mannhei-

mia haemolytica et Pasteurella multocida et le bio-T® kit BoRSV et Pi3.

Tous ces kits permettent la détection des 8 pathogénes majeurs des affections
respiratoires des bovins, par RT-PCR en temps réel avec contréle positif interne endo-
gene (IPC), et ce, a partir d'une méme extraction et d’'un protocole commun d’amplifi-
cation PCR. Les étapes a suivre de I'échantillon jusqu’au résultat de qPCR sont dé-
taillése dans le manuel d’utilisation des kits, conformément aux instructions du fabri-

cant.

Nous détaillerons cependant linterprétation des résultats aprés lecture des
échantillons, car celle-ci doit étre minutieuse et doit prendre en compte les caractéris-

tiques épidémiologiques des pathogenes (vues précédemment) :

Pour le bio-T® kit Mannheimia haemolytica et Pasteurella multocida, les résul-

tats obtenus sur prélévement de type ENP doivent étre interprétés selon le niveau de
positivité obtenu, du fait de la présence naturelle de Mannheimia haemolytica et Pas-
teurella multocida au niveau de I'appareil respiratoire supérieur. Le risque de positivité
liée a une contamination naturelle de I'écouvillon est fort, limitant de fait la valeur dia-

gnostique prédictive positive du test de détection sur ENP.
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M. hae- P. multo-
molytica cida

IPC endogéne Interprétation

Neg Neg Négatif ou Non détecté
Positif ou détecté

Pour P.multocida, un résultat positif (pour

Pos toute valeur de Ct) n’a aucune valeur pré-
Ct < Pos dictive prositive significative dans la me-
35 sure ou elle est aussi détectée avec la
Pos méme prévalence sur ENP de veaux sains
Ct<35 cliniquement)

Positif ou détecté

Pour M. haemolytica, naturellement pré-

— Pos sente au niveau de la trachée, une valeur
Ct>35 de Ct > 35 n’a pas de valeur prédictive po-
sitive significative car aussi observée chez
veaux sains

Pos Pos Neg ou Ct > 35 Positif ou detecté
Ininterprétable (probléme lors de I’extrac-
tion, inhibiteurs dans I’échantillon, pro-

Neg Neg Neg ou Ct > 35 ’ > P

bleme de préléevement avec une quantité
de cellules insuffisante...)

Tableau 2. Différents résultats obtenus pour les échantillons (ENP), kit 1 (d'apres le manuel

d'utilisation Bio-sellal)

Pour le bio-T® kit BORSV et Pi3, pour les échantillons d’ENP, la vaccination

intranasale des animaux par un vaccin bivalent BoRSV et Pi3 peut étre a I'origine d’'un
résultat doublement positif BORSV et Pi3 en gRT-PCR si le prélévement est réalisé

dans les 15 jours post-vaccination.



BoRSV Pi3 IPC endogéne Interprétation

Neg Neg ) )
Négatif ou Non détecté
Ct>40 Ct>40 Pos
Pos Pos Ct<35 Positif ou détecté

Ct< 40 Ct< 40

Pos Pos ) )
Neg ou Ct > 35 Positif ou détecté
Ct< 40 Ct< 40
Ininterprétable (probléme lors de I’extrac-
Neg Neg Ne ou Ct > tion, inhibiteurs dans I’échantillon, pro-
Ct > 40 Ct> 40 & 3 bleme de prélevement avec une quantité

de cellules insuffisante...)

Tableau 3. Différents résultats obtenus pour les échantillons (ENP), kit 2 (d'apres le manuel

d'utilisation Bio-sellal)

Pour le bio-T® kit Coronavirus bovin et Influenza D ;

Coronavi-

e IDV IPC endogéne Interprétation
Neg Neg . : ;
Négatif ou Non détecté
Ct>40 Ct>40 Pos
Pos Pos Ct<35 Positif ou détecté

Ct< 40 Ct< 40

Pos Pos ) ,
Neg ou Ct > 35 Positif ou détecté
Ct< 40 Ct< 40
Ininterprétable (probléme lors de I’extrac-
Neg Neg Ne ou Ct > tion, inhibiteurs dans I’échantillon, pro-
Ct > 40 Ct> 40 & 3 bleme de prélevement avec une quantité

de cellules insuffisante...)

Tableau 4. Différents résultats obtenus pour les échantillons (ENP), kit 3 (d'apres le manuel

d'utilisation Bio-sellal)

Pour le bio-T® kit Mycoplasma bovis et Histophilus Somni, comme dit précé-

demment, les résultats obtenus sur les ENP doivent étre interprétés selon le niveau de
positivité obtenu du fait de la présence naturelle de Histophilus Somni au niveau de
I'appareil respiratoire supérieur. En paralléle, il est difficile de détecter Mycoplasma
bovis a partir d’ENP en raison de sa localisation préférentielle dans les macrophages
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pulmonaires. Un résultat négatif pour cette valence aura donc une faible valeur pré-

dictive négative.

M. bovis

Neg

Pos

Pos

Pos

Neg

H. somni

Neg

Pos Ct <

35

Pos

Pos

Neg

IPC endogéne

Pos

Ct<35

Neg ou Ct > 35

Neg ou Ct > 35

Interprétation

Négatif ou Non détecté
Positif ou détecté

Positif ou détecté

Pour H. somni naturellement présente au
niveau de la trachée, une valeur de Ct > 35
n’a pas de valeur prédictive positive signi-
ficative car aussi observée chez veaux
sains

Positif ou detecté

Ininterprétable (probléme lors de I’extrac-
tion, inhibiteurs dans I’échantillon, pro-
bleme de prélevement avec une quantité
de cellules insuffisante...)

Tableau 5. Différents résultats obtenus pour les échantillons (ENP), kit 4 (d'apres le manuel

d'utilisation Biosellal)
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3. Les virus Influenza

3.1. Présentation générale

3.1.1. Terminologie

Le mot « Influenza » viendrait, selon certains, de l'italien « Influenza di freddo »
qui signifie « influence du froid » et fait référence au caractére saisonnier de la mala-

die, et notamment son caractére plutét hivernal.

Le mot serait apparu en premier lieu en Angleterre au XVIII®M® siécle, faisant
suite a une importante épidémie de grippe. D’ailleurs, le mot grippe qui signifie « sai-
sir » relate le caractére imprévisible et soudain de la maladie, qu’on retrouve d’ailleurs

encore dans I'expression « prendre en grippe ».

3.1.2. Historique

Depuis I'Antiquité déja, les maladies infectieuses sont connues et a I'origine de
grandes épidémies dans I'histoire de 'Homme. Au fil du temps, 'Homme est parvenu
a preciser quels agents étaient responsables de ces épidémies et grace a I'observation
microscopique, la notion de « micro-organisme » fut mise en évidence. Les premiers
virus a étre découverts furent le virus de la mosaique du tabac (en 1892) ainsi que les
virus de la myxomatose (en 1898) et de la peste aviaire, et enfin le virus de la rage
chez ’'homme (en 1885) [37].

La grippe était alors également une maladie connue, puisqu’elle fut responsable
de véritables pandémies au XX°™¢ siécle ; notamment la grippe espagnole, pandémie
de 1918 absolument dramatique. Ces épidémies ont permis de faire avancer les re-
cherches quant aux virus Influenza mais historiquement, l'interprétation de ces don-
nées était soumise a un biais, car les syndromes grippaux étaient également compo-
sés des symptdémes de nombreuses autres maladies, comme le choléra ou encore le
typhus. Ce n’est qu’en 1931 que I'agent pathogéne de la grippe fut isolé par Richard

Schope ; ce fut le premier isolement d’un virus Influenza, réalisé chez le porc.

Chez 'hnomme, I'épidémie de 1936 a permis d’isoler le virus Influenza A (IAV).
De méme, en 1940, le virus Influenza B (IBV) fut isolé par I'équipe de Francis et coll.
Avant cela, des liens entre les grippes chez I'animal et les grippes chez I'homme

avaient déja été notés mais on attribuait, a tort, ces maladies a des bactéries. L'agent
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de la grippe aviaire hautement pathogéne (GAHP) fut décrit a la fin du 19%™¢ siécle
mais ne fut pas identifi€ comme un virus Influenza avant 1955 [38].

| Pandémie | Date | Décs | SousType _

Grippe espagnole 1918-1919 50 a 100 millions H1N1
Grippe asiatique 1957 13 1,5 millions H2N2
Grippe de Hong- 1968 34000 (US) H3N2
Kong

Grippe russe 1977 H1N1
Ré-émergence du

virus HIN1

Tableau 6. Les grandes pandémies de grippe du 20%™ siécle

3.1.3. Taxonomie et classification

Les virus sont des agents biologiques qualifiés de parasites obligatoires car
ils doivent infecter une cellule vivante dite « cellule héte » afin de se multiplier.

Lorsqu’ils sont a I'état libre, ils sont qualifiés de « virions ».

Les virus peuvent se présenter sous des formes variées pour plusieurs raisons ;
premiérement I'un des deux brins d'ADN dans lesquels ils conservent leur information
geéneétique est redondant, par ailleurs, ils peuvent avoir des génomes a simple ou
double brin, et enfin, le génome de certains virus est formé d'ARN et non pas d’ADN.
L'ARN est présent dans les cellules en tant qu’intermédiaire lorsque les génes sont
traduits en protéines. Le génome des virus a ARN peut étre codé dans deux directions
différentes : soit les génes sont stockés dans la direction 5'—3'; on parle alors de po-
larité positive, soit ils sont stockés dans la direction opposée et on parle alors de

polarité négative.

La taxonomie des virus se fait de la méme fagon que celle des autres orga-

nismes cellulaires, a savoir :
Ordre (-virales) > Famille (-viridae) > Sous-Famille (-virinae) > Genre (-virus) > Espece

Leur classification évolue constamment et est gérée par I'ICTV (International
Comity for Virus Taxonomy). Celle-ci se fait selon plusieurs critéres :
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- des critéres majeurs tels que le type et I'organisation du génome viral, la

stratégie de réplication du virus mais aussi la structure du virion

- des critéres mineurs comme le spectre d’héte, le tropisme et pathogénicité

du virus ainsi que ses propriétés et son mode de transmission

Nous pouvons citer la classification de David Baltimore modifiee en 1971 qui
permet de diviser le régne des virus en 7 groupes selon le type de génome des virus.

On retrouve d’abord les virus a ADN soit a double brin (groupe 1) soit a simple
brin (groupe 1), puis les virus a ARN, soit a double brin (groupe lll), soit a simple brin
et on distingue alors ceux de polarité négative (groupe V) et positive (groupe V) (voir

annexes).

Enfin, on retrouve deux derniers groupes (VI et VII) constitués par les virus a

ADN ou a ARN a transcription inverse.

Ces groupes sont eux-mémes subdivisés en plusieurs familles. Les virus In-
fluenza appartiennent au groupe IV et sont donc a polarité négative : autrement
dit le génome de ces virus se présente sous la forme de plusieurs brins d'’ARN qui
doivent d'abord étre transcrits en brin complémentaire dans la cellule cible pour étre
traduits. lls appartiennent plus particulierement a la famille des orthomyxoviridae. lls
sont semblables aux paramyxovirus (groupe V également mais non segmentés) de

par la forme des virions, mais aussi par leur capacité a agglutiner les globules rouges.

La famille des Orthomyxovirus est composée du genre Influenza, mais aussi
du genre Thogotovirus et Isavirus. Le genre /savirus (infectious salmon anemia virus)
regroupe des virus qui infectent notamment les saumons, et les virus appartenant au
genre Thogotovirus infectent notamment des moustiques et des parasites du poisson.
Le genre Influenza est lui divisé en plusieurs types : type A, type B, et type C [39].

Ces virus ont tous une méme nomenclature concernant leur souche ; cela a
été développé dans le but de pouvoir évaluer de fagon plus simple le risque représenté
par 'émergence de nouveaux variants de virus. Cette nomenclature permet aussi de
pouvoir déterminer I'immunité des troupeaux ou des populations contre les préce-
dentes souches circulantes afin que les vaccins puissent étre lancés. Elle inclut le type

de virus ; mais aussi I'espéce a partir de laquelle il a été isolé (si non humain) ; I'origine
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géographique, le numéro d'isolement ; I'année d’échantillonnage ; et, pour les virus
Influenza A uniquement, les sous-types HA et NA. Par exemple, une souche isolée
chez le cheval a Prague en 1956 sera désignée ainsi : A/equine/Prague/1/56 (H7N7).
Par convention, aucune espéce-hbte n’est indiquée lorsqu’il s’agit d’'une souche isolée
initialement chez ’'hnomme, par exemple : A/Paris/908/97 (H3N2).

3.2. Propriétés structurales

3.2.1. Morphologie générale

Les virions sont pléomorphes, filamenteux mais deviennent sphériques in vitro.
Leur taille va de 80 jusqu’a 100nm de diamétre. lls sont composés d’'un noyau central
dense d’ARN divisés en huit (IAV, IBV et Isavirus), sept (ICV) ou six (Thogotovirus)
segments hélicoidaux symétriques, de polarité négative. Le génome mesure de 10 a
14,6 kb en tout.

Leur noyau d'ARN est entouré d’'une enveloppe lipidique constituée de glyco-
protéines. Sur cette enveloppe, on trouve 2 types de glycoprotéines de surface pour
AV et IAB ; homo-triméres de ’hémagglutinine (HA) et hétérotétraméres de la neura-
minidase (NA).

En microscopie électronique, il est pratiquement impossible de distinguer I'AV
et I'IBV. lls ont une forme sphérique ou filamenteuse ; respectivement de l'ordre de
100 nm de diametre ou dépassant souvent 300 nm de long. Les virions de I'lCV sont,
eux, structurellement distincts de ceux des IAV et IBV ; car a la surface des cellules

infectées, ils peuvent former de longues structures en cordon de l'ordre de 500 pm.

Cependant, ils sont similaires sur le plan de la composition, avec une enveloppe
lipidique parsemée de glycoprotéines qui recouvrent a la fois une matrice protéique et
le complexe protéine-ARN, appelé ribonucléoprotéine (RNP). Ce complexe RNP per-
met la réalisation des étapes de transcription et de réplication du virus, permettant
ainsi I'amplification du matériel génétique du virus Influenza. Enfin, pour I'ICV, on
trouve un seul type de glycoprotéine a savoir une hémagglutinine/estérase multifonc-
tionnelle (HEF).
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Figure 19. Virus Influenza A en microscopie électronique (d'apres Internet)

3.2.2. Protéines virales

Les protéines constitutives des virions sont des protéines structurales alors
que les protéines produites pendant I'infection, ne sont pas incorporées dans les nou-
velles particules virales en cours d’assemblage et sont donc des protéines non-struc-

turales qui jouent un réle dans la réplication virale.

Les virus Influenza étant des virus enveloppés, les protéines structurales pré-
dominantes sont des glycoprotéines, des protéines membranaires intégrales de type
| situées a la surface de I'enveloppe et consistant en des spicules (petites « épines »)
glycoprotéiques. Les lipides de I'enveloppe ont, eux, la méme composition que les

lipides des membranes cellulaires.

Le type (A, B ou C) est déterminé par les protéines NP, M1 et M2 tandis
que le sous-type est déterminé par les protéines HA et NA.
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Figure 20. Morphologie générale des virus Influenza (d’apres https://viralzone.expasy.orq)

L'enveloppe de I'lAV est constituée de pics de glycoprotéines de deux types ;
les unes capables de se fixer sur des récepteurs cellulaires et ainsi d'agglutiner cer-
taines cellules libres comme les globules rouges (hémagglutinine HA), les autres
possédant une activité enzymatique (neuraminidase NA), dans un rapport d'environ
quatre pour un, ces pics dépassant de la membrane lipidique [40]. Sur le plan structu-
rel, 'HA est un trimére constitué de 2 régions distinctes : d’une part, une tige compre-
nant un enroulement hélicoidal enroulé a trois brins et d’autre part, une téte globulaire
de feuille béta antiparalléle placée au sommet de la tige [41]. Cette téte contient le
site de liaison au récepteur de I’acide sialique, ainsi que les déterminants antige-

niques variables, nommés differemment selon les sous types.

De méme, la structure tridimensionnelle de la NA est un tétramére en forme de
champignon, inséré dans l'enveloppe virale via un domaine transmembranaire [42].
Son rble est de rompre les liaisons acide sialique — HA par clivage entre les résidus
d’acide sialique terminaux et les glycoprotéines et gangliosides de surface cellulaire.
Cette coupure permet alors la libération des virions (sinon ils restent attachés a la
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cellule héte au niveau de l'acide sialique) mais aussi de séparer les nouveaux virions
entre eux lors de la sortie, augmentant ainsi l'infectivité. Enfin, le mucus de I'épithélium
respiratoire est trés riche en acides sialiques, leurrant ainsi les HA qui s'y attachent
lors du passage des virus ; les NA permettent alors de les en séparer. On pense éga-
lement qu’elle contribue a l'infectivité du virus en décomposant les mucines dans les
sécrétions des voies respiratoires et en permettant au virus de pénétrer dans I'épithé-

lium respiratoire.

