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equipped with reticulo-rumen temperature boluses.

Modéle de régression final pour les effets sur le GMQ précoce (calculé de J1 a J40) de la
durée des épisodes de fievre non-associés a des signes cliniques détectés par examen
visuel (FENO), des épisodes de fiévre associés a des signes cliniques de BPI détectés

(FECS) et de la race pour 112 bovins a I’engrais équipés de bolus intraruminaux.

CHAPITRE 3 : ETUDE DE LA TRANSMISSION DE MANNHEIMIA HAEMOLYTICA LORS D’EPISODES
DE BRONCHOPNEUMONIES INFECTIEUSES SURVENANT DANS DES LOTS DE BOVINS A L’ENGRAIS

Table 1.
Table 2.

Table 3.

Table 4.

Table 5.

Characteristics of 12 pens of newly-received bulls at three fattening operations.
Descriptive statistics of 16 bovine respiratory disease (BRD) episodes observed in 12
pens of bulls during the first 40 days post-arrival at three fattening operations.

Agreement between nasal swab (NS) and trans-tracheal aspiration (TTA) samples for the
isolation of M. haemolytica.

Number of bulls culture-positive for M. haemolytica on trans-tracheal aspirations (TTA)
and number of isolates (n) assigned to specified types by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) observed during 16 bovine respiratory disease (BRD) episodes which occurred in
12 pens of bulls during the first 40 days post-arrival at three fattening operations.
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) types of M. haemolytica isolates obtained from
nasal swab (NS) and trans-tracheal aspiration (TTA) samples performed during 16 bovine
respiratory disease (BRD) episodes which occurred in 12 pens of bulls during the first 40

days post-arrival at three fattening operations.

Supplementary table S1: Pulsed-field gel electrophoresis types of M. haemolytica isolates recovered

from trans-tracheal aspiration and nasal swab (brackets) samples performed during 16
bovine respiratory disease (BRD) episodes which occurred in 12 pens of bulls during the
first 40 days post-arrival at three fattening operations. The bulls’ farms of origin (n=43)

and the day of BRD treatment (underscored) are also indicated.



CHAPITRE 4 : ETUDE DE LA TRANSMISSION DE MYCOPLASMA BOVIS LORS D’EPISODES DE
BRONCHOPNEUMONIES INFECTIEUSES SURVENANT DANS DES LOTS DE BOVINS A L’ENGRAIS

Table 1.  Prevalence (%) of bulls culture positive (+) for Mycoplasma bovis on transtracheal
aspiration (TTA) samples performed during 16 bovine respiratory disease (BRD)
episodes observed in 12 pens of bulls.

Table 2.  Pulsed-field gel electrophoresis types of M. bovis isolates recovered from trans-tracheal
aspiration (TTA) samples performed during bovine respiratory disease (BRD) episodes.
The bulls’ farms of origin (n=15) and the day of BRD treatment (*) are also indicated



Introduction générale

1. Contexte et enjeux du travail de recherche

Plus de 50 % de la viande bovine européenne et nord-américaine provient de bovins
¢levés a partir du sevrage en ateliers d’engraissement (USDA, 2011, FranceAgriMer, 2010)
Dans ces ateliers, les animaux agés de 6 a 12 mois sont engraissés pendant plusieurs mois a
partir de rations permettant une croissance musculaire rapide (Scientific committee on animal
health and animal welfare, 2001). Ces bovins sont conduits en lots, de plus ou moins grande
taille (de 10 bovins a plus de 1000), constitués d’animaux provenant de multiples
exploitations d’origine. Selon les pays et les systémes d’exploitation, les animaux engraissés
peuvent étre des males entiers (appelés « jeunes bovins» en France), des males castrés
(beeufs) et/ou des femelles (génisses) (Scientific committee on animal health and animal

welfare, 2001).

