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Summary.

EXPERIMENTAL INFECTION OF COLOSTRUM-DEPRIVED NEWBORN CALVES WITH BOVINE ROTA-
VIRUS. — Colostrum-deprived newborn calves were orally inoculated with different doses of cell-
culture bovine rotavirus or with bacterium-free filtrates of calf stools containing rotavirus.

None of the animals that received high doses of cell-culture rotavirus developed diarrhcea or any other
clinical sign, although all of them excreted virus for several days and produced specific antibodies ; calves
inoculated with lower doses of cell-culture virus or with stool filtrates showed a transient diarrhcea 48 h
after inoculation. Such paradoxical results might ba due to a phenomenon of interference, as bovine
rotavirus is susceptible to interferon.

In experimental conditions, rotavirus produces enly a mild and transient diarrhcea: this contrasts with
the situation observed in farms, where that virus may provoke important problems. In association with
the virus itself, numerous other factors such as the environmental conditions or the response of the calf
to the infection also play a role in the evolution of the disease.

Les rotavirus sont trés souvent implidués dans
les diarrhées néonatales du veau (Mebus et af,

culture cellulaire (Fernelius et al., 1972 ; Woode et
Bridger, 1975).

1969; Scherrer et al, 1976; Pastoret et Schee-
naers, 1977 ; Flewett et Woode, 1978 Mc Nulty,
1878) et plusieurs auteurs sont parvenus a repro-
duire expérimentalement la maladie en adminis-
trant & des veaux nouveau-nés soit un filtrat stérile
de matiéres fécales diarrhéiques contenant des
rotavirus (Mebus et al, 1971; Woode et al,
1974; de Leeuw et al, 1977 ; Gouet et af, 1978
Tzipori et al, 1981), soit du virus produit en

a: Recherches subventionnées par [Ilinstitut pour
I:Encouragement de la Recherche Scientifique dans
I'industrie et I'Agriculture (IRSIA).

Lecca et al (1977) ont suggéré, chez le porce-
let, l'existence d'une relation entre la pression
d'infection et la gravité des symptémes, et la
méme proposition a été faite pour le bovin {Van
Opdenbosch et al., 1979 ; Bridger, 1980). Afin de
vérifier et de quantifier cette relation chez le veau,
nous avons infecté des veaux nouveau-nés privés
de colostrum au moyen de doses connues et
décroissantes de rotavirus bovin. Comme il est
difficile de déterminer avec précision la quantité
de particules infectieuses de rotavirus présentes
dans une suspension de matiéres fécales, il nous a
paru intéressant d'utiliser des suspensions titrées
de virus produit en culture cellufaire.



266 A, SCHWERS ET AL,

Parallélement, afin de déterminer si les modifi-
cations des propriétés de I'épithélium intestinal
qui interviennent aprés la naissance influencent la
réceptivité de I'animal au rotavirus, 'inoculation
de certains veaux a été différée jusqu'a I'dge de
trois jours.

Matériel et Méthodes

Souches virales

Les souches de rotavirus bovin 514 et S77 ont
été isolées dans notre laboratoire 3 partir des
matiéres fécales de deux veaux morts de diarrhée
{Dagenais et af, 1980b, 1981a), selon la tech-
nique de Babiuk et al (1977} Toutes deux
différent significativement de la souche vaccinale
atténuée NCDV par Ia taille moyenne des plages
formées sous agarose sur cellules MA 104 {Dage-
nais et al, 1981a). Elles ont été utilisées respecti-
vement aprés guatre {S77) ou six (S14) passages
sur cellules GBK {Georgia Bovine Kidney]) et une
partie de chaque suspension virale en milieu MEM
a été préalablement titrée par la technique de
formation de plages de Matsuno et af, {1977). Ces
suspensions ont été conservées 4 — 85°C
jusqu'au moment de leur utilisation; elles ont &té
administrées telles quelles ou diluées dans du
milieu MEM {dilutions 10~% et 10~*} pour les deux
veaux inoculés & I'aide de plus faibles doses de
virus (voir tabl. 1).