L'HA et la NA ont donc un réle crucial dans le cycle de réplication du virus.
L’hémagglutinine intervient dans la reconnaissance et I'adsorption du virus a son ré-
cepteur cellulaire qui est I'acide sialique (N-acétyl-neuraminique). La neuraminidase,
quant a elle, agit plus tardivement dans le cycle de réplication du virus. Elle est impli-
quée dans la libération des virions néosynthétisés par hydrolyse de la liaison acide

sialique — membrane cellulaire.

On trouve également des canaux ioniques matriciels (M2) qui traversent I'en-
veloppe lipidique, au nombre d’environ un canal M2 pour 101-102 molécules HA [43].
L'enveloppe et ses trois protéines membranaires intégrales HA, NA et M2 recouvrent

une matrice de la protéine M1, correspondant au noyau du virion.

Le noyau viral est composé de la protéine d’exportation nucléaire (NEP)
aussi qualifiee de protéine non structurale 2, NS2) et du complexe ribonucléopro-
téine (RNP), qui se compose des segments d’ARN viral enrobés de nucléoprotéine
(NP) et de 'ARN polymérase hétérotrimérique ARN dépendante. Cette derniére est
constituée de deux sous-unités « polymérase basique » et une « polymérase acide »
(PB1, PB2 et PA).

L'organisation du virion de l'influenza B est similaire, avec quatre pro-
téines d’enveloppe : HA, NA et, au lieu de M2, NB et BM2.
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Figure 21. Organisation générale du virus Influenza B (d’apres https.//viralzone.expasy.org)

Pour les virions de l'influenza C, on ne trouve qu'une seule glycoprotéine

de surface principale, la protéine de fusion de I'hémagglutinine-estérase (HEF), qui
correspond fonctionnellement aux virus HA et NA des virus de l'influenza A et B, et une
protéine d'enveloppe mineure, CM2 [40].
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Figure 22. Organisation générale du virus Influenza C (d’aprés https://viralzone.expasy.org)



3.2.3. Génome

Les génomes des |AV et IBV comprennent chacun huit segments d’ARN viral
simple brin (ARNv) de sens négatif (numérotés par ordre décroissant de longueur)
tandis que I'lCV comprend un génome de sept segments.

Dans les IAV et IBV, les segments 1, 3, 4 et 5 ne codent que pour une protéine
par segment : les protéines PB2, PA, HA et NP [44].

Tous les virus Influenza codent, au niveau de leur segment 2, pour la sous unité
de la polymérase PB1 ; ce segment 2 code aussi pour la protéine accessoire PB1-F2,
une petite protéine de 87 acides aminés ayant une activité pro-apoptotique, dans un
cadre de lecture alternatif de +1 dans certaines souches d’lAV, ce qui lui est propre car
aucun analogue a PB1-F2 n’a été identifié dans IAV et IBV. Inversement, le segment
6 d’lAV code seulement pour la protéine NA, alors qu'’il code pour NA mais aussi pour
NB (une protéine membranaire intégrale correspondant a la protéine M2 d’'lAV dans
un autre cadre de lecture pour I'IBV.
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Figure 23. Organisation du génome des virus Influenza A (d’apreés https://viralzone.ex-

pasy.org)
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Figure 24. Organisation du génome des virus Influenza B (d’apres https://viralzone.ex-
pasy.org)

Le segment 7 d’'lAV et IBV code pour la protéine de matrice M1. Dans le génome
d’lAV, le canal ionique M2 est également exprimé a partir du segment 7 par I'épissage
de I'ARN [5], tandis qu’IBV code pour sa protéine membranaire BM2 dans un cadre de
lecture alternatif de +2 [6,7]. Enfin, les deux virus possédent un seul segment d’ARN,
le segment 8, a partir duquel ils expriment la protéine NS1 antagoniste de l'interféron
et, par épissage d’ARNm, le NEP / NS2.

L'organisation du génome d’'ICV est quasiment similaire a celle d’'1AV et IBV,
comme vu précédemment, la protéine HEF remplace les protéines HA et NA au niveau
de sa structure ; c’est pourquoi le génome d’'IVC comporte un segment de moins que
celui d’'lAV et IBV [38].
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Figure 25. Organisation du génome des virus Influenza C (d’apres https://viralzone.ex-

pasy.org)
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3.3.Propriétés biologiques

\S4

3.3.1. Cycle viral
Le cycle viral est divisé en 4 étapes :

L'attachement a la cellule héte
L'entrée du virus dans la cellule héte et I'intégration de son génome

La synthése de I’ARN viral via réplication du génome viral

YV V V VY

La synthése des protéines pour 'assemblage et le bourgeonnement des virions

3.3.1.1. Etape 1: Attachement

Les virions s’attachent aux cellules par la liaison de leur hémagglutinine activée
(ou de la protéine HEF pour ICV), aux récepteurs constitués d’acide sialique sur la

membrane plasmique.
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Figure 26. Liaison de 'hémagglutinine (ou HEF) avec les récepteurs d'acide sialique (schéma

personnel)

Dans les diverses cellules hbtes existantes, les liaisons de I'acide sialique a un
résidu galactose peuvent étre nombreuses (carbone 2 pouvant se lier au carbone 3 ou
au carbone 6 du galactose) ; 'hémagglutinine reconnait ces différentes liaisons et c’est
ce qui détermine le spectre d’héte du virus.
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Par exemple, les liaisons a-2,6 sont prédominantes dans les cellules épithé-
liales trachéales humaines, alors que les liaisons a-2,3 sont plus fréquemment rencon-
trées dans I'épithélium de l'intestin des canards. On trouve également des acides sia-
liques avec des liaisons terminales a-2,3 au niveau de I'épithélium respiratoire humain,
méme si leur abondance est moindre que ceux avec des liaisons a-2,6 [45][46]. Les
humains, les autres primates et les porcs peuvent donc tout a fait étre infectés par les
virus de I'Influenza aviaire, mais leur efficacité sera inférieure a celle des souches hu-
maines [47] [48].

3.3.1.2. Etape 2 : Entrée dans la cellule

Les virus Influenza entrent dans les cellules par endocytose récepteurs-mediée.
Dans I'endosome, le tétramére M2 du canal ionique permet le passage d’'ions H* dans
la particule virale ; I'acidification de I'environnement interne du virion perturbe les inte-
ractions internes entre protéines, permettant la dissociation de la protéine matricielle
M1 du complexe RNP. Le complexe RNP est ainsi libéré de I'enveloppe virale dans le

cytoplasme cellulaire [49].

Cette acidité de I'endosome est trés importante : elle va déclencher un change-
ment de conformation de I'HA permettant d’exposer un peptide de fusion, le domaine
hydrophobique du trimere HA2, qui sert de médiateur a la fusion de I'enveloppe virale
avec la membrane endosomique. Cela permet de créer un pore et contribue au relar-

gage du complexe RNP dans le cytoplasme de la cellule héte.

3.3.1.3. Etape 3 : Synthése de I’ARN viral

Une caractéristique commune a tous les virus Influenza est que toute la syn-
these de 'ARN prend place dans le noyau des cellules, ce qui nécessite que les
RNP (du fait de leur taille) soient activement transportés jusqu’au noyau. Ainsi, une
fois libérés, les RNP vont étre acheminés vers le noyau de la cellule héte au moyen
de signaux de localisation nucléaire (NLS) des nucléoprotéines, qui ordonnent aux
protéines de la machinerie de transport des cellules d’'importer les RNP et d’autres

protéines virales dans le noyau.

Le génome sert deux fois de modéle ; d’'une part, pour la synthése d’ARN mes-

sagers polyadénylés coiffés (matrice pour la traduction des protéines virales) et d’autre
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part, pour la synthése d’ARN intermédiaire réplicatif dans le sens positif (matrice pour
I’ARN génomique de la descendance).

= [ ARN- | #™=

( ) )

ARN + | ARN +
l Nouveaux génomes
Protéines

Figure 27. Devenir du génome viral au sein de la cellule hbte (schéma personnel)

L'’ARNm va tout d’abord étre coiffé, impliquant un phénomeéne de « cap snat-
ching » : '’ARN polymérase virale va cliver la « cap » 5’-methylguanosine et 10 a 13
nucléotides des ARNm précurseurs cellulaires, qui seront ensuite capturés par les pro-
téines PB1 et PB2 (composantes du RNP). Cela servira d’amorces pour initier la trans-
cription d’ARNm viral par '’ARN polymérase virale.

Une fois polyadénylés et coiffés, les ARNm d’origine virale peuvent étre ex-
portés et traduits comme ARNm de I'héte.

Tous les orthomyxovirus étendent la capacité codante de leurs génomes en pro-
duisant 2 protéines a partir de certains génes, en utilisant un mécanisme d’épissage.
L'IAV utilise I'épissage pour les segments 7 (M1 et M2) et 8 (NS1 et NEP/NS2) de ses
génes tandis que I'IBV utilise les segments 8 seulement et 'ICV les segments 6 (CM1
et CM2) et 7 [39].
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Etape 4 : Synthése des protéines pour I’assemblage et le

3.3.1.4.
bourgeonnement des virions

Les protéines constitutives de I'enveloppe HA, NA et M2 sont synthétisées par
les ARNm sur des ribosomes liés a la membrane dans le réticulum endoplasmique, ou
elles sont pliées et acheminées vers I'appareil de Golgi pour modification post-traduc-

tionnelle. Les trois protéines ont des signaux qui les dirigent ensuite vers la membrane

cellulaire pour I'assemblage des virions.
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Figure 28. Schéma bilan du cycle viral et action des anti-viraux (d’apres Université Catholique
de Louvain — Belgique)



La traduction et le tri des protéines non constitutives de I'enveloppe sont moins
bien connus. Le virus Influenza n’est infectieux que si ses virions contiennent un geé-
nome complet de huit segments (ou 7, pour I'lCV). Le bourgeonnement du virus In-
fluenza est effectué au niveau de la membrane cellulaire et est médié par I'activité de
clivage de la NA (comme vu précédemment). Ainsi, pour les virus possédant une NA
inactive ou absente, ou lorsque I'on est en présence d'inhibiteurs de la NA, les parti-
cules virales s'agglutinent a la surface de la cellule et l'infectivité est par conséquent
réduite.

3.3.2. Résistance

Du fait de leurs propriétés structurales et biochimiques, les virus influenza sont
détruits par la chaleur (56°C pendant 30minutes), par I'acidité (pH=3), par les solvants
des lipides (éther, détergents) et sont donc tres labiles dans les conditions environne-

mentales ordinaires.

Le virus se multiplie dans les cellules de I'appareil respiratoire et dans
d'autres organes [38].

3.4. Evolution

L'évolution des virus Influenza est due a deux phénomeénes distincts que sont

les glissements et les cassures antigéniques.

Tout d’abord, les erreurs de réplication de 'ARN polymérase générent des mu-
tations ponctuelles et donc des modifications mineures dans la séquence en acides
aminés, touchant les virus de type A et de type B et étant a 'origine des différentes

épidémies saisonniéres ; ce phénomene est appelé glissement antigénique.
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Figure 29. Glissements antigéniques au cours du temps (d’apres http.//acces.ens-lyon.fr)

Beaucoup plus rarement, et spécifiquement pour le type A, lorsque deux virus
entrent dans une méme cellule, des remaniements importants peuvent se produire par
recombinaison génétique entre les segments géenomiques. Autrement dit, des virus
d’origine porcine, humaine ou aviaire peuvent échanger des fragments entiers d’ARN
au sein d’un héte intermédiaire (généralement le porc). Ces réassortiments, appelés

cassures antigéniques, provoquent I'apparition de nouveaux variants. C’est le cas

par exemple du virus A (H1N1) responsable de pandémies grippales (comme celle
vécue en 2009 [50]) ; c’est un virus H1N1 issu de plusieurs événements dans le temps
de co-infections et aboutissant in fine a la recombinaison de deux virus d’origine por-

cine, d'un virus aviaire et d’'un virus humain [51].
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Figure 30. Principe des cassures antigéniques (d’apres internet)

3.5. Phylogénie

Une phylogénie ou arbre phylogénétique est une structure de classification hié-
rarchique qui représente des relations de parenté entre « objets ». Elle est composée
de nceuds internes formant des branches vers des descendants qui peuvent étre
d’autres nceuds internes ou des nceuds externes, aussi appelés feuilles. Ces feuilles
constituent les « objets » dont on cherche a caractériser les relations de parenté et
chaque nceud interne correspond a un ancétre commun des feuilles qui en descen-
dent. Elle est construite par comparaison d’espéces représentées par un type de don-

nées ; aujourd'hui quasi-exclusivement des séquences moléculaires consensus.

Les analyses phylogénétiques et le fait que tous les virus de sous-types HA et
NA connus se multiplient dans les espéces aviaires, nous menent a I'hypothése que
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tous les IAV infectant des mammiféres sont dérivés de virus Influenza aviaires. Aux
échelles de I'acide aminé et du nucléotide, les taux d’évolution sont significativement
plus bas pour les virus aviaires des oiseaux sauvages. En effet, chez les animaux
sauvages aquatiques, les virus Influenza semblent étre sur une stase évolutive, sug-
gérant une adaptation optimale de ces virus a leurs hotes. Dans cette situation, les
substitutions d’acides aminés pourraient ne pas fournir d’avantages sélectifs. Ainsi,
méme si des mutations surviennent avec des fréquences similaires, elles peuvent soit
ne pas provoquer de changement d’acides amineés, soit en provoquer mais ayant pour
produit un virus moins réplicatif (et donc efficace) que le virus parental, qui va donc
disparaitre progressivement. En revanche, tous les segments de gene de virus de
mammiféres et de volaille plein-air continuent a accumuler des substitutions d’acides

aminés.

Pour les IAV humains, les taux d’évolution varient parmi les segments, reflétant

probablement les différences dans la pression de sélection de I'héte.

Les génes humains H3 et H4 évoluent beaucoup plus vite que les genes PB2,
PB1, PA, NP et M1. De plus, le ratio entre les changements silencieux/total different
significativement parmi les différents génes. Pour le gene H3 et H4, seulement 57%
de tous les changements sont silencieux tandis que pour le géne PB3 plus de 90% le
sont ; les variants ayant des mutations sur la protéine HA sont sans doute sélectionnés
parce qu’ils conférent un avantage en permettant au virus d’échapper a la réponse
immunitaire de I'héte. Inversement, pour la protéine PB2, seulement un niveau limité
de pression immunitaire estimposeé et les contraintes structurales sont sans doute plus

importantes sur cette protéine que la protéine HA.

3.6. Diversité d’hé6tes

L’IAV est retrouvé chez ’lhomme ainsi que chez de nombreux animaux, dont les

oiseaux qui constituent le réservoir principal.

L’'IBV est quant a lui principalement présent chez ’homme qui constitue son
réservoir principal, mais on le retrouve également chez le porc et les phoques. Les

AV et IBV présentent des différences significatives d'évolution et d’épidémiologie ; la
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diversité limitée des sous-types et le réassortiment des génes peuvent expliquer I'éten-
due de la gamme d’hétes plus étroite de I'IBV [52]. IBV a une structure génomique
similaire a celle d’'lAV, et une dérive antigénique de I'HA se produit également, mais
elle est plus lente qu’'lAV.

Virus Influenza A

)

2

Figure 31. Répartition des différents hotes parmi les sous-types de virus Influenza (schéma
personnel)

L’'ICV est pour sa part assez rare et se rencontre chez ’lhomme et le porc. C’est
en réalité un agent pathogéne omniprésent chez I'nomme, et la plupart des humains
sont généralement séropositifs pour le virus a I'adolescence. Contrairement a 1AV et
IBV, il provoque une atteinte respiratoire minime, ou reste une infection asymptoma-
tique. En cas de maladie, l'infection est généralement associée a de la fiévre et de la
toux chez les enfants, et plus occasionnellement, a des surinfections des voies respi-
ratoires inférieures chez les nourrissons [53]. Contrairement aux IAV, les ICV présen-

tent peu de variabilité génétique et évoluent a un rythme constant. En effet, si les 1AV
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existent sous la forme de multiples sous-types et causent une maladie chez de nom-
breux mammiféres, les ICV en revanche, sont composeés d'un seul sous-type dans son

hoéte primaire humain.
En plus des humains, une infection porcine par I'lCV a été rapportée en Chine.

En 1996, I'équipe de Kimura au Japon ont étudié les caractéristiques antigeé-
niques et génétiques de 18 souches humaines de virus Influenza C isolées dans
les villes de Yamagata et Sendai au Japon entre janvier 1991 et février 1993. L'analyse
antigénique avec des anticorps monoclonaux dirigés contre la glycoprotéine de I'HE a
montré que les isolats pouvaient étre divisés en trois groupes distincts et étroitement
apparentés a C / Yamagata / 26/81, C / Aichi / 1/81 et C / Mississippi / 80, respective-
ment. La prise d'empreintes Tl-oligonucléotidiques de I'ARN viral total a révélé que les
six isolats appartenant au groupe du virus C / Yamagata / 26/81 avaient des génomes
trés similaires entre eux, mais trés différents de ceux des isolats de 1988/1990 (sauf

C /Yamagata / 10 / 89) du méme groupe antigénique.