Les bronchopneumonies infectieuses (BPI) sont les principales maladies rencontrées
dans les ateliers d’engraissement (Assié et al., 2009, Cusack et al., 2003, Smith, 2009). Elles
représentent ainsi de 75 a 80% de I’ensemble des maladies observées durant la période
d’engraissement et, en moyenne, 20% des bovins a I’engrais regoivent un traitement curatif
vis-a-vis de ces maladies (Assié et al., 2009, Edwards, 1996, Kelly et al., 1986). Outre le codt
de leur prévention, les BPI entrainent des pertes directes (mortalité, non valeur économique
de certains animaux, baisse des performances de croissance, déclassement de carcasse) et
indirectes (codts des traitements) qui diminuent fortement la rentabilité de ces ateliers
(Griffin, 1997, Smith, 1998). Selon la gravité de la situation, elles ont, par exemple, diminué
de 11 a 26 % le revenu tiré des ateliers d’engraissement de jeunes bovins en Pays de la Loire
(Bareille et al., 2009). Récemment, Miles et al. (2009) ont estimé a plus de 500 millions $ par

an les pertes liées aux BPI en Amérique du Nord.




Les BPI des bovins a I’engrais sont des maladies infectieuses dites polyfactorielles
(Cusack et al., 2003, Duff et al., 2007, Radostits et al., 2007, Taylor et al., 2010a). En effet,
elles résultent d’interactions complexes entre des bactéries (notamment les Pasteurellaceae et
Mycoplasma spp.), des virus (virus respiratoire syncytial bovin [VRSB], virus parainfluenza 3
[Pi3], virus de la diarrhée virale bovine [BVDV], etc.) et des facteurs non-infectieux
(transport, ambiance des batiments, etc.) (Cusack et al., 2003, Duff et al., 2007, Radostits et
al., 2007, Taylor et al., 2010a). Il est généralement admis que les virus et les facteurs non-
infectieux diminuent les défenses immunitaires de 1’hdte et altérent les mécanismes de
clearance des voies respiratoires ce qui favorise I’infection du poumon par les bactéries qui
induisent alors des lésions pulmonaires (Aich et al., 2009, Hodgson et al., 2005, Taylor et al.,
2010a). La presence de multiples facteurs non-infectieux avant et a la mise en lot (le sevrage,
le transport, la transition alimentaire etc.) et la mise en contact de bovins d’origine différentes
aux statuts infectieux et vaccinaux divers expliquent que les BPI surviennent essentiellement
durant les premicres semaines suivant I’entrée des bovins dans les ateliers d’engraissement
(Alexander et al., 1989, Cusack et al., 2003, Duff et al., 2007, Sanderson et al., 2008, Taylor
etal., 2010a).

Plusieurs mesures préventives d’ordre zootechnique telles que la création de lots de
bovins originaires de la méme exploitation, I’absence de passage des bovins par des marchés
ou la réduction du temps de transport des animaux peuvent diminuer fortement I’incidence
des BPI chez les bovins a 1’engrais (Duff et al., 2007, Taylor et al., 2010b). Cependant, ces
mesures sont trop contraignantes pour les filieres d’engraissement qui préférent, a I’heure
actuelle, mettre en place des mesures preventives d’ordre essentiellement médical basees sur
I’utilisation de vaccins et/ou d’antibiotiques (Taylor et al., 2010a). Les vaccins (antiviraux et
antibactériens) sont, en effet, largement utilisés chez les bovins a 1’engrais (Schelcher et al.,
1999, Taylor et al., 2010b). Toutefois, en raison de I’aspect souvent multi-infectieux des BPI
(association fréquente de virus et de bactéries dans la pathogénie) et du caractere spécifique
de ’immunité induite par les vaccins, ils ne permettent qu’une prévention partielle (Schelcher
et al., 1999, Taylor et al., 2010b). De plus, ’administration des vaccins étant généralement
réalisée lors de la mise en lot, le délai d’installation de I’immunité est souvent supérieur au
délai d’apparition des BPI (Schelcher et al., 1999, Taylor et al., 2010b). Pour prévenir la
survenue des BPI, la vaccination des bovins a I’engrais est donc fréquemment associée, sur le

terrain, a une couverture antibiotique durant les premiéres semaines suivant la mise en lot



encore appelé antibioprévention ou antibio-prophylaxie (Schwarz et al., 2001, Taylor et al.,
2010b).