Fréparation des filtrats de matiéres fécales

Deux filtrats stériles ont &t préparés: le
premier & partir des matidres fécales d'un veau
ayant excrété du rotavirus (souche $77), mais
n'ayant pas souffert de diarrhée ; le second & partir
des matiéres fécales d'un veau ayant été atteint de
diarrhée aprés inoculation expérimentale au
moyen de rotavirus (S77) (veau 11, jour 2).

Les échantillons de matiéres fécales ont &té mis
en suspension dans un volume égal d’eau désio-
nisée et centrifugés (10 000 g, 30 min): le surna-
geant a été traité pendant 30 min par un volume
égal de chloroforme, puis & nouveau centrifugé
{2 000 rpm, 15 min, centrifugeuse Sorvall GLC-
1); la phase aqueuse a alors &té filtrée sur filtre
Minisart 0.2 my et enfln, aprés prélévement d'un
aliquot pour contrle de stérilité, conservé &
— 85° C. Immédiatement avant I'emploi, les inocu-
lums {10 ml) ont &té décongelés et amenés a un
volume de 100ml par dilution dans du milieu
MEM additionné d’antibiotiques.

Protocole expérimental

Quatorze veaux nouveau-nés privés de colos-
trum ont été utilisés au cours de cette expérience.
Tous ont été isolés immédiatement aprés la nals-
sance en cuves individuelles, dans un local préala-

blement décontaming par deux fumigations de
formol & 24 h d'intervalle. Selon le hasard des
naissances, un, deux ou trois veaux occupaient
simultanément le local, mais sans contact direct
entre eux. Ils &taient alimentés deux fois par jour
au lait de vache entier.

Du méconium a été prélevé A chague animal
immédiatement aprés la naissance et des &chan-
tillons de méconium ou de matiéres fécales ont
par la suite été prélevés deux 3 trois fois par jour
pendant cing jours, puis une fois par jour jusqu’au
quinziéme jour, afin d'y rechercher la présence de
rotavirus.

Des échantillons de sérum ont &té prélevés aux
jours 0 et 15, et pour certains animaux également
au jour 8. Dix de ces veaux ont été inoculés par
voie orale, soit dans les deux heures qui suivaient
la naissance, soit 4 I'dge de trois jours, au moyen
de doses variables de rotavirus bovin produit en
culture cellulaire (en suspension dans du milieu
MEM, 100 ml par veau). Un veau {13} a regu deux
heures aprés la naissance 100 ml d'une dilution
1/20 d'une suspension filtrée de matidres fécales
non diarrhéiques contenant du rotavirus
(souche S77); un autre (15} a été inoculé exacte-
ment de la m&me maniére, mais a I'aide d’un filtrat
de matiéres fécales diarrhéigues.

Un veau sentinelle (9), n'ayant recu que du
milieu MEM non infecté, a été gardé dans le
méme local que deux veaux inoculés (7 et 8}, mais
sans contact direct avec ces derniers, afin de
déterminer si une contamination indirecte pouvait
se produire. .

Afin de contr8ler la décontamination du local
entre deux occupations successives, un veau

o témaoin {10) y a été maintenu sans inoculation.

Le protocole expérimental est donné en détail
au tableau 1,

Examens bactériologiques

Les échantilions de méconium prélevés immé-
diatement aprés la naissance, de méme que les
prélévements de matidres fécales correspondant
au début des épisodes de diarrhée, ont ét& soumis
systématiquement d& des examens bactériolo-
giques afin de rechercher la présence éventuelle
de colibacilles entéropathogénes ou de
Salrmonella.

Conrre—fmmuno—éfectro-osmopharése

La présence de rotavirus a été testée dans
chacun des échantillons de matiéres fécales par
contre-immuno-électro-asmophorése, selon |8
technique décrite par Middleton et ar {1976) et
couramment appliqguée dans notre laboratoire
{Dagenais et af.,, 1980a; Schwers et af,, 1982b).
Les anticorps anti-rotavirus ont &té recherchés
dans les sérums par la méme technique.
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L'antigéne rotavirus de référence a été prépare
comme précédemment décrit (Lansival et al,
1981} et le sérum anti-rotavirus a été obtenu par
hyperimmunisation de lapins (Schwers et al.,
1982b).