La comparaison des séquences nucléotidiques totales ou partielles des sept
segments d’ARN des trois souches (C / Miyagi / 3/91, C / Miyagi / 9/91 et C / Miyagi /
2/92) représentatives des souches 1991/1993 du groupe du virus C / Yamagata / 26/81
avec ceux des isolats antérieurs du virus grippal C obtenus chez 'homme et le porc
en 1980/1989 a montré que les souches 1991/1993, comme C / Yamagata / 10/89,
sont plus étroitement apparentées aux virus isolés des porcs a Beijing (Chine) en
1981/1982, que de I'un des isolats humains. Cette observation suggére fortement que
la transmission interspécifique du virus Influenza C entre 'homme et le porc a eu lieu
dans la nature, bien que I'on ne sache pas si le virus a été transmis de porc a homme

ou d'homme a porc [54].

3.6.1. Transmission

Utilisant le cobaye comme héte modéle, 'équipe de Lowen et al, a étudié en
2007 les conditions de transmission de I'lAV et a montré que la propagation variait
selon '’humidité relative et la température : en effet, ils ont réalisé vingt expériences a
des humidités relatives comprises entre 20% et 80% et a 5°C, a 20°C ou a 30°C. Ces

derniéres ont montré que les conditions seches et le froid favorisaient la transmission.
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Pour les cobayes infectés hébergés a 5°C, la durée de I'excrétion maximale
du virus était environ 40 heures plus longue que celle des animaux hébergés a 20°C.
Cette augmentation de I'excrétion explique probablement que la transmission soit plus
efficace a 5°C. Pour étudier le mécanisme permettant une croissance virale prolongée,
ils ont déterminé les niveaux d'expression dans les voies respiratoires supérieures de
plusieurs médiateurs immunitaires innés. Les réponses innées se sont révélées com-
parables entre les animaux hébergés a 5°C et a 20°C, ce qui suggére que la tempé-
rature froide (5°C) ne nuit pas a la réponse immunitaire innée de ce systéme. Bien que
I'épidémiologie saisonniére de la grippe soit bien caractérisée, les raisons sous-ja-
centes de la propagation prédominante de I'hiver ne sont pas claires.

Cette étude a également permis de fournir des preuves expérimentales di-
rectes soutenant I'importance des conditions météorologiques dans la dynamique de
la grippe et ainsi répondre a une question de longue date essentielle a la compréhen-
sion de I'épidémiologie et de I'évolution de la grippe [55].
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4. Les virus influenza chez les bovins

Deux types de virus Influenza sont ici concernés ; les virus Influenza A et D.

4.1.Le virus influenza A chez les bovins

4.1.1. Cas naturels, isolement des souches, chronologie

L'IAV n'a été que trés rarement décrit chez les bovins et par conséquent, les
bovins n'ont pas été réellement considérés comme des hétes sensibles au virus In-

fluenza avant I'apparition de I'IDV (que nous détaillerons dans la partie suivante).

Par ailleurs, les études portant sur I'lAV chez les bovins sont trés peu nom-
breuses, et la majorité des études proviennent de Russie, Allemagne et Pologne et

sont souvent dans leur langue maternelle et donc, inaccessibles.

Le premier rapport concernant I'Influenza chez les bovins a été réalisé au Japon
en 1949, ou 160 000 bovins ont été infectés, mais aucun IAV bovin n'a pu étre isolé
dans ces foyers [56]. Cet épisode de grippe bovine a duré peu de temps et s'est résolu
en 2 a 3 jours. Les symptdmes étaient notamment une température élevee (40 a 42°C),
une blépharite, des écoulements nasaux, une anorexie, une pneumonie, des pro-

blemes articulaires et une diminution de la production laitiére.

Parallélement aux pandémies historiques humaines, les bovins ont également
présenté une maladie respiratoire de type grippal et plusieurs souches d'lAV ont été
isolées dans différentes parties de I'Europe et de la Russie a cette époque. Certaines
de ces souches avaient des glycoprotéines HA et NA similaires aux sous-types de H2
et H3 humains, tandis que d'autres étaient différentes de I'lAV humain [57].

Le premier isolat d'lAV d'origine bovine a été rapporté en 1962 [58]. Puis, de
1970 a 1980, des isolats d'IAV bovins ont été signalés dans différentes parties du
monde tandis que vers 1968, une pandémie de grippe H3N2 a Hong Kong est surve-
nue chez I'homme. En 1973, lisolement et lidentification du virus A/Hong
Kong/1/1968(H3N2) chez des bovins souffrant de maladies respiratoires étaient réali-
sés en Russie. De méme, une souche d’'lAV Al/veau/Duschambe/55/71(H3N2) origi-
naire de Russie a été étudiée dans les conditions expérimentales ; issue d'un cas na-

turel de maladie respiratoire chez un veau en phase terminale, elle a ensuite été isolée
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dans des ceufs de poule embryonnés [59]. D’autres souches H1N1 et H3N2 ont été
isolées chez des bovins par la suite.

Une autre étude sur l'isolement des souches IAV a partir de prélevements
nasaux et d'échantillons de poumons de bovins gravement malades a été rapportée a
Budapest, Hongrie, en 1974. Les animaux touchés étaient des veaux et des bovins de
boucherie souffrant de toux associée a des symptédmes respiratoires tels qu'un écou-
lement nasal, un larmoiement, une anorexie et une Iéthargie. Aucune implication bac-
térienne n’a été rapportée dans I'étude, et l'isolation du virus sur des embryons de
poulet a entrainé la mort des embryons au quatrieme jour [60].

Les deux virus isolés en Russie et Hongrie (évoqués précédemment) étaient
porteurs de NA de type 2 mais les glycoprotéines HA n'étaient pas identifiées. Les
souches H3N2 étaient similaires a la souche de prototype humaine H3N2 A/Hong
Kong/1/1968 [61].

D’autres études russes décrivant I'lAV bovin sont parues dans les années 1977-
1978 mais aucun autre rapport concernant des maladies liées a des virus Influenza
chez les bovins n'était disponible jusqu'a la fin du 20°™® siécle. En Grande-Bretagne,
plusieurs études sérologiques ont montré I'implication de I'lAV dans certaines mala-
dies ; par exemple, des bovins présentant une séroconversion pour I'lAV, présentaient
non seulement une baisse significative de production laitiére mais aussi une maladie
respiratoire. L'isolement du virus chez ces animaux n'a pas abouti, néanmoins, aucun
anticorps contre les virus BVD, BHV-1, I'IBR, le PI3 et le VRSB n’a pu étre détecté de
maniére concomitante ; ce qui suggere le role étiologique d’lAV dans la réduction de

la production laitiére [61].

D’autres cas de grippe chez des vaches laitieres présentant une diminution de
leur production laitiére ont été rapportés. Plusieurs troupeaux ont été testés et sur de
nombreux bovins, des titres en anticorps significativement élevés contre deux IAV hu-
mains ont été détectés : 60% pour A/England/333/80(H1N1) et 65% pour A/En-
gland/427/88(H3N2), alors que seulement 5% des vaches étaient séronégatives pour
les deux virus. Ces observations ont clairement indiqué I'exposition et la sensibilité
naturelle du bétail aux IAV humains. D’autres études (en Irlande du Nord par exemple),
ont montré que I'association IAV humain et chute de production laitieére chez les vaches

était repandue dans le début des années 2000.
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En 2008, d’autres nouvelles études ont a nouveau trouvé des titres d’anticorps
importants, dirigés contre les mémes |AV humains, chez un troupeau de vaches lai-
tieres souffrant d'une chute aigué de la production laitiére et testées séronégatives
contre le VRSB, le BVD, I'BR et le PI3 [76].

En bilan, 'lAV a circulé chez les bovins a deux moments différents : dans les
années 1970-1981 puis dans les années 1997-2006. Les souches isolées étaient des
souches humaines, et ce dans différentes parties du monde, montrant que la trans-
mission du virus a eu lieu a l'interface homme-bétail. Le réle épidémiologique des bo-

vins dans la grippe humaine n’a en revanche pas été déterminé.

4.1.2. Cas expérimentaux, expression clinique

Plusieurs études expérimentales ont été rapportées sur des bovins au 20°™e siécle.

En 1977, une étude a comparé l'infection expérimentale de veaux par trois souches
H3N2 de type Hong Kong (A/Michigan/1/72, A/England/42/1972 et A/Aichi/2/1968) et
une souche H3N2, A/veau/Duschambe/55/1971. Linoculation des 3 premieres
souches n’a déclenché aucune maladie respiratoire chez les veaux alors que l'inocu-
lation de l'autre souche a provoqué une maladie avec écoulement nasal, toux et rhinite
légére. Néanmoins, les virus A/Aichi/2/1968 et A/lveau/Duschambe /55/1971 ont été
détectés pendant prés d’'une semaine, indiquant que les veaux étaient sensibles a I'l AV
humain [62].

En 2007, l'inoculation expérimentale de veaux avec la souche HPAIV A/cat/Ger-
many/R606/2006 (H5N 1) a révélé une séroconversion a 100% avec des anticorps neu-
tralisants dirigés contre la souche homologue. La neutralisation du virus et les tests
ELISA effectués 3 mois apres l'inoculation ont montré une séroconversion chez tous
les veaux inoculés mais aussi ceux en contact, fournissant ainsi des preuves de la

transmission par contact [63].

Au contraire, une autre infection expérimentale de six veaux de boucherie et de
deux poneys avec A/equine/Kentucky/1991 (H3N8) n'a pas provoqué d'excrétion vi-
rale, de symptémes cliniques ni de maladie chez les veaux par rapport aux poneys
[64].
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Ces études expérimentales montrent que les bovins pourraient étre infectés par

un IAV dérivé de sous-types d’lAV aviaire, porcin et humain.

Compte tenu du faible nombre d’expériences réalisées, des études supplémen-
taires, notamment en Europe, apparaissent nécessaires pour déterminer le rble patho-
géne des IAV chez les bovins et pour définir 'importance réelle des infections dans les
conditions naturelles. L’adaptation du tropisme des virus influenza, en particulier hu-
mains, aux bovins est probablement limitée, en raison du faible nombre de cas décla-

rés chez les bovins, pourtant en contact étroit avec les humains.

4.2. Le virus influenza D : données actuelles

Jusqu'en 2011, seuls les types A, B et C des Influenza étaient identifiés. Le
virus Influenza D (IDV) fut isolé pour la premiére fois en avril 2011 en Oklahoma aux
Etats-Unis, chez des porcs présentant des signes respiratoires semblables a une

grippe [65].

Avant cela, il était établi que dans la famille des Orthomyxovirus, seuls les IAV
présentaient plusieurs sous-types. Ce virus découvert a été étudié davantage et iden-
tifie comme présentant 50% d’identité globale d'acides aminés vis-a-vis des ICV hu-
mains ; il était donc ressemblant au niveau de son organisation génétique, mais a la
fois distinct en partie des autres ICV : une transmission inter-espéce a l'origine de ce
nouveau sous-type a donc été suspectée et le virus souche fut alors initialement dési-
gné comme le virus C/swine/Oklahoma/1334/2011(C/OK) [66].

Une fois le séquengage complet du génome de ce virus réalisé, I'analyse phy-
logénétique des protéines virales a révélé que I'expression de la protéine de matrice
M1 était différente de celle des ICV : il a été montré que la divergence entre C/OK et
'ICV humain étaient similaires a ceux observés entre IAV et IBV. Aux vues de ces
constatations, la souche a été étudiée afin de voir si d’autres animaux pouvaient en
étre porteurs. Ainsi, le virus nommeé C/OK a été identifié dans des troupeaux de bovins
aux Etats-Unis.

Afin de clarifier le statut taxonomique de C/OK, du réassortiment in vitro et du
typage sérologique par immunodiffusion en gel d'agar (AGID) ont été effectués. Les
réassortiments in vitro utilisant deux ICV humains et deux virus C/OK porcins et bovins
ont démontré que les ICV humains et C/OK étaient incapables de se réassortir et de
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produire un nouveau virus. D’un point de vue antigénique, aucune reconnaissance
sérologique croisée des virions dédoublés dans les détergents n’a été observée dans
le cadre de la méthode AGID.

L'ensemble de ces résultats ont donc démontré que le virus C / OK était gé-
nétiquement et antigéniquement distinct de I''CV humain. La classification du nouveau
virus dans un genre distinct des Orthomyxoviridae de la famille fut proposée. [1]

La découverte de ce virus a la fois chez des porcs et a la fois chez des bovins
est importante ; la co-circulation de plusieurs sous-types de virus Influenza permet une
évolution virale rapide par réassortiment antigénique, une propriété qu’'on pensait
uniquement possédée par les IAV. La capacité de ce nouveau virus a se propager et
infecter d’autres mammiferes, suggere que de tels virus peuvent devenir une menace

potentielle pour la santé humaine.

4.2.1. Propriétés et organisation du virus

L'IDV est un virus dont la structure génomique est identique a celle de I'lCV ;
il se compose de 7 segments génomiques contenant de 'ARN simple brin de sens
négatif (contrastant avec les 8 segments des types A et B).

Ces segments coderaient apparemment pour 9 protéines : une glycoprotéine
hémagglutinine-estérase de fusion (HEF); les polymérases PB2, PB1 et P3; une nu-
cléoprotéine; des protéines de matrice (M1 et CM2) et des protéines non structurelles
(NS1 et NEP).
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Figure 32. Structure des 7 segments génomiques de 'IDV [52]

Sur la figure ci-dessus représentant la structure génétique détaillée de I'IDV, les
cadres de lecture ouverts pour chaque segment sont marqués en rouge, le nom et la

taille des protéines codées sont également indiqués.

Les protéines PB2, PB1, P3, HEF, NP sont traduites a partir d'un ARN transcrit,
alors que les protéines M1 / CM2 et NS1 / NS2 sont générées par épissage. Chaque
segment contient 10 nucléotides conservés a son extrémité 3’et 12 nucléotides con-
servés a son extrémité 5’. Un segment poly-U proche de I'extrémité 5’ est utilisé pour
equiper chague ARNm d’une queue Poly-A.

Chaque segment contient une région non codante (NC) a ses extrémités 5’ et
3’. Les 11 premiers nucléotides (30-C / UCGUAUUCGUC-50) a I'extrémité 3’ et les 12
derniers nucléotides (50-AGCAGUAGCAAG-30) a l'extrémité 5’ sont identiques entre
les 7 segments, sauf la position 1 a I'extrémité 3’ qui est soit une cytosine soit une
uridine [65]. Les séquences 3’ et 5’ du virus Influenza D sont également identiques a
celles de I'ICV,

adénine dans I''DV, mais une cytosine dans I'ICV.

a l'exception du nucléotide en position 5 a I'extrémité 3’, qui est une

84



Ces régions conserveées forment des structures « panhandle » par complémen-
tarité partielle inversée entre les régions S’et 3'. Cette structure unique sert de promo-
teur a la transcription des ARNm et joue un réle essentiel dans la réplication et I'en-
capsidation du génome [67].

En outre, une région riche en uridine a I'extrémité 5’ de chaque segment, sert
de modéle pour la queue poly A présente a I'extrémité 3’ de chaque ARNm. Les régions
non codantes 5’ et 3’, ainsi que les séquences codantes terminales de chaque seg-
ment, contiennent également les informations requises pour le conditionnement de

RNP viraux dans des particules virales.

La grande similarité des séquences conserveées aux extrémités des segments
de génes suggeére la possibilité de réassortiments de segments viraux entre ICV et IDV
dans la nature. Cependant, cela n'a pas été observé en conditions expérimentales.
Les souches IDV ainsi que les souches ICV ne peuvent échanger des segments de

genes qu’entre elles [1].

Les 3 segments les plus longs produisent respectivement les protéines PB2,
PB1 et PA/P3, respectivement, ce qui forme le complexe de polymérase hétérotri-
mérique qui effectue la réplication et la synthése d’ARNm viral. PB1 contient le site
actif de la polymérase (de méme pour la PB1 de I'IDV), alors que PB2 et PA/ P3
comprennent respectivement la liaison cap et les domaines de I'endonucléase requis
pour l'initiation de la transcription par cap-snatching (comme vu précédemment). Le

site actif d'endonucléase de PA / P3 est identique entre I'IDV et les autres virus In-

fluenza. De méme, les résidus de liaison a la guanine du domaine de liaison a la coiffe
sont conservés entre IDV et IAV, mais les résidus de liaison au phosphate sont
différents.