L’aptitude de I’antibioprévention a limiter la morbidité et la mortalité associées aux BPI
dans les semaines qui suivent la mise en lot a été démontrée dans de nombreuses études (une
revue a visee appliquée de ces études est présentée en Annexe 1). Cependant, en fonction des
lots de bovins, le nombre de malades évités par cette mesure ne compense pas toujours le
surcoit lié au traitement de I’ensemble du lot (Nickell et al., 2010). De plus, cette
administration prophylactique d’antibiotique c'est-a-dire avant toute expression clinique de la
maladie est vivement critiquée en raison du risque d’accroissement de 1’antibiorésistance qui
accompagne les usages massifs d’antibiotiques (McEwen et al., 2002, Phillips et al., 2004,
Schwarz et al., 2001). L’antibioprévention ne représente donc pas une mesure envisageable
dans un cadre de gestion durable (European Parliament, 2011) pour la maitrise des BPI des
bovins a I’engrais qui devra reposer alors principalement sur des mesures préventives

médicales a base de vaccinations et des mesures curatives.

Les mesures curatives des BPl sont baseées principalement sur 1’utilisation
d’antibiotiques associés ou non a des anti-inflammatoires (Radostits et al., 2007). L’objectif
majeur de ces traitements curatifs est d’obtenir la guérison rapide des animaux traités et
d’éviter la mortalité (Schwarz et al., 2001). Ces traitements ont aussi pour objectifs
d’améliorer le bien-étre des animaux (absence de souffrance) et de restaurer les performances
de croissance (gain moyen quotidien, efficience alimentaire) (Schwarz et al., 2001). De plus,
ils agissent directement contre les bactéries, permettant dans certains cas d’obtenir une
guerison bactériologique (Schwarz et al., 2001). Cependant, dans les ateliers d’engraissement,
la détection des bovins pouvant bénéficier d’un traitement manque de sensibilité et de
précocité (Duff et al., 2007, Schaefer et al., 2007, Taylor et al., 2010b, White et al., 2009). En
effet, cette détection est principalement basée sur 1’observation a distance de signes cliniques
généraux (abattement, dysorexie voire anorexie) et locaux de bronchopneumonie (écoulement
nasal et oculaire, toux, tachypnée voire dyspnée) (Duff et al., 2007). Or, I’expression clinique
des BPI est tres variable en termes de nature et d’intensité des signes cliniques exprimés par
les bovins, allant d’une hyperthermie sans autre signe clinique présent a un niveau detectable
a une dyspnée sévére entrainant la mort de 1’animal (Radostits et al., 2007, Taylor et al.,
2010b). De plus, le tableau clinique d’un bovin atteint de BPI évolue dans le temps (Fostier et

al., 1987). Les signes cliniques d’apparition précoce étant difficiles (écoulement nasal séreux,



dysorexie etc.) voire impossibles (hyperthermie) a détecter par examen visuel. Ainsi, certains
bovins qui pourraient bénéficier d’un traitement soit (i) ne le regoivent pas car ils ne sont pas
détectés par examen visuel réalisée par les personnes en charge de la surveillance des
animaux (i.e. non-détection), soit (ii) le regoivent tardivement par rapport a 1’évolution du

processus infectieux (i.e. retard a la détection).