{solement vitgl

~ Pour chacun des animaux, l'isolement viral sur
cellules rénales de singe rhésus MA 104 a été
réalisé sur au moins un échantilion de matiéres
fécales par jour, selon une technique précédem-
ment décrite {Babiuk er al,, 1977 ; Dagenais et al.,
1980b). Les résultats positifs ont été contrdlés par
contre-immuno-électro-osmophorése. ’

Résultats

Les résultats sont résumés au tableau 1.

Observations clinfques

Aucun des animaux inoculés immédiatement
aprés la naissance au moyen de fortes doses de
rotavirus {1 4 B) n'a présenté de diarrhée ni
dautres symptdmes cliniques (Schwers et al,
1982a). Chez deux d'entre eux, cependant, les
selles prélevées au second jour suivant l'inocula-
tion contenaient du mucus en quantité relative-
ment abondante.

Les deux veaux inoculés a I'Age de trols jours {7

Tableau . — Protocole dlinoculation des veaux et signes cliniques observés.
Souch D Excréti .,
Veau Age 3‘:;: 5 (P‘;if) Signes cliniques x:irmlgon Séroconversion
1 2h 514 5x10° gsans diarhée ++ +
{une selle molle 24 h
aprés inoculation}
2 2h S14 5x 10° absent ‘ ++ +
3 1h30 8§77 2% 10" sans diarrhée ++ +
: {selles muqueusses aux
jours 3etd) .
4 2h 577 2x10" sans diarrhée -~ ++ +
{une selle piteuse 24 h
@ aprés inoculation}
5 1h S14 5 x 10* absent ++ +
6 1h 577 2% 10" sans diarrhée + +
{selles muqueuses 2 jours
aprés inoculation)
7 3j S14 5 x 10° sans diarthée ++ +
[selles muqueuses 2 3 4
. jours aprés inoculation)
8 3j S77 2 x 10'° sang diarrhée ++ +
{sellas muqueuses 2 4 4
jours aprés Inoculation)
a 3j milieu MEM non infecté guelques selles molles ++ +
(sentinelle) 2-3 jours aprés inoculation
) des veaux voisins
10 témoin non inoculé absent - B
11 2h S77 2x10% diarrhéa transitcire 48 h + - ‘
aprés inoculation )
12 2h 577 2 x10* diarrhée intanse mais + +
transitoira 48 h aprés
inoculation
13 2h 5 77 {filtrat de diarrhée transitoire 48 h + —
matiéres fécales non aprés inoculation
diarrhéiques du veau 4 {selles crémeuses mais non
aqueuses)
2h S 77 (filtrat de diarrhée intense mais + =

15

matiéres fécales
diarrhéiques du veau 11}

transitoire 36 h aprés
inoculation
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et 8} n'ont pas davantage souffert de diarrhée: le
mucus était également abondant dans leurs selles
deux A quatre jours aprés Iinoculation. Un veau
sentinelle maintenu dans le méme local que les
deux précédents {9) a présenté, entre le deuxidme
et le guatridme jour suivant I'inoculation de ses
voisins, des selles molles et riches en mucus: il n'a
Jamais été -abattu et son appétit s'est toujours
maintenu.

Les deux animaux {f1 et 12} infectés par de
plus faibles doses de virus {souche S77) ont
présenté un bref épisode de diarrhée 48 h aprés
l'inoculation, diarrhée un peu plus marguée chez le
veau ayant recu la plus faible dose de virus (12}
les selles sont redevenues normales aprés
guelques heures.

Le veau inoculé au moyen d'un filtrat de
matiéres fécales non diarrhéiques {(13) a excrété
48h aprés inoculation des selles jaunes et de
consistance crémeuse, mais non agqueuse: ici
également, le phénoméne é&tait tout & fait
transitoire.