La protéine codée par le troisieme segment s'appelle P3 (au lieu de PA comme
dans le cas de IAV et IBV) car P3 de ICV ne présente pas de point isoélectrique
négatif. Cependant, le point isoélectrique prédit de P3 de IDV est de 6,2, ainsi situé
entre celui du virus grippal A/ B (7.2) et celui du virus grippal C (5.2) [65].

Le quatriéme segment code la glycoprotéine HEF, I'unique spicule de I'enve-

loppe virale, qui est décrite en détail ci-dessous.
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Figure 33. Structure de I'ectodomaine d’'un monomeére de I'IDV [52]

Sur la figure, les chaines polypeptidiques des sous-unités HEF1 et HEF2 sont
colorées en rouge et bleu, respectivement. Les acides aminés du site de fixation du
récepteur sont coloriés en vert. Les résidus asparagines des sites de N-glycosylation
qui sont conserves entre les 'HEF de I'IDV et de I'lCV sont notifiés en petits ronds gris
clair. Ceux qui ne sont pas conservés sont marqueés en gris foncé. S176 est un site de
glycosylation présent sur 'HEF de I'lCV et pas IDV. N330 et N497 sont deux sites de
glycosylation présents sur 'HEF de IDV et pas de I'IDC [52].

Le cinquiéme segment produit la nucléoprotéine NP qui, avec les polymé-

rases et les ARNv, constitue le complexe de la ribonucléoprotéine virale (RNPv).

Le sixieme segment code pour deux protéines, la protéine matricielle M1 qui
est une une protéine membranaire périphérique recouvrant la membrane virale a l'inté-

rieur et CM2, une petite protéine transmembranaire qui présente une activité de canal
H+/

La plus grande protéine M1 est traduite a partir d'un ARN épisseé, mais le dé-
roulé de I’épissage différe entre ICV et IDV.
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Le segment M de ICV produit la protéine M1 par introduction d’'un codon STOP
dans I'ARNm, tandis que I'épissage du segment M de I'IDV ajoute un peptide supplé-
mentaire de 4 acides aminés dans I'exon précédent. L'ARNmM non épissé est traduit
dans la protéine précurseur p42, qui contient un peptide signal interne qui est ensuite
clivé pour générer la protéine membranaire intégrale CM2.

Le septieme segment produit également deux protéines non structurelles NS1
et NS2 par épissage. L'ARNmM non épissé est traduit en protéine NS1 qui inhibe la
réponse a l'interféron cellulaire de type | et 'ARNm épissé traduit une protéine NS2
plus courte (aussi appelée NEP, comme vu précédemment).

4.3. Spectre d’hétes et réservoir

Plusieurs études ont approuvé I'hypothése selon laquelle les bovins seraient
les réservoirs du virus et il semblerait également que les veaux jeunes, sevrés, mélan-
gés et immunologiquement naifs soient les plus susceptibles aux infections du fait

d’'une baisse d'anticorps maternels aprés 6 mois.

Tout d’abord, aux Etats-Unis, des cas d'IDV ont été signalés chez des bovins
au Texas, en Californie et dans des Etats du Midwest, tels que le Kansas, le Minnesota,
le Nebraska et I'Oklahoma, suggérant en premier lieu, d’'aprés des études sérolo-
giques, que les bovins sont le réservoir hote naturel de ce nouveau virus (Hause et al.,
2014). Puis, une autre étude a permis d’isoler le virus sur des animaux malades ; mais
le lien de cause a effet n’était pas clair, il n’était pas évident qu’IDV pouvait ou non
causer une maladie clinique chez les bovins. Les résultats de cette étude ont mis en
évidence la présence du virus dans la population de bovins du Mississippi depuis au
moins 2004 et le fait que les veaux sevrés et mélangés jouent probablement un réle

important dans I'entretien et la transmission du virus.

Afin d’étudier cet aspect, 'équipe de Ferugson et al ont ensuite étudié 3 veaux
laitiers chez lesquels on avait inoculé une souche d’IDV en intra nasale (D/bovine/Mis-
sissippi/C00046N/2014). Puis au jour 1 post-inoculation : un veau séronégatif a été
ajouté a chaque enclos d’animaux expérimentaux. Le troupeau en traitement et le trou-
peau en contact ont présenté une séroconversion et du virus a été détecté dans les
voies respiratoires dans les deux groupes. Al'histologie, on pouvait noter une augmen-

tation significative du nombre de neutrophiles dans I'épithélium trachéal des veaux
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infectés comparé au groupe « contréle » en contact. Tous les veaux ont présenté des
signes cliniques respiratoires, mais ceux-ci étaient d’intensité minime et il n’y avait pas
de modifications de fréquence cardiaque, fréquence respiratoire ni de température as-
sociée, par rapport au groupe « contrble » en contact : cela a permis d’établir que
c’était le virus qui était responsable de I'inflammation trachéale.

Pour mimer la transmission zoonotique, deux furets ont été exposés a un jouet
en plastique imbibé d'un écoulement nasal provenant d'un veau infecté : aucun des

deux furets n’a présenté de signe clinique ou de séroconversion.

Ainsi, il a été montré dans cette étude qu’IDV provoque une maladie respiratoire
minime de Il'appareil respiratoire superficiel lors d’'infection expérimentale de troupeau
et qu'il peut étre activement transmis au sein des troupeaux par des contacts étroits
intra-enclos. Par contre, ils n'ont pas observé de transmission au furet. Cela a renforcé

I'hypothése selon laquelle les bovins seraient les réservoirs du virus [68].

Depuis, il a été montré qu'IDV pouvait infecter les ovins, porcins, et trés
probablement les dromadaires. De méme, des chameaux au Kenya ont été testés
positifs pour les anticorps anti-IDV, ce qui suggére que ce virus a également une
gamme d'hétes plus large que prévu. Des études sont nécessaires pour clarifier la
réactivité croisée des 2 virus (ICV et IDV) chez les camélidés dans les tests sérolo-
giques, afin de déterminer quelles lignées d’IDV circulent en Afrique et évaluer si ICV

et IDV peuvent infecter tous les deux ces animaux.

Dans les échantillons de sérum de porc, les taux de séropositivité dans les es-
sais d'inhibition de I'hnémagglutination sont faibles (9,5%), ce qui indique que le virus
circule chez les porcs, mais n'est pas généralisé. La prévalence de I'IDV chez les bo-

vins est plus élevée, en particulier chez les veaux.

La transmission intercontinentale et la forte prévalence d'IDV, en particulier chez
les bovins, mettent en évidence sa menace potentielle pour les autres animaux

d'élevage et les humains.
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4.3.1. Epidémiologie
4.3.1.1. Prévalence

Ace jour, I''DV a été signalée aux Etats-Unis, en Europe : en France, au Luxem-
bourg, en ltalie et en Irlande ; en Asie : au Japon, en Chine [1] [3] [70].

Des enquétes sérologiques récentes en ltalie ont montré des taux de séro-
prévalence extrémement élevés chez les bovins (92,4% de séropositifs) et une séro-
prévalence faible mais croissante chez les porcs, passant de 0,6% en 2009 a 11,7%
en 2015 [75].

Au Luxembourg, des anticorps anti-influenza D ont été détectés chez 80,2%
des bovins échantillonnés en 2016 (n=440, sur 44 fermes), ce qui suggere une circu-
lation étendue du virus dans tout le pays, pouvant étre qualifiée d’hyperenzootie dans
le pays. Chez les porcins, la séroprévalence était faible mais a augmenté de 0% a
5,9% de 2012 a 2014-2015 [69].

En France, les dernieres données datent de juin 2019 [73]. Cette étude s'est
basée sur la collecte (initialement pour une surveillance d'IBR) de 533 sérums d'ani-
maux répartis sur I'ensemble de la France. Les résultats en sérologie ont montré que
le virus circulait au sein du pays entier, et ce, dans toutes les espéces testées. La
séroprévalence a été mesurée comme plus élevée chez les bovins (47,2% en
moyenne) que chez les petits ruminants (1,5% chez les ovins et 3,2% chez les ca-
prins). De plus, les petits ruminants présentaient des titres en anticorps beaucoup plus
faibles (1:20 a 1:160) que ceux observés chez les bovins (de 1:20 a 1:1280). Par ail-
leurs, pour chaque lot de prélevement sur une année, au moins un sérum était séro-
positif. Des disparités de prévalence sérologique entre les régions frangaises ont été
observées, allant de 3% jusque 70% pour les bovins, de 0 a 5,5% pour les ovins et de
1,3 et 5,8% pour les caprins. Pour les bovins, la plus forte séroprévalence a été obser-
vée en Pays de la Loire et la plus faible en Hauts-de-France. La plus haute prévalence
pour les pays et les régions du Haut-de-France.
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Figure 34. Séroprévalence d'IDV dans les troupeaux bovin, ovin et caprin en France entre
2014 et 2018 [73]

Des anticorps IDV ont aussi été détectés chez des bovins et des petits rumi-
nants d'Afrique du Nord (Maroc) et de I'Ouest (Togo et Bénin). De méme, au Kenya,

les dromadaires portaient des anticorps anti-virus de la grippe C ou D, indiquant un
nouvel hote potentiel pour ces virus. Il a donc été montré qu’IDV circule en Afrique du
Nord et de I'Ouest depuis au moins 2012 ; chez des bovins au Maroc (de 2012 a 2015),
des bovins au Bénin et au Togo (a partir de 2014) et des petits ruminants au Togo (a
partir de 2013).

En Irlande, une étude a été réalisée a partir d’écouvillons nasaux (archivés
des années 2014-2019) sur des bovins (320) chez lesquels une maladie respiratoire
avait été cliniquement diagnostiquée. Au total, 18/320 (5%) des échantillons étaient
positifs pour le virus Influenza D par PCR. Parmi les 18 échantillons positifs, 13 étaient
également positifs par PCR pour 1 ou 2 autres agents pathogénes viraux (BHV-1, Pi3,
CoVB, VRSB, BVD). Le séquengage de ces échantillons a montré que les virus
d'lIrlande étaient regroupés avec les séquences de virus obtenues en Europe dans le
groupe D/swine/OK/1334/2011.

En Chine, deux études ont été réalisées. La premiere a permis d’identifier 3
IDV bovins hautement homogénes a ceux identifiés aux Etats-Unis, ce qui suggére
que I'IDV bovin circule probablement beaucoup et évolue lentement dans le monde.
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451 écouvillons nasaux ont été préleves sur des sujets apparemment sains de 15 trou-
peaux de bovins dans 2 villes dans le Shandong en avril et mai 2014. Trois (0,66%)
d’entre eux étaient positifs pour le virus. Puis, les génomes entiers des virus corres-
pondants ont été séquencés ; les virus ont été désignés sous le nom de virus D/bo-
vine/Shandong/Y127/2014, D/bovine/Shandong/Y 125/2014, D/bovine/Shan-
dong/Y217/2014, respectivement. Les séquences d’acides aminés des 7 segments

génomiques de ces trois virus partagent une homologie de 95,35 a 99,22% avec leurs

homologues isolés aux Etats-Unis. Leurs séquences et structure génomiques ainsi

que leurs relations phylogénétiques renforcent l'idée que ces IDV sont trés similaires
a ceux identifiés aux Etats-Unis en 2013. Cela montre également qu’un nouveau type
de virus Influenza bovin circule probablement largement au sein de I'espece, mais
évolue lentement dans le monde, avec peu de différences génomiques [70]. Dans une
deuxiéme étude, I'IDV a été détecté également comme largement répandu chez des
animaux d'élevage dans la province du Guangdong, dans le sud de la Chine. Les taux

d'infection par le virus étaient particulierement élevés chez les chévres et les porcs.

De I'ARN viral a également été détecté dans des échantillons de sérum et des

féces d'animaux atteints de certaines maladies graves.

En 2016, 607 échantillons cliniques de 4 espéces d'animaux, atteints de diffé-
rentes maladies, et 250 écouvillons nasaux d'animaux asymptomatique, ont été récol-
tés dans 16 fermes de 4 villes de la province du Guangdong. En plus, ont été pris au
hasard 200 échantillons de sérum de vaches de race Prim'Holstein qui étaient archi-
vés, soit 40 par an, de 2011 a 2015 pour étudier la possibilité d'une 1¢ distribution
d'ARN d’IDV dans cette région. Par PCR et séquengage ultérieur, 31 écouvillons na-

saux sont revenus positifs pour le virus soit 12,8% (20/156) chez les vaches laitiéres,
7,3% (4/55) chez les jeunes bovins et 36,8% (7/19) chez les porcs. Sur les 324 échan-
tillons de sérum totaux, 7,8% (15/193) sont revenus positifs chez les bovins laitiers,
5,9% (3/51) chez les buffles et 33,8% (27/80) chez les caprins. Le taux d’infection était
également élevé (28,9% soit 13/45) dans les échantillons de poumon de porc.

L'analyse de I'alignement des séquences a montré que les séquences nucléo-
tidiques des IDV identifiés dans cette étude partageaient une similarité élevée (99% a
100%) avec les séquences précédemment décrites en Chine et une faible similarité
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(93,8% & 98,8%) avec des séquences provenant des Etats-Unis, de la France, de ['lta-
lie, du Mexique et du Japon. De méme, une analyse phylogénétique a révélé que
toutes les séquences d’IDV dans cette étude étaient regroupées avec des séquences
précédemment identifiées en Chine, et appartenaient a la lignée D/OK.

Aux Etats-Unis, la séroprévalence et la transmissibilité du virus ont été étudiées

chez les porcs sauvages en 2012-2013 dans 4 Etats américains. Sur 256 porcs testés,

57 (19,1%) étaient séropositifs pour I'IDV. Sur 96 échantillons archivés séropositifs
pour I'IAV prélevés dans 16 Etats américains entre 2010 et 2013, 41 (42,7%) étaient
séropositifs pour I'IDV.

Des études portant sur l'infectivité de I''DV chez des porcs sauvages ont dé-
montré que I'IDV était excrété 3 a 5 jours aprés inoculation. Les animaux ont sérocon-
verti 21 jours aprés. Des antigénes viraux ont été détectés par coloration immunohis-
tochimique dans les cellules épithéliales des voies respiratoires, de la trachée, du pa-
lais mou et des poumons. Ces résultats suggérent ainsi que les porcs sauvages pour-

raient jouer un réle important dans I'écologie de I'IDV [71].

Au Japon, la présence d’'IDV a été étudiée en janvier 2016 en utilisant des mé-
thodes d'inhibition de I'HA pour tester 28 échantillons de sérum provenant d'animaux
bovins femelles sains. Deux virus présentant des antigénicités hétérologues,
D/swine/Oklahoma/1334/2011 (D/OK) et D/bovine/Nebraska/9-5/2012 (D/NE) (9), ont
ete utilisés en comparatifs. Huit échantillons étaient positifs pour les anticorps dirigés
contre les deux virus, avec des titres d'HA de 1: 80—1: 640 pour D/OK et avec des titres
de 2 a 4 fois inférieurs (1: 40—1: 160) pour D/NE dans chaque échantillon, indiquant
des infections antérieures chez ces vaches, dont I'age variait de 2 a 9 ans.

Les auteurs ont également détecté des anticorps anti-HA dans des échantillons
de sérum d'autres troupeaux de bovins dans plusieurs régions du Japon. Ces données

démontrent la circulation d'IDV au Japon.

Les arbres phylogénétiques généreés en utilisant des séquences de nucléotides
de segments individuels de la souche japonaise (identités de nucléotides de 95% a
97% avec d’autres souches) ont indiqué que cette souche était différente des souches
isolées dans d’autres pays, bien que le segment de matrice ait été inclus dans le méme
groupe que les isolats de France et de Chine. La souche japonaise présentait une

position particuliere différente des autres au niveau de la sérine, identique a une
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souche frangaise, formant probablement le troisieme groupe de I'antigénicité de I'hé-

magglutinine.

Une enquéte sérologique a été menée pour étudier la séroprévalence de I''DV
chez les petits ruminants (ovins et caprins) et les volailles (poulet et dinde). Les résul-
tats montrent des taux de séropositivité de 5,2% chez les ovins et de 8,8% chez les
caprins, indiquant que les deux sont sensibles a I'IDV, alors que tous les échantillons

de sérum de volaille testés étaient négatifs pour les anticorps anti-IDV [52].

4.4. Bilan sur les souches circulantes

100 1 D/bovine/Mississippi/CO0014N/2014
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Figure 35. Arbre phylogénétique de I'IDV (source : Mekata et al, 2017)

Comme décrit précédemment, I'IDV présente de nombreuses similitudes avec
'ICV ; on estime que leurs génomes présentent 50% de similarité. En réalité, cela dé-
pend des génes. Par exemple, les analyses basées uniquement sur PB1 ont révélé
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une identité de 70% entre les deux genres. Ainsi, PB1 est la séquence nucléotidique
la plus conservée parmi les virus Influenza, alors que la région la plus variable est

représentée par HEF.