Pour contourner la difficulté de la détection des bovins qui pourraient bénéficier d’un
traitement, une stratégie alternative au traitement curatif des seuls bovins détectés par
I’examen visuel est mise en place dans les ateliers d’engraissement : la métaphylaxie (Nickell
et al., 2010). La métaphylaxie consiste a traiter I’ensemble des animaux d’un lot aprés la
détection des premiers animaux pouvant nécessiter un traitement (McEwen et al., 2002,
Schwarz et al., 2001). Son objectif est de restaurer la production en obtenant la guérison des
animaux atteints de BPI détectés par examen visuel mais aussi des bovins malades non-
détectés qui pourraient néanmoins bénéficier d’un traitement c'est-a-dire les bovins en
incubation, en phases précoces de maladie et les bovins malades dont la phase de maladie ne
sera jamais détectée (Schwarz et al., 2001). De plus, via la diminution de la pression
d’infection bactérienne au sein du lot et la protection des bovins sains qu’elle peut conférer (Si
une couverture antibiotique de longue durée est réalisée), la métaphylaxie pourrait prévenir la
survenue de nouveaux malades secondaires a la transmission de bactéries pathogénes, d’ou
son nom : méta (du grec meta) = apres, et phylaxie (du grec phulaxis) = protection (Nickell et
al., 2010, Schwarz et al., 2001). Cependant, comme tout traitement antibiotique non ciblé, la
métaphylaxie entraine le traitement d’animaux sains qui n’en nécessiteraient pas (Schwarz et
al., 2001). En effet, parmi les bovins sains présents dans le lot, certains seront probablement
non réceptifs (i.e. ne permettront pas a 1’agent infectieux de se multiplier en eux) ou
surmonteront rapidement 1’infection. Cette dimension prophylactique de la métaphylaxie est,
comme pour I’antibioprévention, vivement critiquée et peut, elle aussi, entrainer des surcodts
liés au traitement de I’ensemble des bovins du lot qui ne sont pas toujours compensés par les
bénéfices attendus (i.e. diminution de la morbidité et amélioration des performances de
croissance des bovins « apparemment sains » au contact des bovins détectés comme atteints
de BPI) (Nickell et al., 2010).



2. Problématique et positionnement du travail de recherche

Dés la détection par examen visuel des premiers bovins atteints de BPI dans un lot, il est
nécessaire de répondre a deux questions afin de choisir la stratégie de traitement antibiotique
la plus adaptée a la situation épidémiologique du lot (Fig.1) : (i) Y a-t-il au contact des bovins
détectés par examen visuel, des bovins non-détectés qui pourraient aussi bénéficier d’un
traitement antibiotique ? Et, (ii) un traitement antibiotique de 1’ensemble du lot peut-il
protéger, contre la transmission horizontale de bactéries pathogénes, les bovins sains et
réceptifs présents dans le lot ? L’intérét médical voire économique du traitement
métaphylactique va en effet reposer notamment sur les réponses a ces deux questions. Si de
nombreux bovins atteints de BP1 non-détectés mais qui pourraient néanmoins bénéficier d’un
traitement antibiotique (i.e. bovins en incubation, en phases précoces de la maladie et bovins
malades dont la phase de maladie ne sera jamais détectée) sont au contact des bovins détectés,
alors le traitement métaphylactique qui permet de traiter I’ensemble des bovins du lot y
compris les bovins atteints de BPI non-détectés présentera a priori un avantage par rapport au
traitement curatif individuel des seuls bovins détectés. De méme, si les bactéries impliquées
dans les BPI sont transmissibles alors la mise en place d’un traitement antibiotique de
I’ensemble des bovins du lot permettant de protéger les bovins sains et réceptifs présents dans
le lot via (i) la diminution de la pression d’infection bactérienne et (ii) la protection que peut
conférer une couverture antibiotique de longue durée présentera aussi, a priori, un avantage

par rapport au traitement curatif individuel des seuls bovins détectés.



Situation épidémiologique
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Intérét de la métaphylaxie

Figure 1. Intéréts relatifs de la métaphylaxie, dans différentes situations épidémiologiques

théoriques lors de la détection des premiers bovins atteints de bronchopneumonie
infectieuse (BPI) dans un lot.
Dans la situation 1, trés favorable a la métaphylaxie, de nombreux bovins atteints de BPI
non-détectés mais qui pourraient bénéficier d’un traitement (i.e. bovins en incubation, en
phases précoces de la maladie et bovins malades dont la phase de maladie ne sera jamais
détectée) sont au contact des bovins détectés et les bactéries impliquées dans 1’épisode de
BPI sont transmises aux bovins sains et réceptifs présents dans le lot. Dans la situation 4,
a ’inverse trés défavorable a la métaphylaxie, peu de bovins atteints de BPI non-détectés
sont au contact des bovins détectés et les bactéries impliquées dans 1’épisode de BPI ne
sont pas transmises. Les situations 2 et 3 sont moyennement favorables a la métaphylaxie
avec, soit peu de bovins atteints de BPI non-détectés mais la présence d’une transmission
de bactéries pathogenes aux bovins sains et réceptifs présents dans le lot (situation 2), soit
beaucoup de bovins atteints de BPI non-détectés sans présence d’une transmission de
bactéries pathogenes (situation 3).

