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INTRODUCTION 

En 1981, au cours d'une enquete restreinte dans !'Est de la France, nous avions montre a !'aide de la microscopic 
elcctronique· que l'enterite hemorragique d'hiver des bovins (EHH), winter dysentery des anglo-saxons, etait associee a la 
presence dans Jes feces de particules virales du type coronavirus 1. Par la suite et toujours dans la meme zone 
geographique nous avons confirme que Jes variations thermiques en periode d'hiver etaient un element majeur de 
regulation de l'expression clinique de cette maladie. Nous avons egalement evalue Jes effets de telles enzooties sur la 
production laitiere pouvant aller jusqu'a une chute de production de 30 % sur une periode de 4 semaines en moyenne 2. 
Le role du coronavirus dans l'EHH est toujours discute. L'hypothese la plus recente considere cette maladie comme un 
syndrome dans lequel d'autres virus pourraient intervenir seuls (toronavirus) 3 ou associes au coronavirus (virus de la 
maladie des muqueuses) 4. La rccherche de la participation du coronavirus dans l'EHH a ete menee scion deux strategics 
parfofs associees. par Jes memes auteurs : 

- mise en evidence dans Jes matieres fecales par microscopic ·electronique, immunoelcctromicroscopie, ELISA, 
culture 5, 6, 7, 8, · 

- demonstration d'une seroconversion par differentes methodes serologiques : inhibition de !'agglutination de 
particules de latex, ELISA, seroneutralisation 7, 4, 9, · 

·· Dans ce qui suit nous rapportons Jes resultats obtenus en couplant la microscopic electronique a la culture dans un 
echantillormage de matieres fecales issues de 8 troupeaux situcs dans 6 departements differents fran~ais au cours 
d'episodes cliniques d'EHH pendant l'hiver 1990-1991. 

MATERIEL ET METHODES 

MATIERES FECALES 

- prelevement dans le rectum chez des malades, transport a+ 4°C, conservation par congelation a -20°C, 
- au mom(?nt de Jeur utilisation pour la microscopic elcctronique ou la culture: decongelation a+ 4°C, dilution 

dans du PBS, homogeneisation, f1itration clarifiante, centrifugation a 3500 1/mn 2fois pendant 15 mn. Apres contact 
avec une suspension d'enrofloxacine, centrifugation a 6500 1/mn, filtration sterilisante du surnageant qui constituera le 
materiel de travail (MT) conserve par la suite a -20°C. 

MICRO_SCOPIE ELECTRONIQUE 

- utilisation de grilles en cuivre d'une porosite de 100 meches rccouvertes d'une membrane de parlodium et 
carbonnees, appliquees directement sur MT puis soumises a une coloration negative (acetate d'uranyl - acide 

. phosphotungstique), · 
- l'interpretation suivante dq resultat de l'examen d'un echantillon a ete adoptee : 

absence de formes virales 
+ plus de 10 images de coronavirus, 
++ images de coron'avirus frequentes, 
. +++ images de coronavirus tres frequentes. 
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CULTURES 

- cellules HRT 18 entretenues en croissance en RPMI additionne de 15 % de serum de veau et d'enrofloxacine. 
Apres inoculation de MT la concentration en serum de veau est ramenee a 2 %. 

- tout echantillon ne provoquant aucun effet cytopathogene (ECP) a l'issue de trois passages est considere comme 
negatif. Au sixieme passage Jes echantillons ne produisant plus d'ECP sont abandonnes. Au neuvieme passage Jes 
inoculum continuant a provoquer un ECP sont considercs comme des isolats et soumis a identification. 