Quant au veau ayant regu un filtrat de matiéres
fécales diarrhéiques (16), il a présenté 36 h apres
inoculation une diarrhée profuse, en jets, qui a
également rétrocédé spontanément aprés
quelques heures, A FAge de huit jours, cet animal a
présenté un nouvel épisode de diarrhée, qui s'est
cette fols maintenu pendant trois jours et a rendy
nécessaire le remplacement de [alimentation
lactée par de I'eau glucosée isotonigue.

Le veau témoin {10} n'a jamais présents de
signe ciinigue.

Contréles bactériologiques

Le veau 1 &talt, dés la naissance, porteur d’une
souche de Salmonelfa qui a été retrouvée régulig-
rement dans tous les échantillons de matiéres
fécales testés jusqua la fin de I'expérience.

Du colibacille entéropathogéne a été isolé des
matidres fécales du veau 15 dés I'ige de 36 h,
c’est-a-dire lors du premier épisode de diarrhéde, et
a été retrouvé chez le mdme animal tout au long
du second épisode de diarrhée.

Aucune bactérie pathogéne nm'a 6té observée
dans les matiéres fécales des douze autres
animaux.

Excrétion virale

Tous les veaux infectés ont excrété du rotavirus
décelable par contre-immuno-électro-osmo-
phorése et cultivable sur celiufes MA 104,
Cette excrétion virale a débuté 24 A 48 h aprés
inoculation et s'est maintenue, parfois de maniére
discontinue, pendant au moins dix jours.

Du virus a également 616 retrouvé dans les
matiéres fécales du veau sentinelle {9}: chez ce
veau, l'excrétion virale a débuté 24 h plus tard que

chez les deux animaux infectés qui occupaient le
local en méme temps que lui et n'a duré que 48 h,

Le veau témoin nen infectd {10} n'a jamais
excrété de virus dans ses selles, ’

Recherche d'anticorps anti-rotavirus dans Jes
sérums :

Aucun des animaux ne possédait d'anticorps
anti-rotavirus & la naissance.

Neuf des dix veaux inoculés au maoyen de rota-
virus bovin produit en culture de cellules ont
Présenté une séroconversion au quinzieme jour, et
méme dés le huitiéme jour pour certains d'entre
eux. L'animal sentinelle est également devenu
séropositif au jour 15. Par contre, avcun des deux
veaux inoculés au moyen d'un filtrat de matidres
fécales n'a développé d'anticorps, bien que ces
deux animaux aient excrété du rotavirus.

La présence d'anticorps spécifiques anti-
rotavirus n'a jamais &té décelée dans le sérum du
veau témoin non inoculé {10).

Discussion

Contrairement A ce que I'on aurait pu attendre,
de fortes doses de rotavirus bovin produit en
cultures cellulaire ne produisent pas de diarrhée
chez des veaux nouveaux-nés privés de colostrum
{Schwers et a/., 1982a). Par contre, si I'on réduit
sensiblement la quantité de virus administrée aux
animaux, la diarrhée apparalt; les souches virales
utilisées sont done bien pathogénes pour Ie veau
nouveau-né (Schwers et al, 1983).

Par ailleurs, le rotavirus bovin peut 8tre trans-
mis de maniére Indirecte, puisqu'un veau senti-
nelle maintenu dans le méme local que des
animaux inoculés, mais sans contact direct avec
eux, s'est infecté, a excrété du virus et a présenté
une séroconversion. La contamination de cet
animal ne doit pas é&tre attribuée 3 une désinfec-
tion insuffisante du local, puisque I'animal témaoin
n'a jamais excrété de rotavirus.