Pour estimer le nombre de bovins qui pourraient bénéficier d’un traitement lors d’un
épisode de BPI, il faut avoir des informations sur I’importance quantitative de la sous-
détection des bovins atteints de BPI (i.e. a la fois le retard a la détection et la non-détection)
liée au manque de sensibilité de I’examen visuel. 1l faut, en effet, connaitre le délai entre le
début de la BPI et I’apparition de signes cliniques généraux ou locaux détectables par examen
visuel (i.e. retard a la détection) et aussi connaitre le nombre de bovins atteints de BPI qui ne
seront jamais détectés par examen visuel (i.e. non-détection). De plus, pour juger de I’intérét
médical voire économique du traitement de ces animaux atteints de BPI mais sous-détectés
par examen visuel, il faut connaitre (i) les impacts en terme de performances de croissance et
de bien-étre animal que pourraient entrainer un traitement tardif ou I’absence de traitement de
ces bovins sous-détectés et (ii) I’efficacité d’un traitement antibiotique a réduire ces impacts.
Or, faute de systéeme permettant une détection performante (i.e. sensible et précoce) des

bovins a 1’engrais atteints de BPI, peu de données sur la sous-détection associée au manque de



sensibilité de 1’examen visuel (i.e. retard a la détection et non-détection) et son impact sur les

performances de croissance et le bien-étre des bovins sont disponibles dans la littérature.

Pour déterminer si un traitement antibiotique de I’ensemble du lot peut protéger, contre
la transmission horizontale de bactéries pathogénes, les bovins sains et réceptifs présents dans
le lot, il faut connaitre les bactéries qui sont impliquées dans 1I’épisode de BPI et il faut savoir
si ces bactéries sont transmissibles. Or, a 1’heure actuelle, la transmission horizontale des
bactéries impliquées dans les BPI notamment lors de ou juste apres la mise en lot reste a
démontrer (Rice et al., 2007 , Taylor et al., 2010b). De plus, pour juger de I’intérét médical et
économique d’un traitement antibiotique de 1’ensemble des bovins du lot dans 1’objectif de
protéger les bovins sains et réceptifs présents dans le lot, il faut aussi avoir des informations
sur I’efficacité d’un traitement antibiotique a (i) limiter 1’excrétion, par les bovins du lot, de
bactéries pathogénes potentiellement transmissibles et a (ii) protéger les bovins sains et
réceptifs présents dans le lot.

De nombreuses informations sur les BPI des bovins a 1’engrais manquent donc pour
rationaliser le choix de la stratégic de traitement antibiotique a mettre en place lors d’un
épisode de BPI survenant dans un lot. Parmi les besoins d’informations & combler, nous avons
choisi de positionner notre travail de recherche autour (i) de I’évaluation de la sous-détection
des bovins atteints de BPI par examen visuel (i.e. retard a la détection et non-détection) et de
I’impact de cette sous-détection sur les performances de croissance et (ii) de la
transmissibilité des bactéries impliquées dans les BPI des bovins a 1’engrais. En effet, ces
informations sont des bases nécessaires a une évaluation plus en aval de I’intérét médical et
économique de la métaphylaxie par rapport au traitement curatif individuel des seuls bovins
détectés par examen visuel tels que: (i) 1’évaluation de ’efficacité de la métaphylaxie a
réduire les impacts d’un traitement retardé ou absent due a une sous-détection des bovins qui
pourraient bénéficier d’un traitement ou encore, (ii) ’aptitude de la métaphylaxie a protéger
les bovins sains et réceptifs présents dans le lot contre une éventuelle transmission horizontale

de bactéries pathogénes.