Lors d’analyse des arbres phylogénétiques, les lignées IDV se différencient des
souches |AV et IBV, puis des souches ICV, suggérant qu’IDV avait probablement un
ancétre commun avec ICV. Les auteurs ont obtenu les mémes résultats en comparant
les séquences PB2, P3, NP et NS.

Actuellement, deux lignées génétiquement distinctes circulent dans le monde.
La premiere a été isolée chez les porcs et la seconde chez les bovins : elles sont
représentées par D/swine/Oklahoma/1334/2011 (D/OK), premiere lignée d'IDV isolée
en 2011 et D/bovine/Oklahoma/660/2013 (D/660). D/OK et D/660 représentent donc
deux groupes génétiques distincts, mais ils présentent en méme temps une réactivité
antigénique croisée et il est rapporté qu'ils se réassortissent fréequemment I'un
avec l'autre. Il existe ensuite un troisieme groupe contenant les deux souches japo-
naises isolées toutes deux de bovins en 2016 : D/bovine/lbaraki/7768/2016 et D/bo-
vine/Miyazaki/B22/2016. Cela suggere qu’IDV a évolué de maniére différente dans ce
pays depuis de nombreuses années. L'arbre phylogénétique (figure 37) basé sur I'ana-
lyse HEF montre les trois groupes représentant les trois lignées circulantes connues

du virus Influenza D.

4.5. L’homme peut-il étre infecté ?

La présence d’anticorps anti-IDV chez des humains, d’autant plus forte quand
les humains ont été en contact avec des bovins, suggére que le virus peut infecter
’lhomme [73].

De nombreux arguments renforcent cette idée qu'il est tout a fait possible que
I'IDV infecte ’'hnomme. Tout d’abord, contrairement a I'lCV, I'IDV se réplique bien dans
des cultures cellulaires dont la température s’éléve a 37°C : la température régnant
dans les poumons [65]. De méme, la cavité de liaison au récepteur est plus ouverte
dans la protéine HEF de I'IDV, ce qui suggere que ce virus peut infecter un plus large
pannel de cellules que I'ICV. En effet, ’THEF de I'IDV se lie a des sections de trachée

humaine. Ainsi, il ne semble pas exister de blocage empéchant I'IlDV d'envahir les
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voies respiratoires inférieures et, pour ce faire, seuls quelques changements géné-
tiques adaptatifs pourraient étre nécessaires. Il est donc tout a fait envisageable que
'IDV ait pu acquérir la capacité d’infecter aussi le tractus respiratoire inférieur, créant
possiblement des symptdmes plus séveéres.

Enfin IDV se réplique chez le furet, qui est le modéle d’'infection pour étudier les
AV humains.

Toutefois, trés peu d’échanges d’acides aminés sont observés entre les pro-
téines des virus circulants (ICV et IDV), laissant penser que I'évolution du virus est
lente. De plus, seule la glycoprotéine de surface HEF est antigéniquement stable, ce
qui signifie que la production de mutants permettant d’échapper aux anticorps n’est
pas fréquente et donc, que I'infection par I'IDV peut entrainer une immunité durable.

En résumé, malgré son potentiel zoonotique, I'importance de I'IDV en santé pu-
blique semble étre assez faible, di au fait que le potentiel pathogénique et la stabilité
antigénique du virus ne change pas beaucoup. Toutefois, puisque les propriétés et
changements des virus Influenza sont difficiles a prévoir, une surveillance accrue du

virus, surtout chez les hommes, est nécessaire.
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PARTIE

EXPERIMENTALE




1. Objectifs

Si les Etats-Unis sont les premiers & avoir isolé le virus en 2011, de nombreux autres
pays ont suivi afin de savoir si le virus était présent dans leurs populations ; c’est le
cas de I'équipe virologie (IHVV) de Toulouse en France, qui a décidé de rechercher si
le virus était présent dans la population bovine en France. L'absence de détection de
pathogeénes respiratoires connus lors de BPI, alors que les conditions de prélevement
et d’analyses étaient optimales, suggérait que d’autres virus pouvaient étre impliqués,

agissant comme agents initiateurs ou comme pathogénes majeurs.

L'IDV a été identifié pour la premiere fois en France en 2014 ([3] ; thése vétérinaire
Alban Fayel en 2017) a partir de prélevements respiratoires de jeunes bovins atteints
de BPI, obtenus dans le Sud-Ouest et en région Bourgogne. Les premiers résultats
indiquaient la présence d'IDV dans 5 prélévements pulmonaires et un écouvillonnage
nasal sur 140 échantillons de Bourgogne, soit une fréquence de détection de 4,8%.
De méme, IDV a pu étre détecté par RT-PCR dans 2,8% des prélevements du Sud-
Ouest. Un isolat a alors été entierement séquencé. Dans notre étude, nous avons con-
tinué ce travail en évaluant d’'une part a plus large échelle la prévalence d’IDV chez le
veau dans le Sud-Ouest de la France et en caractérisant les génomes des isolats ob-

tenus et d’autre part, en étudiant les éventuelles co-infections.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Choix des élevages pour les prélevements

2.1.1. Nombre d’animaux a prélever

Le nombre de prélévements a effectuer reste sujet a discussion et a fait I'objet de
peu d’études. Il dépend des caractéristiques propres a chaque infection (évolution,
morbidité) et du type de prélévement réalisé. Les contraintes techniques (temps pour
se rendre sur les exploitations, temps pour réaliser chaque prélévement, risques liés

a la contention des animaux) sont également a prendre en compte.

Initialement, nous avions pour objectif de prélever 50 a 70 veaux par élevage, dans
30 élevages. Finalement, 19 élevages de veaux de boucherie ont été visités et 50
veaux ont été prélevés dans chaque élevage (sauf dans un élevage ou seulement 45

veaux ont pu étre préleves).

Suite a la récolte de ces échantillons, et aux vues de nos objectifs, 2 écouvillons

ont été prélevés sur chaque veau (un par narine).
Ainsi, au total, 1890 écouvillons nasaux ont été récoltés.

2.1.2. Moment du prélévement

Ces élevages ont été visités entre janvier et décembre 2018 : 3 premiers éle-

vages en janvier 2018, 13 élevages en octobre 2018 et 3 élevages en décembre 2018.

2.1.3. Cartographie des prélévements

Afin d’avoir une couverture géographique assez dispersée, plusieurs départe-
ments de la région Occitanie et de la région Auvergne ont été choisis : le Tarn (Occita-
nie), le Tarn-et-Garonne (Occitanie), I'Aveyron (Occitanie), la Lozere (Occitanie), ainsi
que le Cantal (Auvergne).

Néanmoins, nous nous sommes limités au grand Sud-Ouest de la France.
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Figure 36. Localisation des prélevements : département, région (schéma personnel)

2.2. Synthése des élevages visités

Tous les élevages visités étaient des élevages de veaux de boucherie, qui ré-
ceptionnent des veaux venant de toutes les régions de France entre 7 et 21 jours, puis
qui les nourrissent au lait sur une période variable au maximum 8 mois. La taille
moyenne des élevages visités était de 190 veaux par élevage. Nous avons hommeé

ces élevages de A a S afin de simplifier leur dénomination.

Seuls les élevages Q, R et S visités en décembre 2018 ne figurent pas sur la

carte, mais sont détaillés dans la liste des élevages en annexes.
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Figure 37. Détails des élevages visités (sauf Q, R, S)

2.3.Caractéristiques des veaux prélevés

Les veaux prélevés étaient agés d’'une semaine a 80 jours, certains présen-
taient des signes cliniques respiratoires tandis que d’autres étaient en bon état géné-
ral. Le critére sexe n’a pas été pris en compte.

De maniére concomitante ; des renseignements étaient donc demandés a I'éle-
veur concernant I'épidémiologie de l'infection de chaque élevage : éventuels signes

cliniques, éventuelles mortalités, principaux problémes rencontrés dans I'élevage.

Dans les 3 élevages visités en janvier 2018 (A a C), les veaux étaient agés de
2 a 4 semaines et chez tous, des signes cliniques respiratoires Iégers a modérés ont
été remarqués. Au total, 290 écouvillons nasaux (EN) ont été réalisés avec 100 EN
pour le premier élevage (élevage A), 90 dans le second (élevage B) et 100 dans le
dernier (élevage C).

Dans les 13 élevages suivants, trés peu de signes cliniques ont été remarqués
durant les préléevements. Ici, 100 EN par élevage ont été prélevés, sur un total de 13
élevages (élevage D a P).

Enfin, dans les 3 élevages visités (élevages Q a S) en décembre 2018, 100 EN
ont été collectés dans chaque élevage, sur des veaux tous asymptomatiques.
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2.4. Ecouvillonnage nasal profond des veaux

Un écouvillon stérile de 20 cm avec embout en coton était utilisé, il comportait un
manche en plastique pour éviter qu’il ne se casse en cas de mouvements de I'animal.
Pour des veaux agés de moins de 4 mois, ce qui est le cas dans notre étude, la con-
tention physique de I'animal suffit a la réalisation des ENP.

L'écouvillon était introduit dans la narine de I'animal le plus loin possible vers le méat
dorsal puis vigoureusement frotté contre la muqueuse nasale par un mouvement de

va-et-vient pendant quelques secondes.

Chaque écouvillon était ensuite coupé a ras et élué dans un tube contenant 1ml de
PBS 1X et conservé au froid positif durant le trajet de I'élevage au laboratoire

(quelques heures), puis stockeé a -80°C jusqu’a analyse.

2.5. Extraction d’ADN

Deux techniques d’extraction d’ARN viral ont été utilisées pour cette étude.

Pour la premiére série de prélévements (A a C, janvier 2018) et pour la derniére
(Qa S, décembre 2018), le kit d’extraction manuel « QlAamp Viral RNA mini kit » (Qia-

gen) a éteé utilisé, selon les instructions du fournisseur.

Pour la deuxieme série de prélévements (D a P, octobre 2018), les ARN viraux
ont été extraits avec le robot d’extraction « QlAcube HT » (Qiagen) et le kit d’extraction
« cador Pathogen 96 QlAcube HT Kit » (Qiagen), selon les indications du fournisseur.

Afin de vérifier si la qualité d’extraction d’ARN viral était similaire entre les deux
kits, 29 écouvillons nasaux des élevages D a P ont aussi été extrait avec le kit manuel.
Nous n’avons pas observé de différence en termes de qualité d’extraction et de posi-
tivit¢ en RT-PCRaq.
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2.6. Amplification du géne PB1 par RT-PCRq

La détection d’IDV a été réalisée par RT-PCRq avec le kit Quantinova Probe
RT-PCR (Qiagen), utilisant la chimie Tagman, (Ducatez et al, 2015), et des amorces
et sonde ciblant le gene PB1, décrites ci-dessous (voir Tableau 7). Les amorces utili-
sées ont été congues pour amplifier une petite portion du géne de la polymérase PB1
(second segment du génome d'IDV), un des génes les plus conservés au sein des

virus Influenza.

L'analyse a été effectuée avec le Light Cycler 96 (Roche). Les échantillons présen-
tant des valeurs de Ct (threeshold cycle) supérieures a 40 étaient considérés comme

négatifs.
D/OK Forw 5-GCT GTT TGC AAG TTG ATG GG-3
D/OK Rev 5-TGAAAG CAG GTAACT CCAAGG-3
D/OK Probe 5-TTC AGG CAA GCA CCC GTA GGA

TT-3

Tableau 7. Amorces utilisées pour la RT-PCR (ciblant le gene PB1)

Pour les élevages A a C, l'intégralité des échantillons a été analysée. Pour les
élevages D a T, 14 échantillons ont été sélectionnés au hasard pour étre analysés.

2.7.Culture et isolement

Sur certains des prélevements positifs présentant la valeur de Ct la plus
faible (A13, B19, B20), de l'isolement viral sur culture cellulaire a été réalisé. Deux
lignées cellulaires ont été utilisées : les cellules HRT-18G (cellules tumorales rectales
humaines) et les cellules ST (testicules de porcs). Avant utilisation, chacune des deux
lignées cellulaires a été testée pour Mycoplasma spp. Les cellules non infectées ont
éteé cultivées sur un milieu DMEM, a savoir un milieu a haute teneur en glucose (Gibco

™), supplémenté en pénicilline-streptomycine et 10% de sérum de veau feetal (SVF).
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Les écouvillons fortement positifs en IDV, en milieu PBS1X, ont été tout d'abord
filtrés avec un filtre de 0,22 ym, puis inoculés en premier passage sur une lignée de
cellules hRT-18g confluentes a 80%. Le second passage a été réalisé, en aveugle, sur
des cellules ST. Puis, les cellules ont été infectées, avec tous les échantillons en
double et dans trois dilutions différentes (1:2, 1:10, 1:50). Les cellules ont été infectées
en utilisant le milieu Gibco ™ Opti-MEM ™ a sérum réduit.

Apres une heure d'incubation a 37°C et 5% de CO2, le milieu Opti-MEM a été
complémenté avec de la trypsine TPCK (1 pg / ml, Thermo Fisher Scientific, Etats-
Unis), de I'amphotéricine B (2,5 ug / ml, Sigma-Aldrich, Etats-Unis), de la BM-cycline
(15 ug / ml, de Sigma-Aldrich, Etats-Unis) et de la cyprofloxacine (10 ug / ml, Sigma-
Aldrich, USA). Aprés 4 jours d'incubation dans les mémes conditions, une partie du
surnageant a été recueillie et conservée a -80°C tandis que l'autre partie a été utilisée
pour effectuer un second passage sur les cellules.

Le surnageant prélevé aprés le premier et le second passage a alors été utilisé
pour amplifier les sept segments du génome d’IDV.

2.8. Séquencage

Le génome entier (7 segments d'ADN) de I'IDV isolé a été séquencé et carac-
térisé moléculairement par la méthode de séquengage de Sanger, en utilisant les
amorces décrites au tableau 4, sur séquenceur capillaire Applied Biosystems 3130XL

(Applied Biosystems, Foster City, Californie, USA).

Les séquences obtenues ont été vérifiees manuellement avec le logiciel BioEdit
v7.1, puis comparées avec les séquences nucléotidiques disponibles sur la base de
données GenBank. Des alignements multiples des séquences nucléotidiques ont été
geneéres en utilisant le programme ClustalW sur le logiciel BioEDit, en testant a chaque
fois pour chaque géne le meilleur modéle, avant de procéder aux analyses phylogeé-

nétiques.
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Segment du génome concerné Amorce utilisée pour 'amplifier
1F 5’-AGCATAAGCAGGAGATTTTCAAAG-3’

745R 5’-GCACTACATGCTTGTTGC-3’

667F 5’-GTTTGTGGGACTGAGCAATC-3’
1350R 5’- CCCTGCTTGCGGTATTATC-3’

Hemagglutininesterase (HEF)

1267F 5-‘CCCAAGTATGGCAGATG-3’
2042R 5’- GCAAGGAGATTTTTTCTAAGATT-3’
8F 5’-GCAGAGGATATTTTTGACGC-3’
Matrix (VP) 670R 5’-CCCATATGCTATTCTTGCCAG-3’
602F 5-AAAAAAGAGGCCCAGGCAC-3’
1212R 5’-GCAAGAGGATTTTTTCGCG-3’

1F 5’-GGCATAAGCAGGAGATTATTAAGC-3’
949R 5’-TAAAGGCTCTTACTCCAGAATA-3’
Nucleoprotein (NP)

849F 5’-GCCTTGGTCAATGTGGCTG-3’
1717R 5’-GGGGACTGCAACAGAACCA-3’

8F 5’-GCAGGGGTGTACAATTTCAAT-3’
Nonstructural protein (NS)
804R 5-TCGAAACTGACTTGATTTCATCC-3’

1F 5’-GGCATAAGCAGAGGATTTTAT-3’
736R 5”-TTTTCCTCTTTCTCCGTC-3’

631F 5’-AAAAATGAAGTCTCCAACATTG-3’
Polymerase basic 1 (PB1)

C/OK-Rev 5’-TGAAAGCAGGTAACTCCAAGG-3’
C/OK-Fwd 5’-GCTGTTTGCAAGTTGATGGG-3’
2317R 5’-GATTTTTCTGTTATTAAACAACGC-3’
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1F 5’-GGCATAAGCAGAGGATGTC3’
882R 5’-CCCTTATCTTCTCTGCTGG-3’

796F 5’-AAAAGAAGAGAGATGTTAGAGC-3’
Polymerase basic 2 (PB2)

1776R 5’-TTTTACCCATTATCAAAGCAGG-3’
1724F 5-GAAAGAATAAACACTGATGATG-3’
2353R 5’-GAGGATTTTTTCAATGTGCTTC-3’
1F 5’-GGCATAAGCAGGAGATTTA-3’

759R 5”-TTTTCTTCTAGATGTTCCAGTTTGA-3’

677F 5’-AAAAGAAATCAGGCTGAATGC-3’
1467R 5’-CCAAACAAACAGTCAGTTGA-3’

Polymerase 3 (PB3)

1394F 5’-CCCGGAAAGGTCAAGATAG-3’
2184R 5’-GGAGATTTTTAACATTACAAGGCC-3’

Tableau 8. Amorces utilisées pour amplifier et séquencer le génome entier d’'IDV

2.9. Analyse des co-infections sur différents isolats obtenus

Pour vérifier si I'lDV était présent seul ou en association avec d’autres pathogénes
respiratoires, les préléevements positifs des élevages A, B et C ont été testés au moyen
d’'un kit PCR multiplex pour les autres pathogénes suivants : VRSB, BPi3, BCoV,
M.haemolytica, P.multocida, H.somni, M.bovis).