- )'identification de l'isolat est basee : 
. sur l'observation en microscopic electronique des surnageants apres coloration negative, 
. sur Jes caracteristiques chronologiques de I'ECP apres coloration de Giemsa et immunofluorescence indirecte 

(IFI) : augmentation du volume des cellules, vacuolisation du cytoplasme, retraction cellulaire autour du noyau, 
detachement du tapis celllulaire et/ou formation d'amas analogues a des syncytia, 

. sur Ia seroneutralisation (SN) de l'ECP par un antiserum immunospecifique prepare sur lapin avec un isolat 
de coronavirus de veau (Souche HANSEN, Smith Kline Beecham, Lincoln, Nebraska, USA) 

. sur I'IFI avec le meme serum de reference et un serum antimmunoglobulines G de lapin conjugue a 
l'isothiocyanate de fluoresceine . 

RESULTATS 

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

Les resultats sont rassembles dans le tableau I. 
59 prelevements issus de bovins malades ont ete examines. Ils provenaient de 8 elevages situes dans 6 departements de 6 
regions fran~aises. 32 soit 54 % ont revele la presence de coronavirus a des concentrations variables:+ 16 (50 %), -1:+ 
12 (37,50 %), +++ 4 (12,5 %). Aucune autre imagt: virale pouvant evoquer un virus different du coronavirus n'a ete 
observee. 

Tableau I : Resultats des examens de feces en microscopie electronique 

Region Depart Elcvagc Echanlillon Resullat Region Depart. Elcvagc Echantillon Resultat 

LANGUEDOC LOZERE A 4742 + AUVERGNE CANTAL E 778 + 

ROUSSILLON 4747 ++ 790 

0407 791 + 

4743 775 
4748 ++ l?'l 

4746 380 

8211 

2557 LIMOUSIN CORREZE F 117E +++ 

4055 120 + 

1412 ++ 905 + 
4802 + 

RHONE ARDECHE B 1029 + )31) ++ 

ALPES 0063 + 514 +++ 

1414 ++ 979 

4922 + 995 
007 307 

580 

ARDECHE C 759 5418 + 

3288 ++ 

000 MIDI AVEYROI\ G 5421 +++ 
2615 ++ PYRENEES 541'l 

6975 ++ 5420 
4779 5422 

VEAU +++ 517'l 

0656 5416 

5417 
AUVERGNE CANTAL D 2722 + BA ++ 

0236 
5154 AQUITAINE GIRONDE H C ++ 
4665 + B + 
9795 ++ D + 
0070 + 117 + 
757 ++ 
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CULTURES 

Les resultats sont rassembles dans le tableau II. 
Les 6 isolats sont tous issus d'echantillons ++ ou +++ en microscopic electronique et leur dose infectieuse en 

culture de tissus (DICT 50) etait de l'ordre de 105/ml au 6crne passage. 

DISCUSSION 

Tableau II : Resultats des cultures sur lignee HRT pratiquees a partir 
de 59 echantillons de maticres fecales 

Nombre de passages Nombre d'echantillons 
orovoauant un ECP 

<3 28 

3116 17 

6119 II 

>9 6 

Ces resultats confirment ceux precedemment publics en France ct contribuent a valider )'association EHH-coronavirus : 
plus de la moitie des echantillons de feces de bovins diarrheiqucs contenaiL des coronavirus, clans tous Jes elevages deux 
au moins des echantillons sont positifs el ceci dans di verses regions gcographiques. Ils sont egalement en accord avec 
ceux d'autres auteurs dans differents pays qui en outre ont pour certains constatc la plus faible frequence du virus dans les 
matieres fecales des animaux sains contemporains 10. 

L'isolement et l'identification du coronavirus a partir des matieres fccales de bovins atteints d'EHH a ete beaucoup 
plus rarement realisee 8, 11, 12, 13 en raison probablemcnt des exigences culturales du coronavirus de l'EHH. Celui-ci 
ne se developpe pas en effet sur des lignces ccllulaircs issues de bovins (MDBK, BT, etc ... ) ce qui le distingue en 
particulier du coronavirus du veau. 

Contrairement aux observations de BENFIELD et SAIF 8, Jes 6 souches ont ete isolees sans le relais de 
l'inoculation a des veaux gnotobiotiques et a )'action d'enzymes protcolytiques. L'ECP que nous avons retenu pour 
caracteriser le coronavirus de l'EHH est par contre comparable a celui decrit par ces auteurs. De la meme far;:on la 
localisation de la fluorescence au cytoplasme des cellulcs confirme )'identification d'un coronavirus face a un serum de 
reference. 