3. Etat des connaissances dans le positionnement envisagé et ses limites

3.1. Evaluation de la sous-détection, par examen visuel, des bovins atteints de
bronchopneumonie infectieuse et évaluation de 1’impact de cette sous-détection sur

les performances de croissance

La détection tardive, dans les ateliers d’engraissement, des bovins atteints de BPI a déja
été mise en évidence par le suivi régulier de la température corporelle. En effet, la mesure
réguliere de la température orbitale par camera infrarouge a montré la présence d’une
¢lévation de la température corporelle 4 a 6 jours avant I’apparition de signes cliniques de BPI
détectables par examen visuel (Fig. 2) (Schaefer et al. 2007). Par ailleurs, le suivi en continu
du comportement alimentaire de chaque bovin par le systeme GrowSafe (Airdrie, Canada) a
permis de détecter, a ’aide d’un « cumulative sum » test, les bovins atteints de BPI par la
réduction du temps passé a I’auge, en moyenne, 4,1 jours plus tot que par 1’examen visuel

(Quimby et al. 2001).

Figure 2. Exemple d’évolution de la température péri-orbitale durant un épisode de
bronchopneumonie infectieuse (BPI) chez un bovin a I’engrais mesurée par caméra
infrarouge. Ce bovin a été diagnostiqué atteint de BPI et traité au jour 10 (Schaefer et al.
2007).

Tout retard thérapeutique s’accompagne d’une extension du processus infectieux. Le
processus infectieux devient alors plus difficile a controler et est a 1’origine de Iésions plus
importante qui peuvent porter un préjudice a la croissance ultérieure de 1’animal voire
entrainer sa mort (Apley et al., 1998). Janzen et al. (1984) ont d’ailleurs montré que décaler le
traitement antibiotique de 48 heures ou plus aprés I’exposition expérimentale de bovins a M.
haemolytica augmentait considérablement la durée d’évolution de la maladie et conduisait

méme a la mort des animaux dans les conditions particuliéres de leur étude. Cependant,



aucune donnée quantifiée de I’effet d’un traitement retardé sur les performances de
croissance, dans le contexte particulier des bovins a l’engrais, n’est disponible dans la
littérature. Ces données permettraient de juger de I’intérét médical et économique potentiel
d’un traitement antibiotique plus précoce des bovins en incubation ou en phase précoce de la

maladie.

L’absence compléte de détection des bovins atteints de BPI (i.e. non-détection) par
examen visuel est principalement argumentée a partir de la mise en évidence, chez les bovins
non-détectés comme atteints de BPI durant la période d’engraissement, de 1ésions
pulmonaires a 1’abattoir. En effet, en fonction des études, de 37 a 83 % de ces bovins non-
détectés avaient des Iésions pulmonaires a I’abattoir (Cf. Tableau 1). Cependant, cette mesure
de la non-detection des bovins atteints de BPI par examen visuel est imparfaite. En effet,
I’inspection macroscopique des poumons a I’abattoir ne permet pas de dater précisément les
Iésions (Daoust, 1989). Elles peuvent donc avoir été générées en début, milieu ou fin de la
période d’engraissement mais aussi avant cette période, dans les exploitations d’origine
(Schneider et al., 2009), ce qui peut conduire a une surestimation de la non-détection des
animaux atteints de BPI durant la période d’engraissement. De plus, comme les BPI affectent
les bovins surtout en début d’engraissement (Assié et al., 2009, Babcock et al., 2009,
Sanderson et al., 2008), il est probable qu’une partie des 1ésions pulmonaires consécutives a
des BPI non-détectées se soient résorbées avant 1’abattage des bovins conduisant, a I’inverse,
a une sous-estimation de la non-détection des animaux atteints de BPI. Cette mesure
imparfaite de la non-détection des animaux atteints de BPI a néanmoins permis a Thompson
et al. (2006) de réaliser une premiére estimation de 1’effet sur les performances de croissance
de cette non-détection chez les bovins a I’engrais (Cf. Tableau 2). Néanmoins, pour juger de
I’intérét médical et économique potentiels d’un traitement antibiotique de ces bovins atteints
de BPI non-détectés voire non détectables (i.e. absence compléte de signe clinique détectable)
par examen visuel, une quantification plus précise de la non-détection et de son impact sur les

performances de croissance est nécessaire.



Tableau 1. Prévalence des 1ésions pulmonaires observées a 1’abattoir chez les bovins traités et non
traités pour bronchopneumonie infectieuse (BPI) durant la période d’engraissement.