Les résultats paradoxaux observés lors de cette
expérience pourraient résulter d'un phénomeéne
d'interférence. En effet, le rotavirus bovin induit
chez les animaux infectés I'apparition de taux
significatifs d'interféron tant dans le plasma que
dans le contenu intestinal {La Bonnardigre et al,
1981). Comme la sensibilité & I'effet antiviral de
Iinterféron des souches de rotavirus utilisées ici a
été bien établie en culture de cellules (Dagenais et
al., 1881b), linduction d'interféron par le virus
inoculé pourrait bien expliquer la limitation des
effets pathogeénes. L'analyse des échantillons de
plasma prélevés chez les veaux 1 & 12 &tablira une
cinétique précise d'apparition d'interféron dans la
circulation. Cette étude, actusllement en cours
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{Vanden Brcecke et af, manuscrit en préparation),
permettra de conclure quant & la validité d'une
telle hypothése pour rendre compte de nos
observations.

Aucune différence de symptomatclogie n'a été
observée entre les veaux ingculés avec la méme
dose de virus immédiatement aprés la naissance
ou a l'dge de trois jours. Les modifications de la
mugqueuse intestinale qui se produisent au cours
des premiers jours de la vie ne semblent donc pas
influencer signifiativement la sensibilité du veau
au rotavirus.

Linoculation expérimentale de veaux nouveau-
nés privés de colostrum au moyen de doses
adéquates {de 'ordre de 10° unités formant plage}
de rotavirus bovin produit en culture cellulgire
provoque 48 h aprés inoculation une diarrhée
transitoire et ne s'accompagnant pas de symp-
témes généraux. Fernelius ef a/ (1972} avaient
obtenu un résultat analogue chez un veau
nouveau-né privé de colostrum, alors que Bridger
et Woode (1875) ont observé chez deux veaux
inoculés de la m&me maniére une maladie plus
sévére: diarrhée se prolongeant pendant trois a
quatre jours et accompagnée de dépression et
d’anorexia.

Les troubles semblent un peu plus marqués
chez le veau inoculé selon la technique traditio-
nelle, au moyen d’un filtrat abactérien de matiéres
fécales diarrhéiques contenant du rotavirus, mais
les résultats obtenus dans ce dernier cas sont diffi-
cilement interprétables, puisque cet animal était
également infecté par une souche de colibacille
entéropathogéne et qu'un synergisme d'action a
été depuis longtemps décrit entre ces deux agents
pathogénes (Mebus et a/, 1971; Moon et af,
1978).

Le caractére bénin et passager de la maladie
produite expérimentalement par I'administration
de rotavirus bovin 3 des veaux nouveau-nés
contraste avec ce qui est observé en fermes, od ce
virus peut dans certains cas étre associé 3 des
troubles sévéres se traduisant par des pertes
économiques importantes (Pastoret et af., 1977,
1978).

Qutre le virus lui-m&me, il est probable que
beaucoup d'autres facteurs jouent également un
role dans e devenir de I'infection, facteurs tenant
tant aux conditions d’environnement qu’au veau
lui-méme et aux divers mécanismes qu'il est
susceptible de mettre en ceuvre afin de lutter
contre l'infection virale.

Accepté pour publication, le 23 février 1983.
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Résumé

Des veaux nouveau-nés privés de colostrum ont été inoculés par voie orale au moyen de doses variables
de rotavirus bovin produit en culture cellulaire et préalablement titré ou de filtrats de matiéres fécales de
veau contenant du rotavirus. Les animaux incculés au moyen de fortes doses de virus de culture cellu-
laire n‘ont pas présenté de diarrhée, bien que tous aient excrétd du virus pendant plusieurs jours et que
des anticorps spécifiques soient apparus dans leur sérum: ceux inoculés 3 'aide de plus faibles doses de
virus de culture cellulaire ou de filtrats de matiéres fécales ont manifesté une diarrhée transitoire 48 h
aprés l'inoculation. Ces résultats apparemment paradoxaux pourraient s'expliquer par un phénoméne
d'interférence, puisque le rotavirus bovin est sensible aux effets de l'interféron. - i
Le caractdre bénin et transitoire de la maladie expérimentale contraste avec ce qui est observé en
fermes, o0 linfection 3 rotavirus pose parfois de graves problémes. Outre le virus lui-méme, nombre
d'autres facteurs tels que fes conditions d'environnement, la réponse du veau a {infection influencent
également la sévérité de Ta maladie. ;
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