Un premier kit a été utilisé pour détecter BCoV, IDV, VRSB, Pi3 (Quantinova kit)
et un deuxiéme kit a été utilisé pour détecter M.haemolytica, P.multocida, H.somni,
M.bovis (Biosellal kit), conformément aux instructions du fabricant. Plus de précisions
sont apportées dans la premiere partie.
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3. Résultats et discussion

3.1.Viroprévalence de I'IDV

En résumé, 1890 EN (sur 945 veaux) ont été collectés dans 19 élevages Fran-
cais différents, principalement localisés dans la région Occitanie et Auvergne-Rhéne-
Alpes, au cours de 3 campagnes différentes dans I'année (Février/Mars 2018 ; Octobre
2018 ; Décembre 2018). Sur ce nombre total d’écouvillons, 383 ont été analysés.

Le virus a été détecté dans les élevages A, B, C, F, G, |, J, K, N et O. Le taux
de détection s’est révélé nettement plus important pour les élevages A-C que le reste
des élevages. Les valeurs de Ct les plus faibles ont été obtenues pour les élevages
A-C également.

Concernant ces trois premiers élevages, nous avons observé un taux de détec-

tion de 40%, 89% et 16% pour les élevages A, B et C, respectivement. Les valeurs de
Ct variaient également d’'un élevage a l'autre, allant de 19,5 a 37,8 (voir Tableau 9).
L'élevage ou IDV a été le plus détecté a été I'élevage B, ou quasiment tous les écou-
villons se sont révélés positifs pour le virus. De plus, c’est également dans cet élevage
que les valeurs de Ct étaient les plus faibles : de 19,5 a 31,1. Les valeurs de Ct et le
taux de détection suggérent que les prélévements ont été effectués durant la période
ou IDV était le plus excrété par les veaux. L'élevage C, ou IDV a été le moins détecté
(16%), est aussi celui qui a présenté les valeurs de Ct les plus hautes (33,7 to 36,6).
Le prélévement a sans doute eu lieu en tout début ou a la fin de I'épisode de circulation
d’'IDV dans cet élevage.

Concernant les 13 élevages prélevés en octobre 2018, le taux de détection

d’'IDV s’est avéré beaucoup plus faible, avec seulement 1 veau (élevages F, |, K, N et
O) ou 2 veaux (élevages G et J) positifs (7,1 ou 14,3%). En outre, les valeurs de Ct
obtenues étaient beaucoup plus importantes que celles observées pour les élevages
A, B et C. En effet, la plus faible valeur de Ct était 31,5 et la plus forte 39,8 (élevage
J). Enfin, aucune détection d'IDV n’a été observée dans les 3 élevages prélevés en
Décembre 2018 (élevages Q-R-S) (voir Tableau 10).
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Elevage A Elevage B Elevage C

Nombre EN prélevés

) 50 (50) 45 (45) 50 (50)
(Testés)
% détection 40% 89% 16%
Valeurs de Ct 23a37,8 19,5 a 31,1 33,7a36,6
Tableau 9. Viroprévalence d’IDV dans les élevages A, B et C
EIVE ElvG Elvi ElvJ ElvK ElvN ElvO
Nombre EN
prélevés 50(14)  50(14) 50 (14) 50 (14) 50 (14) 50 (14) 50 (14)
(testés)
% détection 7,1 14,3 7,1 14,3 7,1 7,1 7,1
Valeurs de Ct 37,2 37,1-37,2 37,3 31,5-39,8 37,5 37,6 33,2

Tableau 10. Viroprévalence d'IDV dans les élevages D a T

3.2.Isolement d’IDV et séquences obtenues

Dans cette partie du travail, différents IDV ont été isolés a partir d’échantillons
positifs prélevés dans les trois fermes visitée A, B et C. Pour chaque virus, le génome
entier a été séquencé en utilisant la technologie de séquencage Sanger. Le génome
d'IDV, comme déja décrit dans le chapitre introductif, est composé de 7 segments de
genes. Les trois premiers segments codent pour le complexe de polymérase (PB1,
PB2 et P3), NS pour la protéine non structurale, NP pour la nucléoprotéine, MP pour
les protéines formant la matrice et HEF pour ’hémagglutinine fusion estérase, respon-
sable de la liaison virale aux récepteurs et jouant donc un réle clé dans l'infection des

hoétes.

Dans le premier élevage (A), un seul génome complet de I'IDV (nommeé A13)

a eté amplifié et séquencé avec succes, car un seul échantillon avait une faible valeur
de Ct qui permettait des analyses plus poussées. Un autre échantillon (A31) avait un
Ct éleve (= 36,92) et seuls deux segments pouvaient étre séquences, NS et HEF.
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Dans le troisieme élevage (C), les valeurs de Ct des écouvillons nasaux étaient

encore plus élevées et il n'était pas possible d’obtenir un génome complet avec la
technologie de séquengage de Sanger ; cependant, pour un échantillon (C3), trois
segments ont été séquencés avec succes (NS, MP et HEF).

Pour les échantillons prélevés dans le deuxieéme élevage (B), les faibles valeurs

de Ct et le nombre élevé d'échantillons positifs ont permis d'isoler et de séquencer 4
génomes différents d'IDV complets (B19, B20, B31, B32).

Des analyses phylogénétiques ont été effectuées et des arbres phylogénétiques
(voir figure 38 et annexes) produits pour chacun des sept segments d'IDV. Les sé-
quences obtenues ont été alignées sur toutes les séquences disponibles sur GenBank
pour chaque géne. Le but des analyses phylogénétiques était de confirmer si ces virus
isolés appartenaient au type D/OK, qui est le seul qui circule actuellement a grande
échelle en Europe.

Tous les segments de tous les IDV caractérisés ici appartiennent au type
D/OK si on se réfere aux arbres phylogénétiques. Aucun segment appartenant au
type D / 660 n'a été trouvé. En dehors de ce travail, aucun réassortiment n'a été trouve
ni dans I'étude précédente en France [3], ni en Italie et en Irlande. Cela signifie que,
jusqu'a présent, aucun réassortiment parmi les lignées IDV n'a été détecté en Europe.
Cela contraste fortement avec les résultats obtenus aux Etats-Unis, ol un nombre im-
portant de réassortiments parmi les lignées d'IDV a été constaté méme dans une co-
horte limitée d'échantillons positifs [77].

Par ailleurs, en 2012, en France, un génome différent de ceux que nous avons
caractérisés a été identifié ; un deuxiéeme génome a également été découvert en Ir-
lande en 2014, toujours provenant d’'un échantillon de I'espéce bovine, suggérant ainsi
qu’il pourrait exister en Europe deux lignées en circulation : une lignée en circulation
importante (type D/OK) et une lignée génétiquement distincte (également différentes
des lignées D / 660 et Japan) avec seulement deux séquences disponibles pour le
moment: D/bovine/France/2986/2012 et D/bovine/lrlande/007780/2014. Il n'a jamais

pu étre isolé de virus contenant ces séquences.
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Aux Etats-Unis, les types D/OK et D/660 semblent tous deux étre présents, et
au Japon, tous les IDV isolés semblent appartenir a une autre lignée génétiquement

différente des deux autres (type Japon).

Dans les arbres produits dans cette étude, pour la plupart des segments, les
souches chinoises d’'IDV semblent difféerer génétiquement du type D/OK et du type
D/660 ainsi que du type japonais, formant un groupe différent. Cela n'a toutefois pas
été observé pour le géne HEF, par exemple : les isolats IDV détectés dans les pro-
vinces du Guangdong et du Shandong sont groupées avec le type D/OK et sont
proches génétiquement de lisolat D/swine/Oklahoma/1334/2011 qui représente le
type D/OK. Au contraire, le génome de référence pour le type D/660 est D/bovine/Okla-
homa/660/2013.
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HEF B19
HEF B20
HEF A13G
HEF B 32
B31 HEF

68827.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/173287-4/2016)
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S D
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— D/bovine/France/5920/2014
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_1— KT581418.1 Influenza D virus (D/bovine/Mississippi/CO0030P/2014)
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g9 | KF425655.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/628/2013)
—{ KF425669.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/729/2013)
KM392499.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/14-22/2012)
g3 NC036618.1 Influenza D virus (D/swine/Oklahoma/1334/2011)
_{ KU171129.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S62/2015)
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KMO15508.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y217/2014)
pe 2| MH315966.1 Influenza D vfrus (Dfsw?nequangdnngILXQQEl18)
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LC270268.1 Influenza D virus (D/bovine/Miyazaki/B22/2016)
99 \_‘ LC128433.1 Influenza D virus (D/bovine/lbaraki/7768/2016)
911 LC318668.1 Influenza D virus (D/bovine/Yamagata/10710/2016)
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Figure 38. Arbre phylogénétique du segment HEF. Les IDV isolés ici sont entourés en vert. La
fleche verte désigne les deux virus francais et irlandais différents de la lignée D / OK. Les arbres phy-

logénétiques restants de tous les autres segments sont disponibles en annexes.
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Les modifications au niveau des acides aminés ont également été prises en
compte. Les séquences nucléotidiques de l'alignement utilisées pour construire I'arbre
phylogénétique HEF ont été traduites en acides aminés ; le but de cette analyse était
de voir s'il y avait des changements dans les séquences d'IDV détectées dans les trois
élevages A, B et C, par rapport a I'IDV détecté dans le reste de I'Europe et sur les
autres continents. De plus, les mutations de HEF au niveau des acides aminés pou-

vant modifier sa structure (et donc sa virulence) ont également été recherchées.

Dans deux positions sur HEF, une mutation d’acide aminé a été trouvée et elle
ne pouvait étre référée qu'aux 7 segments HEF séquencés dans ce travail. Ainsi, ces
mutations pourraient étre considérées comme un marqueur moléculaire des souches
d'IDV détectées chez les veaux frangais en 2018 (voir Tableau 7). Aucune différence
n'a été constatée entre les IDV séquencés a partir d'ARN viral extrait et les IDV sé-
guences apres avoir été isolés en culture cellulaire ; cela montre que, comme pour ce
segment, aucun changement ne s'est produit au niveau des acides aminés apres
I'infection des lignées cellulaires. Au contraire, dans quatre autres positions sur
HEF, une mutation d'acide aminé était commune a tous les IDV européens, a savoir
des virus détectés en Irlande, en Italie et en France (voir Tableau 7). Les seules ex-
ceptions étaient les deux souches génétiquement différentes D/bo-
vine/France/2986/2012 et D/bovine/lrlande/007780/2014, montrant ainsi que dans ce
cas, cette différence avec les autres isolats européens se produit €également au niveau

des acides aminés.

Position de I’acide aminé

sur le géne HEF Type de mutation Spécificité de la mutation
Pos 56 T Veaux en France en 2018
Pos 400 Yo H Majorité des veaux en France en

2018

Pos 289 A—>V Plupart des IDV européens
Pos 409 K— R Tous les IDV européens
Pos 563 l—> L Tous les IDV européens
Pos 652 A—>V Tous les IDV européens

Tableau 11. Mutations d'acides aminés dans des génomes isolés d'IDV
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Pour les positions 289 et 400, la mutation ne s'est pas produite pour les HEF

séquences de l'exploitation C, ce qui permet donc, d'aprés les analyses phylogéné-

tiques, de les distinguer génétiquement de I'IDV détecté dans les exploitations A et B.

Le manque de données n'a pas permis de prédire comment ces mutations pour-
raient affecter HEF, par rapport a d'autres lignées d'IDV de travaux antérieurs. En con-
sultant I'article de Song et al. (2016), qui contient des informations pertinentes sur la
structure et I'enchainement des acides aminés du segment HEF, il semble que les
mutations observées sur nos isolats francais ne soient pas impliquées dans des mo-
difications particuliéres de la fonction de HEF et de sa structure effective. Dans notre
étude, D/swine/Oklahoma/1334/2011 a été utilisée ; par conséquent, des modifications
de la séquence d'acides aminés qui ont affecté la structure de I'HEF auraient pu se

produire dans ces IDV nouvellement isolés et provenant de veaux francais.

3.3.Caractérisation des lignées obtenues

Des matrices de distance ont été construites afin d'évaluer la distance génétique
entre les virus séquenceés. L'objectif de ces analyses était notamment de déterminer
les différences génétiques entre les virus isolés dans le méme élevage, mais égale-
ment entre les virus isolés de différents élevages. La limite de cette analyse est le
faible nombre de génomes séquences, qui étaient, comme décrit dans le chapitre preé-
cédent, sept (dont deux seulement partiels).
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Virusde | Distance Identité Virusde | Distance Identité
Segment
I’élevage B | génétique | génétique |I’élevage A| génétique | génétique
B19-B20-
MP 0,0% 100%
B31-B32
B19-B20-
NS 0,0% 100% A13-A31 0,0% 100%
B31-B32
B19-B20-
HEF 0,0% 100% A13-A31 0,2% 99,8%
B31-B32
B19-B20-
P3 0,2% 99,8%
B31-B32
NP B19-B20 0,3% 99,7%
PB1 B19-B20 0,4% 99,6%
PB2 B19-B20 0,8% 99,2%

Tableau 12. Distances génétiques entre les IDV isolés au sein d’'un méme élevage

Le tableau ci-dessus montre les résultats de I'analyse de distance génétique

basée sur la matrice de distance. Des comparaisons n'étaient possibles que pour les

élevages A et B, et dans le cas de I'élevage A, seulement pour les génes NS et HEF

puisque ce sont les seuls a avoir été séquenceés a partir de I'échantillon A31. La dis-

tance génétique intra-élevage n'a pas été calculée pour I'élevage C car un seul gé-

nome y a été séquencé. Les résultats montrent une trés faible variabilité génétique

parmi les virus isolés dans le méme élevage et a partir de veaux différents, montrant

qu'il y avait probablement le méme virus en circulation et infectant les veaux dans le

méme élevage et non deux lignées au méme moment. Dans I'élevage B, les segments

les plus variables concernaient les génes codant pour le complexe polymérase, alors

que HEF, NS et MP étaient les plus conservés. Dans I'élevage A également, HEF et

NS ont montré une conservation trés élevée et une faible distance génétique.
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Une comparaison entre élevages a ensuite été réalisée.

Comparaison Distance Identités
Segment
entre les élevages génétique génétiques

A-B 0,2% 99,8%

B-C 1,2% 98,8%
HEF

A-C 1,4% 98,6%
NP A-B 0,4% 99,6%
P3 A-B 0,4% 99,6%
PB1 A-B 0,4% 99,6%
PB2 A-B 0,6% 99,4%

A-B 0,8% 99,2%
MP B-C 0,8% 99,2%

A-C 0,8% 99,2%

A-B 0,8% 99,2%
NS B-C 1,3% 98,7%

A-C 1,3% 98,7%

Tableau 13. Distances génétiques entre les IDV isolés entre les différents élevages

Le tableau ci-dessus montre les résultats de la comparaison des génomes
d’'IDV isolés dans différentes fermes en termes de distance et d’identité génétique. Il
ressort de I'analyse que les IDV isolés dans les exploitations A et B ne montrent pas
une grande variabilité entre eux : les génes les plus différents (MP et NS) ont une
distance génétique de 0,8%, tandis que les genes HEF sont presque identiques.
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Au contraire, lorsque I'on prend en compte les IDV détectés dans I'exploitation
C, ceux-ci semblent légerement difféerents de ceux des exploitations A et B. Cette dif-
férence peut étre observée dans les valeurs soulignées dans le tableau ci-dessus et
le méme résultat ressort également de I'analyse phylogénétique. Lors de cette ana-
lyse, un seul génome partiel a toutefois été séquencé pour I'élevage C, a savoir les
segments MP, HEF et NS. MP montre la méme variabilité entre les trois élevages, mais
HEF et NS de I'élevage C se distinguent clairement génétiquement des mémes seg-

ments des deux autres élevages.

Cela signifie que, comme pour ces résultats partiels, les virus IDV des élevages
A et B sont trés similaires et que, dans I'arbre phylogénétique, on peut observer qu'ils
appartiennent au méme groupe. Cependant, I'IDV isolé de I'élevage C semble étre
génétiquement différent, méme s'il appartient toujours a la lignée de type D / OK. Cette
différence peut étre vue sur I'arbre représentant I'analyse phylogénétique du fragment
NS (voir figure 40).
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J@922311.1 Influenza D virus (D/swine/Oklahoma/1334/2011)
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Figure 39. Arbre phylogénétique du segment NS



3.4. Co-infections

Al'aide des 2 kits précédemment décrits, 47 échantillons positifs a 'IDV ont été
testés pour les autres pathogénes respiratoires. Les analyses ont permis de mettre en
évidence une détection de M. bovis dans 100% des échantillons testés, et ce, peu
importe la valeur du seuil de détection (qu’on prenne un Ct inférieur a 35 ou inférieur
a 40).