Prévalence des lésions

Prévalence A :

Poids des pulmonaires a I'abattoir (%)

a traitements Bovins
No. de l'entrée  pour BPI Tous Bovins non

Références Pays bovins  (kg) (%) bovins traités  traités
Wittum et al. (1996) USA 469 193 29 72 78 68
Bryant et al. (1999) USA 439 - 17 42 40 42
Gardner et al. (1999) USA 204 291 50 43 48 37
Buhman et al. (2000) USA 170 249 25 87 97 83
Dejonghe et al. (2002) France 401 290 15 61 72 59
Thompson et al. (2006) Afrique du sud 2036 233 23 43 55 39
Schneider et al. (2009) USA 1665 288 8 62 74 61

Tableau 2. Résultats d’un modéle de régression linéaire quantifiant les effets des

bronchopneumonies infectieuses (BPI1) cliniques? ou « subcliniques »* sur le gain moyen
quotidien (g) des bovins durant le début, la fin ou I’ensemble de la période

d’engraissement d’aprés Thompson et al. (2006).

Période

d'engraissement  Variable indépendante et niveau Estimée Intervalle de confiance (95%) P-value

Début Catégorie clinique des bovins :

(J0 a J35) -Sain* Référence - -
-Subclinique? -0,091 [-0,142;-0,040] <0,001
-Clinique’ -0,216 [-0,272;-0,159] <0,001

Fin Catégorie clinique des bovins :

(935 & l'abattage’)  _saint Référence - -
-Subclinique® -0,012 [-0,039;-0,016] 0,41
-Clinique® 0,015 [-0,016;-0,046] 0,34

Totale Catégorie cliniques des bovins :

(JO & l'abattage) -Sain! Référence - -
-Subclinique? -0,020 [-0,043;-0,002] 0,08
-Clinique® -0,029 [-0,055;-0,004] 0,02

ISain : pas de traitement pour BPI durant la période d’engraissement et pas de 1ésion pulmonaire 4 I’abattoir. “Subclinique :
pas de traitement pour BPI durant la période d’engraissement avec lésions pulmonaires 4 ’abattoir. *Malade : traitement pour
BPI durant la période d’engraissement avec ou sans Iésion pulmonaire a I’abattoir. * L’abattage des bovins a eu lieu, en

moyenne, 137 jours apreés leur mise en lot.

Pour évaluer de maniere précise la sous-détection des bovins atteints de BPI (i.e. retard

a la détection et non-détection) et estimer I’impact de cette sous-détection sur les

performances de croissance, il faut disposer d’un systéme alternatif a 1’examen visuel qui

permette une détection performante (i.e. sensible et précoce) des animaux atteints de BPI.

3.2. Systémes alternatifs a I’examen visuel des bovins pour une détection performante des

animaux atteints de bronchopneumonie infectieuse

Plusieurs systémes alternatifs a 1’examen visuel comme le suivi du comportement

alimentaire (Quimby et al., 2001) et le suivi régulier de la température corporelle (Fostier et
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al. 1988, Schaefer et al., 2007) pourraient permettre d’améliorer la sensibilité et la précocité
de détection des bovins atteints de BPI dans les ateliers d’engraissement. Néanmoins, ces
systémes, non-spécifiques, ne permettent pas d’affirmer que le bovin détecté a une BPI. Il est
donc a priori nécessaire d’investiguer la valeur prédictive positive de ses systémes pour la
détection des animaux atteints de BPI (i.e. probabilité qu’un bovin détecté par le systéme soit

réellement atteint de BPI) chez les bovins a ’engrais avant leur utilisation.

La dysorexie voire I’anorexie est un signe clinique d’appel fréquemment utilisé dans les
ateliers d’engraissement pour la détection des bovins atteints de BPI (Radostits et al.,
2007). Quimby et al. (2001) ont d’ailleurs montré que le suivi en continu du comportement
alimentaire de chaque bovin par le systeme GrowSafe (Airdrie, Canada) permettait de
détecter, via I’utilisation d’un « cumulative sum » test, les bovins atteints de BPI environ 4,1
jours plus tot que par examen visuel (Quimby et al., 2001). Néanmoins, il semblerait que la
sensibilité de ce systeme pour la détection des bovins atteints de BPI soit inférieure a
I’examen visuel (Quimby et al., 2001). Des recherches complémentaires sont donc nécessaires
pour confirmer ou infirmer 1’aptitude de la dysorexie pour la détection sensible des bovins

atteints de BPI.