Aucune des methodes de diagnostic du coronavirus que nous avons utilise n'a permis d'envisager une difference 
antigenique entre nos 6 isolats. Les techniques immunologiques utilisees n'autorisent pas non plus a conclure a 
l'identite antigenique entre Jes coronavirus isoles d'EHH et celui de la diarrhee des veaux, une des nombreuses questions 
relative a l'EHH a laquelle ii n'a pas encore etc repondu 14. 

En bilan, en France comme dans d'autres pays, l'EHH appara'it done regulierement associee a la presence dans les 
matieres fecales des bovins malades de particules viralcs de type coronavirus visualisees en microscopie electronique. 
L'isolement sur cellules HRT de 18 souches virales de corooavirus est une preuve supplementaire du role d'un d'un tel 
agent dans ce syndrome 10. 
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SUMMARY 

During the 1990-1991 winter, 59 samples of faeces were made in cattle suffering from winter dysentery. These 
animals were coming from 8 different farms located in 6 different french departments. Each sample has been studied 
carefully under the electron microscope and put for culture on HRT 18 cells. 32 samples (54%) have shown 
coronavirus-like viral particles under the microscope. Each group of animals coming from one farm having at least 2 
samples found(+) . 6 isolates have been kept from the cell s culture and studies after the 9th passage. In these 6 isolates 
coronavirus were identified with the the help of the electron microscope, their cytopathogenic effect and its 
seroneutralization, and an direct immunofluorescence method using an anticoronavirus serum prepared on rabbits with a 
calf diarrhea coronavirus vaccinal strain. These results are in accordance with a participation of this type of virus in the 
winter dysentery syndrome. 

RESUME 

Au cours de l'hiver 1990-1991, 59 echantillons de feces ont etc collectes chez des bovins manifestant des 
symptomes d'enterite hcmorragique d'hiver (EHH). Ccs animaux vivaient dans 8 elevages situes dans 6 departements 
differents. Chaque echantillon a 6te examine au microscope 61ectronique ct mis en culture sur cellules HRT 18. En 
microscopie electronique 32 echantillons (54 %) ont r6v616 la presence de particules virales du type coronavirus avec au 
moins deux echantillons positifs par elevagc. En culture de ccllules 6 isolats ont ete conserves et etudies apres le 
neuvieme passage. A !'aide de la microscopic electroniquc, de leur effet cytopathogene, de la seroneutralisation de 
celui-ci et de l'immunofluorescence indirecte avec un scrum anticoronavirus, ces 6 isolats peuvent etre identifies a des 
coronavirus. Ces resultats sont en faveur de la participation de ce type de virus dans l'EHH. 

RESUMEN 

Durante el hiviemo 1990-1991, 59 muestra de hcces fueron recogidas sobre bovinos que manifestaban sintomas 
clinicos de enteritis hemorragica invemal (EHI) . Estos animates habitaban en 8 establos situados en 6 provincias 
diferentes. Cada muestra ha sido examinada al microscopio clectronico e inoculada sobre celulas HRT18. En 
microscopia electronica 32 muestras (54 %) han revelado la prcscncia de particulas virales tipo coronavirus, al menos 
sobre dos muestras por establo. En cultivo celular 6 mucstras han sido conservados y estudiadas despues de! noveno 
pase. Estas 6 cepas han sido identificadas como coronavirus a partir de los resutados obtenidos en microscopia 
electronica, por su efecto citopatico en el cultivo, por sero-neutralization de este efecto citopatico y por 
immunofluorescencia indirecte frente a un suero preparado en concjo a partir de una cepa vacinal de coronavirus de la 
diarrhea de! temero. El conjunto de resultados apoyan la participation de estc tipo de virus en la etiopatogenia de la EHL 
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