De méme, si I'on prend un seuil Ct < 40, on détecte le BCoV dans prés de
98% des échantillons positifs a I'IDV. En revanche, le VRSB, H.somni et M. haemoly-
tica ont été trés peu détectés avec des pourcentages de détection variant de 2,1% a
8,9%.

Enfin, le virus Pi3 a été détecté dans prés de 25% des échantillons positifs a
I'IDV. Les résultats sont détaillés en annexes.

Hon e 8 8 2 100,0 2,1 2 100,0
tion  Ctsgo 79 9> 9 4,4 , , 4, ,
CieSUlBIS 89;6 8,5 2,2 1,6 100,0 2,1 2,1 100,0

Tableau 14. Bilan des résultats de PCR Multiplex

Ces résultats nous permettent également d’apprécier la sensibilité de la PCR
Multiplex par rapport a une PCR individuelle. Par définition, la sensibilité d’'un test est
la probabilité que le test soit positif si la maladie est présente, son calcul est donné
par: VP / VP + FN ou VP représente les vrais positifs, et FN les faux négatifs.

Ici, nous pouvons faire une approximation de ce calcul en prenant pour VP le
pourcentage de positifs détectés par la PCR individuelle et pour FN la différence entre
le pourcentage de positifs détectés par la PCR individuelle et ceux détectés parla PCR
Multiplex. On obtient grace a ce calcul une sensibilité moyenne de 98% sur tous les
échantillons testés ici.
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4. Conclusion générale et perspectives

Cette étude réalisée en 2018 a permis une caractérisation moléculaire compléte
d’'IDV, par isolement viral a partir d’écouvillons nasaux prélevés dans des élevages de
veaux de boucherie. Le choix des élevages de boucherie reposait sur deux criteres.
Le premier était que ces élevages réceptionnent en un temps donné un nombre im-
portant de veaux provenant de régions différentes. L’'allotement et la mixité des veaux
devait ainsi favoriser I'infection et nous donner plus de chances pour détecter et isoler
IDV. Le deuxiéme était purement technique car il nous permettait d’accéder a un grand
nombre de veaux a des périodes différentes dans I'année. Nos résultats indiquent
qu’IDV circule actuellement chez les veaux frangais de boucherie. Toutefois, notre
étude présente de nombreuses limites qui ne nous permettent pas d’étendre nos ré-
sultats a I'ensemble des troupeaux bovins présents sur le territoire francais. Premiére-
ment, notre cadre s’est limité aux veaux de boucherie, et a deux régions du sud-Ouest
(Occitanie-Auvergne). Par ailleurs, nos prélévements n’ont été réalisés qu'en 2018
donc nous n’avons pas de comparaison historique possible. Notre étude a aussi été
limitée par le tres faible nombre d’échantillons positifs a I'IDV sur le nombre total
d’échantillons testés.

Quoiqu'il en soit, nous avons aussi observeé une différence de prévalence entre
élevages de veaux de boucherie lors de ce travail, avec de fortes prévalences pour les

élevages A, B et C. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces différences.

Premiérement, nos prélévements se sont limités a la période automne-hiver,
avec trois moments distincts : octobre (mi-automne), début décembre (fin automne),
et février (mi-hiver). Le bilan annuel Météo France souligne que les températures ont
été nettement supérieures aux moyennes usuelles pour les mois d’octobre et dé-
cembre, mois au cours desquels la deuxiéme et la troisiéme série de prélevements ont
été réalisées, et pour lesquels les échantillons ont été trés faiblement positifs pour
I'IDV, voire pas du tout. En revanche, pour le mois de février, on constate que la tem-
pérature moyenne était de 3,5°C, soit une température nettement inférieure, coincidant

avec davantage de prélevements positifs pour IDV.
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Aux vues de nos résultats et en comparaison avec les températures de chaque
période concernée, il semblerait que I'IDV soit davantage présent lorsque les tempé-
ratures sont basses. Ces résultats sont tout a fait cohérents puisque I'on sait que la
transmission des virus Influenza est favorisée par des conditions météorologiques

froides et humides [55].

Température moyenne en

France
Février 3,5°C
Octobre 14,4°C
Décembre 7,7°C

Tableau 15. Bilan climatique (températures) annuel pour les trois mois qui concernent nos

prélevements (d'apres MétéoFrance)

Le deuxieme facteur est lié a la conduite d’élevage et au batiment. Dans les
divers élevages de veaux de boucherie que nous avons visités, la répartition des ani-
maux était variable. En effet, dans les élevages A et B, les veaux étaient dans des
parcs paillés d’environ 20m sur 20m ou on trouvait une vingtaine de veaux mélangés,
tandis que dans I'élevage C, les veaux étaient en cases individuelles sur caillebottis.
Pour les autres élevages, allant du D au S, les veaux étaient soit en cases individuelles
sur caillebottis, soit en cases collectives sur caillebottis, selon 'dge des veaux.

Elevage concerné Répartition des veaux au sein du bati-
ment
AetB Parcs paillés 20x20m pour environ 20
veaux
C Cases individuelles sur caillebottis
Das Cases individuelles ou collectives sur
caillebottis

Tableau 16. Répartition des veaux en fonction des élevages visités
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Comme vu précédemment, les cases collectives sur caillebottis sont obtenues
par le retrait des barrieres des cases individuelles, constituant alors des lots d’'une
dizaine de veaux a chaque fois. Or, nous avons observé un taux de détection d’IDV
de 40%, 89% et 16% respectivement pour les élevages A, B et C, tandis qu’IDV était
quasiment absent des autres élevages D a S. Cela souligne I'importance de la répar-
tition et du mélange des animaux mais €galement I'environnement. De grands parcs a
veaux avec un nombre important d’animaux sembleraient étre plus propices a la pré-

sence et au développement d'IDV.

Enfin le troisieme facteur concerne le délai entre I'allotement et les préléve-
ments. Si I'on suppose que I'allotement est une source majeure de contamination et
transmission du virus, il apparait évident que la période de prélévements optimale se
situe dans les quelques jours qui suivent. Cependant, nous n’avons pas pu étudier ce
facteur de risque car nous n’avons pas noté cette information lors de nos préléve-

ments.

Sil'on s’intéresse maintenant au pouvoir pathogéne d’IDV, les élevages qui pré-
sentaient des veaux cliniques au niveau respiratoire sont ceux pour lesquels on a dé-
tecté le plus de virus, laissant supposer un role pathogene d’IDV. Toutefois le nombre
limité d’élevages testés (19) ne nous permet pas de confirmer statistiquement cette
hypothése. Par ailleurs deux facteurs doivent étre pris en compte. Premiérement, tous
nos prélevements se sont limités a des écouvillons nasaux profonds qui ont pour
inconvénients de cibler le secteur naso-pharyngé et aussi d’étre contaminés par la

flore commensale, en comparaison avec I'ATT et le LBA (voir tableau 17).
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Avantages Inconvénients

Simplicité et rapidité Contamination par la flore bacté-
c . Contention aisée rienne commensale
Ecouvillonnage . . (. e
Mélange possible Secteur naso-pharyngé : imputabilité
nasal profond N . . . .
Colt diagnostique pour une infection du
Technique non invasive tractus respiratoire profond ?

Technique invasive

Aspiration Trans- Contention aisée . [ ‘
. . . Faible volume récolté
trachéale Secteur trachéo-bronchique N
Cout
Contention
Secteur bronchique et alvéolaire Méthode invasive
Lavage broncho- ] . .
s Volume récolté Peu rapide
alvéolaire N - A
Peu de contamination bactérienne Colt

Mélange possible

Tableau 17. Comparaison des méthodes de prélevement

Peu d’études ont permis de comparer ces techniques entre elles, et pour les
troubles respiratoires dus a des virus, il n’a pas été montré de différences entre 'TENP
et 'ATT [74]. Toutefois il est difficile d'imputer la présence de troubles respiratoires
pulmonaires sans détection du virus dans I'appareil respiratoire profond. Une étude
expérimentale récente [78] a montré qu’IDV était capable d’induire des signes cli-
niques respiratoires modeérés chez des veaux naifs et de se répliquer dans les appa-
reils respiratoires superficiel et profond. Cela suggére que nos animaux testés positifs
en écouvillons nasaux profonds pourraient aussi avoir été infectés dans I'appareil pul-
monaire. A l'inverse, une étude récente de séroprévalence [73] montre une forte pré-
valence des infections a IDV dans les élevages bovins frangais, laissant suggérer un
réle pathogene modéré d’IDV dans la mesure ou sa fréquence de détection lors de
BPI est faible. Etant donné qu’IDV a été isolé il y a quelques années seulement, on
pourrait soutenir 'lhypothése que son potentiel pathogene est plutdt limité. Cependant,
on pourrait aussi imaginer que le virus pourrait ne se soit étendu aux porcs et aux
bovins que récemment, probablement a partir d'un autre réservoir animal naturel

encore inconnu a ce jour. Si on considere, de plus, le role supposé du porc comme
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« mélangeur » pour le réassortiment des virus Influenza aviaire et humain afin de gé-
nérer des virus génétiquement nouveaux, souvent pandémiques, on pourrait tout a fait
envisager que les porcs jouent un réle similaire dans I’écologie des IDV. Etant
donné que les porcs sont sensibles a la fois a I'ICV et a I'IDV, il est conseillé de sur-
veiller en permanence les porcs pour suivre d’éventuels réassortiments d'IDV. On ne
sait pas non plus s’il y a davantage de virus au génotype similaire a I'DV qu’a I'ICV,

circulant chez les bovins et autres hotes.

Le deuxiéme facteur a prendre en compte dans I'expression clinique d’IDV con-
cerne les co-infections puisque nous avons mis en évidence dans notre étude la pré-
sence systématique de M. bovis et du coronavirus bovin en association avec IDV. Cela
confirme des données préalables de terrain qui montrent I'importance des co-infec-
tions dans les BPI. Le coronavirus bovin est le virus le plus fréquemment détecté lors
de BPI mais trés fréequemment en association avec d’autres pathogénes et son pouvoir
pathogéne n’a jamais été clairement montré en conditions expérimentales. M. bovis
est une bactérie qui posséde un pouvoir pathogene respiratoire reconnu depuis
qguelgues années mais on ne sait pas si elle intervient seule ou en association avec
d’autres agents respiratoires. Auparavant, une seule étude s’est intéressée aux co-
infections concomitantes a IDV, en évaluant plus précisément la pathogenése d’IDV
en synergie avec M. haemolytica chez des bovins co-infectés [79]. Ainsi, 16 veaux
laitiers ont été répartis en 4 groupes et ont ensuite été infectés soit avec IDV seul, soit
avec a la fois IDV et M. haemolytica, soit avec M. haemolytica seule, soit avec aucun
agent pathogéne. Aucune différence significative concernant la clinique et la pathogé-
nie n‘ont été mises en évidence. En revanche, cette étude a montré qu’en conditions
experimentales, 'infection par IDV avant M. haemolytica ne réduisait ni les signes cli-

niques ni les Iésions pulmonaires par rapport a une infection par M. haemolytica seule.

Récemment I'équipe de virologie de Toulouse a réalisé en conditions expéri-
mentales une co-infection de veaux naifs par IDV et M. bovis. Les premiers résultats
montreraient qu’IDV module la réponse immunitaire de I'héte et favorise la virulence
de M. bovis (travaux en cours de finalisation sur une autre thése). D’'une maniére gé-
nérale la compréhension des mécanismes d’interaction entre pathogénes respira-
toires, qui plus est dans un environnement microbien (microbiote), est un axe de re-
cherche majeur pour mieux comprendre la genése des BPI et trouver des alternatives

thérapeutiques aux antibiotiques. La pertinence de I'IDV pour la médecine vétérinaire

122



doit donc étre approfondie, c’est-a-dire que ce qu'’il nous reste a déterminer de plus
important est la capacité ou non du virus a provoquer une maladie seule ou unique-

ment dans le cadre des BPI.

Enfin, nous avons constaté que les souches isolées dans notre étude étaient
phylogénétiquement proches des souches européennes, et ne présentaient pas de
réassortiments (D/OK-like). Ainsi, selon les souches trouvées, on peut se poser la
question de l'impact d’échanges de bovins intra-Europe sur la diversité des souches
d’'IDV rencontrées. Or, ici, nous nous sommes limités aux veaux de boucheries, qui
viennent tous strictement d’élevages frangais, et nous ne pouvons donc pas nous in-
téresser a ce point. Malgré cela, deux virus différent de tous les IDV détectés en Eu-
rope jusqu’a présent, a savoir D / bovine / France / 2986/2012 et D / bovine / Irlande /
007780/2014. Ces deux virus ne se regroupent pas complétement avec les virus de
type D / OK, mais ils appartiennent au méme groupe phylogénétique, malgré la dis-
tance génétique relativement élevée. Nous pouvons donc nous demander comment
cette souche a pu étre présente en Europe, et si un autre héte que le bovin ne pourrait
pas étre impliqué dans la transmission (comme nous I'avons déja évoqué dans les
paragraphes précédents). Toutefois, en I'absence d’isolement du virus, on ne peut con-

firmer son infectivité et sa réalité épidémiologique sur le terrain.
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Conclusion générale

Notre étude a permis la détection d'IDV en France, dans le Sud-Ouest de la
France essentiellement en février 2018 en région Occitanie, avec une viroprévalence
élevée dans trois élevages de veaux différents. L'excrétion virale élevée détectée a
partir d’écouvillons nasaux profonds prélevés suggere que ce virus pourrait avoir un
tropisme particulier pour les jeunes veaux. La lignée du virus isolé est de type D / OK
et ce dernier présente une identité génétique élevée avec un IDV détecté dans le nord
de I'ltalie. Aucun réassortiment avec d'autres lignées d’IDV n'a été trouve.

De nombreux points relevés dans notre étude restent donc a éclaircir et davan-
tage de prélévements sont a réaliser ; a la fois dans d’autres régions, mais aussi pos-
siblement dans les mémes élevages que nous avons visités afin de pouvoir effectuer
une comparaison entre saisons (contraste été/hiver) mais aussi pour pouvoir comparer
avec les prélévements plus anciens. Il serait aussi intéressant de comparer des éle-
vages dans lesquels les échanges européens sont plus ou moins importants. Enfin,
serait également intéressant d’étudier d’autres espéces afin d’avoir une idée de la di-
versité génétique de I'DV et de trouver potentiellement une espéece chez laquelle IDV
est capable de se réassortir.
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Annexe 1. Classification des virus Influenza selon D. Baltimore (schéma personnel)

Annexes

Regne

Groupe

Ordre

Familie

Virus

Ao Oae

|
|
Indlygeze B

=
B & Em =m

Virus & polarite
négative

segmentds
|

i yave i

[

|

VIrvs 3 polarsd
Nnegqaive non-

sa(nmilas

omerren

|
s

|

(o V

claasés

Ovdres non

Inflparea A

133




Eleveur

Mr Kaberly

Mme
Caudesaygues

Mr Albinet

Mr Trocellier

Mr Farges
Mr Tichit

Mme Bout

Mr Pic

Mr Des-
chambres

Mr Plagne
Mr Pradel

Mr Des-
chambres

Mr Villeneuve

Mr Pére

Mr Calmettes

Mr Albinet

Mme ESCA-
LETTE

Mr CAZEAUX
Mme DAUJAN

134

Annexe 2. Liste des élevages visités et caractéristiques

Localisation
Caylus 82160

Caylus 82161

Varennes 82370

Saint Alban sur
Limagnole
48120
Chauchailles
48310

Espinasse 15110

Roffiac 15100

Tannavelle
15100

Clavieres 15320

Lavastrie 15260
Saint-Flour
15100
Anglards de
Saint-Flour
Lacaune 81230
Saint-Saturnin-
de-Lennes
12560
Sauveterre du
Rouergue
12800

Arthes 81160
Varennes 82370

Mauvaisin 31190

Montaut

Date des préle-
vements

27/02/2018

27/02/2018

05/03/2018

16/10/18 a 8h30

16/10/18 a
10h30

16/10/18 a 14h

16/10/18 a
18h30

17/10/18 a 8h

17/10/18 a
10h30

17/10/18 a 14h
17/10/18 a 16h

17/10/18 a
18h30

23/10/18 a 9h

23/10/18 a14h

23/10/18 a17h

24/10/18 a 8h30
06/12/18 a 14h

06/12/18 a 16h
07/12/18 a9h

A
Opérateurs ge des
veaux
Sarah{ Gilles, NR
Elias
Sarah,' Gilles, NR
Elias
Gilles, Elias NR
Sarah 5 semaines
Sarah 4 semaines
Sarah 1 mois
Sarah 1 mois
Sarah 58 jours
Sarah 1 mois
Sarah 16 jours
Sarah 15 jours
Sarah 72 jours
Sarah 14 jours
Sarah 32 jours
Sarah NR
Sarah 65 jours
Sarah, Justine 25 jours
Sarah, Justine 38 jours
Sarah, Justine 45 jours

NR : Non renseigné

Nombre de
veaux

NR

NR

NR

150

200

200

250

200

160

150

97

203

NR

NR

100

600

200

150

90



43

52

D/bovine/France/5920/2014-M R
—— KM392501.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/14-22/2012)

KY¥992101.1 Influenza D virus (D/bovine/Ireland/010807/2016)
KY¥992102.1 Influenza D virus (D/bovine/lreland/023638/2016)

KY¥992103.1 Influenza D virus (D/bovine/lreland/082301/2014)

KX768822.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/268344-2/2015)

KX7685829.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/173287-4/2016)

KX768836.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/254578/2015)

KT592519.1 Influenza D virus (D/bovine/ltaly/1/2014)

KT592528.1 Influenza D virus (D/bovine/ltaly/46484/2015)

Annexe 3. Arbres phylogénétiques

Lignée D/OK

JQ922310.1 Influenza D virus (D/swine/Oklahoma/1334/2011) —

NC 036620.1 Influenza D virus (D/swine/Oklahoma/1334/2011)

61 1 K7

MP A13G
MP B32

MP B31
MP B19
MP B20

KT592535.1 Influenza D virus (Dfswinedltaly/199724-3/2015)
63843.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/354017/2015)
1 Influenza D virus (D/bovine/Mississippi/CO0046N/2014)

LC270270.1 Influenza D virus (D/bovine/Miyazaki/B22/2016)
100

)

LC318670.1 Influenza D virus (D/bovine/Yamagata/107 10/2016)

Lignée

LC128434.1 Influenza D virus (D/bovine/lbaraki/7765/2016) japonaise

KM015496.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y125/2014)
KM015503.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y127/2014)

LN5589124.1 Influenza D virus (D/bovine/France/2986/2012)

100

L—— KMO15510.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y217/2014)

—— KM392480.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/1-35/2010)
KM392487 .1 Influenza D virus (D/bovine/Texas/3-13/2011)

0,0050

99

52

KM392508.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/11-8/2012)
KF425664.1 Influenza D virus (D/bovine/Oklahoma/B60/2013)
KM392473.1 Influenza D virus (D/bovine/Mebraska/9-5/2012)
67| KU710431.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S8/2015)
_| KU710430.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S7/2015)

50

+

67| KF425657.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/625/2013)

KF425671.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/729/2013)
KM392494.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/13-21/2012)

KU710433.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/SB2/2015)
86 | KU710432.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S56/2015)

Annexe 3.1. Arbre phylogénétique du segment MP d’IDV

Lignée

chinoise

Lignée

D/660
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97

81

99

N

— KT592518.1 Influenza D virus (D/bovine/ltaly/1/2014) Lignée
—— KX7B68828.1 Influenza D virus (Dfswine/ltaly/173287-4/2016)
— KT5892534.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/199724-3/2015)

g‘: KX768842.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/354017/2015)
KX768835.1 Influenza D virus (Dfswine/ltaly/2545758/2015)
66 ?FK}(?BBBN 1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/268344-2/2015)
—— KT5892527 .1 Influenza D virus (D/bovine/ltaly/46454/2015)
L—— D/bovine/France/5920/2014-NP

~ DJOK

99

——  KM392500.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/14-22/2012)

L—— JQ922309.1 Influenza D virus (D/swine/Oklahoma/1334/2011)
KT581413.1 Influenza D virus (D/bovine/Mississippi/CO0046M/2014)

— KM392472.1 Influenza D virus (D/bovine/Nebraska/8-5/2012) -

KF425663.1 Influenza D virus (D/bovine/Oklahoma/®60/2013)

KM392507 .1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/11-8/2012)

95

97 KM392479.1 Influenza D virus {D/bovine/Kansas/1-35/2010) Lignée

KM392486.1 Influenza D virus (D/bovine/Texas/3-13/2011)
KF425670.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/729/2013)
KF425656.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/828/2013)
KM392493.1 Influenza D virus {D/bovine/Kansas/13-21/2012)
KU710420.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S56/2015)
KU710421.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S62/2015)
KU710419.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S8/2015)
KU710418.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S7/2015)
KM015509.1 Influenza D virus (D/bovinefShandong/Y217/§D14) Lignée

D/660

99

33

95

a7

100

|_KMD15495.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y125/2014)

136

0,0050

0 . e
L KMO15502.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y127/2014) chinoise
LN559123.1 Influenza D virus (D/bovine/France/2986/2012)
LC270269.1 Influenza D virus (D/bovine/Miyazaki/B22/2016) . s
| ‘ ‘ , Lignée
100 |_‘— LC128435.1 Influenza D virus (D/bovine/lbaraki/7768/2016)
97 | LC318669.1 Influenza D virus (D/bovine/Y amagata/10710/2016) iaponaise

Annexe 3.2. Arbre phylogénétique du segment NP d’IDV
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98

85

— D/bovine/France/5920/2014-P3

— KT592532.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/199724-3/2015)
— KX768840.1 Influenza D virus (Dfswine/ltaly/354017/2015)
KT592517.1 Influenza D virus (D/bovinedltaly/1/2014)

—— KX768826.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/173287-4/2016)

LI

KT581411.1 Influenza D virus (D/bovine/Mississippi/CO0046N/2014)
JQ922307.1 Influenza D virus (D/swine/Oklahoma/1334/2011)

ot

100 KX768819.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/268344-2/2015)

96 | NC 036619.1 Influenza D virus {D/swine/Oklahoma/1334/2011)

KM392498.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/14-22/2012)

P3 B32
P3 B31
P3 B20
P3 B19
P3 A13G

525.1 Influenza D virus (D/bovine/Italy/46484/2015)

KX768833.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/254578/2015)

KMO015507.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y217/2014)

KM015493.1 Influenza D virus {D/bovine/Shandong/Y125/2014)

100

KM015500.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y127/2014)

KM392470.1 Influenza D virus (D/bovine/Nebraska/9-5/2012)

69
—|: KF425661.1 Influenza D virus {D/bovine/Oklahoma/B60/2013)
KM392505.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/11-8/2012)

5 KU710429.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S62/2015)

8
~|— KU710423.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S56/2015)

100

KU710427 1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S8/2015)

99 | KU710426.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S7/2015)

KM392477.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/1-35/2010)

LN559122.1 Influenza D virus (D/bovine/France/2986/2012)

88

100

KM392484.1 Influenza D virus (D/bovine/Texas/3-13/2011)
KM392491.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/13-21/2012)
KF425654.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/828/2013)

—— LC270267.1 Influenza D virus (D/bovine/Miyazaki/B22/2016)
LC128437.1 Influenza D virus (D/bovinedlbaraki/7768/2016)

0,0050

Annexe 3.3. Arbre phylogénétique du segment P3 d’'IDV

Lignée

—_

Lignée

D/OK

chinoise

L Lignée

japonaise

100
99 L KF425668.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/729/2013) |

100
95 LC318667.1 Influenza D virus (D/bovine/Yamagata/10710/2016)

Lignée

D/660
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138

—— KX768832.1 Influenza D virus (D/fswine/ltaly/254578/2015)

- KT592521.1 Influenza D virus (D/bovine/Italy/1/2014)

KX768825.1 Influenza D virus (Dfswine/ltaly/173287-4/2016)
D/bovine/France/2014-PB1

il KX768839.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/354017/2015)
£ KT5892531.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/199724-3/2015)
e1| PB1B31
9/ PB1 A13G
PB1 B32
\ * L PBI1BI9 o
PB1 B20 Lignee
L— KT592524.2 Influenza D virus (D/bovine/ltaly/46484/2015) D/OK
—— KM392469.1 Influenza D virus (D/bovine/Nebraska/9-5/2012)
sl M KM392504.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/11-8/2012)
KF425660.1 Influenza D virus {D/bovine/Oklahoma/b60/2013)
KM392483.1 Influenza D virus (D/bovine/Texas/3-13/2011)
KF425667.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/729/2013)
ﬁ' KF425653.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/628/2013)
KM392476.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/1-35/2010)
—— KM392490.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/13-21/2012)

o8 99 KU710435.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/58/2015)
100 | KU710434.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S7/2015)

KM392497 1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/14-22/2012)

KT581410.1 Influenza D virus {D/bovine/Mississippi/CODD4BN/2014)

NC 036615.1 Influenza D virus {D/swine/Oklahoma/1334/2011) Lignée
9z | JQ922306.1 Influenza D virus (Dfswine/Oklahoma/1334/2011) D/660

99

KU710436.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S56/2015)
LN559121.1 Influenza D virus (D/bovine/France/2986/2012)
o KMO15506.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y217/2014) L,
58 ) . Lignée
= KMO015492.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y125/2014)
I— KMD15493.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y127/2014) chinoise
LC270266.1 Influenza D virus (D/bovine/Miyazaki/B22/2016)

Lignée
100 |_[ LC128438.1 Influenza D virus (D/bovine/Ibaraki/7768/2016)
99 LC318666.1 Influenza D virus (D/bovine/Yamagata/10710/2016) japonaise

0,0050

Annexe 3.4. Arbre phylogénétique du segment PB1 d’IDV



g4 | KX7B8831.1 Influenza D virus (Dfswine/ltaly/254578/2015)
KX768817.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/268344-2/2015)
30 KxX768824.1 Influenza D virus (D/swinefltaly/173287-4/2016)
KT592516.1 Influenza D virus (D/bovine/ltaly/1/2014)
KX768838.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/354017/2015)
S0

KT592530.1 Influenza D virus (D/swine/ltaly/199724-3/2015)
KT592523.1 Influenza D virus (D/bovine/ltaly/46484/2015)

60 PB2 B19
PE2 A13G >’
PBE2 B20

92

PB2 B32
PB2 B31
- D/bovine/France/5920/2014-PB2

KT581409.1 Influenza D virus (D/bovine/Mississippi/COD046N/2014)
9% NC 036616.1 Influenza D virus {D/swine/Oklahoma/1334/2011)

95

JQ922305.1 Influenza D virus (Dfswine/Oklahoma/1334/2011)

&4 KM392482.1 Influenza D virus (D/bovine/Texas/3-13/2011) )
KMO15505.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y217/2014)
p o DMD15491.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y125/2014)
KMO015498.1 Influenza D virus (D/bovine/Shandong/Y127/2014)

LN559120.1 Influenza D virus {D/bovine/France/2986/2012)

—— KM392475.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/1-35/2010) R
a7 KM392468.1 Influenza D virus (D/bovine/Nebraska/3-5/2012)
KF425659.1 Influenza D virus (D/bovine/Oklahoma/B60/2013)
KM392496.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/14-22/2012)
KM392503.1 Influenza D virus (D/bovine/Kansas/11-8/2012)
iL KF425652.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/®28/2013)

[
KF425666.1 Influenza D virus (D/bovine/Minnesota/729/2013)

97

100 99

P KM392489.1 Influenza D virus (Dibovine/Kansas/13-21/2012)
100 | KU710441.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S62/2015)
9 KU710440.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S56/2015)

KU710438.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S8/2015)
1001 KU710438.1 Influenza D virus (D/bovine/Mexico/S7/2015)

- LC270265.1 Influenza D virus (D/bovine/Miyazaki/B22/2016)

100 LC128439.1 Influenza D virus (D/bovinedlbaraki/7768/2016)
99 I— LC318665.1 Influenza D virus (D/bovine/Yamagata/10710/2016)

00050

Annexe 3.5. Arbre phylogénétique du segment PB2 d'IDV
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Annexe 4. Données de PCR multiplex en 2 parties

Elevage n’ écht PCRq IDV Angélique | BCoV IDV BRSV PI3 M. bovis

a1 35.35 30,9 34,8 - 27,4
a2 36.41 32,1 - - - 24,4
a3 31.46 25,1 28,7 - 24,8
a4 36.04 29,6 27,2

A a5 36.26 33,4 - -
a26 36.65 29,7 34,7 - 31,9 27,0
a2y 34.76 29,8 34,1 - 33,5 24,1
a28 35.63 20,3 - 21,9
a29 36.86 27,2 - 22,6
a3o 35.66 12,0 - 21,9

c cn 34.62 33,7 - 29,8
c14 35.69 32,0 28,5 29,5
b2 35.56 32,3 - 29,9
bs 3747 33,0 - 29,3
b6 35.88 32,1 32,5 - - 31,4
b8 23.13 31,5 17,5 - - 32,6
bg 33.56 32,3 34,2 - - 30,3
b1o 31.00 33,6 33,7 - - 28,6
b 35.48 17,5 33,8
b12 32.76 26,8 32,8
b13 16.88 29,2 15,4 - - 28,1
b14 28.27 - 30,7 - - 24,3
b15 27.00 31,8 28,5 - - 23,5
b16 33.07 32,1 33,1 - - 27,3
b17 33.69 29,3 33,0 - - 27,9

B b18 22.85 33,4 22,6 - - 28,1
b1g 25.32 19,6 24,1 - - 19,6
b2o 21.89 31,5 18,5 - - 22,6
b21 20.20 32,2 17,0 - - 31,4
b22 29.88 32,4 28,4 - 3 31,1
b23 23.64 33,3 27,6 - - 27,4
b24 26.25 _ 29,2 - - 33,2
b25 31.96 34,1 31,9 - - 32,6
b26 30.75 31,0 30,7 - - 28,3
b27 28.24 33,8 29,5 - 3 30,5
b28 30.92 32,8 29,7 - - 31,1
b29 31.34 34,1 29,9 - - 30,6
b3o 31.25 29,9 32,2 - - 26,2
b36 28.42 - 29,9 - - 27,8
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b37

17.73

b38

20.99

b39

18.44

bgo

30.40

b41

27.80 26,9

24,2

32,2

39,5

bg2

32.32 23,4

30,6

b43

29.79 34,8

30,2

b44

31.36 31,9

b4s

28,8

29,7

20ce |GG

32,0

31,5

M.haemolytica

P. multocida

25,8

26,8

26,7

27,3

28,0

28,4

25,5

22,5

30,7

25,5

28,0

28,3

26,2

26,8

31,2

27,7

28,9

25,0

26,8

31,0

25,4

33,2

25,4

32,9

30,8

33,2

30,1

27,5

27,0

23,5

31,8

32,5

31,9

32,6

30,0

32,0

31,1
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33,9

26,5

23,2

20,8

24,0

27,4

24,8

24,2

29,6

27,3

25,9
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TITRE : Isolement et caractérisation moléculaire du virus influenza D chez les veaux de bou-

cherie en France.

RESUME : Le virus influenza D (IDV) a été identifié en France en 2014 et est probablement
impliqgué dans les bronchopneumonies infectieuses (BPI) des jeunes bovins. Cette étude avait pour
objectif la caractérisation moléculaire d’'IDV en élevages de veaux de boucherie. A partir de 1890 pré-
levements par écouvillonnage nasal, dont 383 testés par PCR, nous avons montré qu’lDV était forte-
ment présent avec des différences de prévalence entre élevages selon le contexte épidémiologique. Le
séquengage de 7 isolats a montré qu’ils appartiennent tous au sous-groupe génétique D / OK, qui est
le seul qui circule actuellement a grande échelle en Europe. La distance génétique d’IDV entre élevages
varie entre 0,2% et 1,4% selon les génes, suggérant une trés forte parenté entre les isolats récupérés
en Région Occitanie et Rhone-Alpes-Auvergne. Finalement IDV est trés fréquemment détecté en asso-
ciant avec le coronavirus bovin et Mycoplasma bovis dans ces élevages, soulighant le réle des co-

infections.

MOTS CLES : influenza D, prévalence, veau, respiratoire, séquences, genome

TITLE : Molecular characterization of influenza virus D in veal calves in France.

SUMMARY : Influenza D virus (IDV) was recently identified in France in 2014 and is probably
involved in bovine respiratory disease (BRD) in young cattle. This study aimed at the molecular
characterization of IDV in beef veal farms. From 1890 nasal swab samples with 383 of them tested by
PCR, we showed that IDV was strongly present but with differences in prevalence between farms
according to the epidemiological context. Sequencing of 7 isolates showed that they all belong to the D
/ OK genetic subgroup, which is the only one currently circulating widely in Europe. The genetic distance
of IDV between farms varies between 0.2% and 1.4% depending on the genes, suggesting a very strong
relationship between the isolates recovered in the Occitanie and Rhéne-Alpes-Auvergne regions.
Finally, IDV is very frequently detected in these farms in association with the bovine coronavirus and

Mycoplasma bovis, highlighting the role of co-infections.

KEY WORDS: influenza D, prevalence, cattle, virus, BRD, genome, sequence
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