Le suivi régulier de I’évolution de la température corporelle pourrait aussi permettre une
détection plus précoce et plus sensible des animaux atteints de BPI que 1’examen visuel. En
effet, de nombreux bovins atteints de BPI ont des températures rectales supérieures a 39,5°C
voire 40°C ainsi que des modifications des bruits pulmonaires a 1’auscultation sans signe
clinique visuellement détectable par examen visuel (Radostits et al., 2007). De plus,
I’hyperthermie est d’apparition trés précoce au cours du processus infectieux (Fajt et al.,
2004). Cependant, le suivi régulier de la température corporelle par les méthodes
traditionnelles (i.e. prise de température rectale) est trop chronophage pour étre réalisé a
intervalles de temps rapprochés ou dans des lots de grandes tailles. Récemment, un systeme
permettant le suivi en continu et a distance de la température ruminale des bovins par
I’utilisation d’un thermobolus intraruminal (Thermobolus, Medria SAS, Chateaugiron,
France) a été developpé (Fig. 3). La température ruminale étant corrélée a la température
corporelle (Bewley et al., 2008, Sievers et al., 2004), ce systéme pourrait permettre le suivi en
continu de I’évolution de la température corporelle, la détection d’hyperthermie et ainsi
améliorer la détection des bovins a I’engrais atteints de BPI. Cependant, 1’aptitude de ce

systéme pour la détection d’hyperthermie corporelle n’a jamais été évaluée. De plus, aucune
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donnée sur la valeur prédictive positive des alertes produites par ce systéme pour la détection
des bovins atteints de BPI n’est disponible dans la littérature.

Ordinateur

Figure 3. Schéma d’un systéme permettant le suivi en continu et a distance de la température
ruminale des bovins via I’utilisation d’un thermobolus intraruminal. Le bolus, aprés avoir
été ingeré par le bovin, réside dans le réticulo-rumen de I’animal et mesure la température
ruminale toutes les 15 minutes. Il transmet ensuite les données de température toutes les 2
heures par onde radio a une base réceptrice qui doit étre placée a moins de 50 metres des
bovins. La base transmet alors les données a un ordinateur situé dans 1’exploitation ou les
températures ruminales peuvent alors étre visionnées en temps réel et enregistrées.

3.3. Transmissibilité des bactéries impliquées dans les bronchopneumonies infectieuses

des bovins a I’engrais

Les bactéries les plus freqguemment isolées dans les voies respiratoires basses des bovins
a ’engrais lors de BPI ou dans les 1ésions pulmonaires observées chez les bovins morts de
BPI dans les semaines qui suivent la mise en lot sont les Pasteurellaceae avec principalement
Mannheimia haemolytica et les mollicutes du genre Mycoplasma avec Mycoplasma bovis
(Gagea et al., 2006, Griffin et al., 2010, Radostits et al., 2007). Les Pasteurellaceae et M.
bovis possedent en effet de nombreux facteurs de virulence qui leurs permettent de coloniser
les poumons, d’échapper aux défenses immunitaires de 1’hdte, et d’entrainer des lésions

pulmonaires (Panciera et al., 2010) (Cf. Tableau 3).
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Tableau 3. Principales bactéries impliquées dans les bronchopneumonies infectieuses des bovins a
I’engrais et leurs facteurs de virulence d’aprés Panciera et al. (2010).

Présence Protéine Autre
Bactérie de Endotoxine Exotoxine A Enzyme sécrétée
d'adhésion facteur
capsule
OmpA°®,
lipoprotéine 1,
o N-acetyl-D- -
Mannheimia o, , LPS? LKT? glucosamine, Neuraminidase, Biofilm
haemolytica . sialoglycopratease
protéines
d'adhésion au
fibrinogéne
OmpA,
Pasteurella oy LPS i fimbriae de : Biofilm
type 4, FHA*
. . Biofilm,
Hls;tgmlilus Non LOS® - - - histamine,
IgBPs®
Mvcoblasma Toxines Biofilm,
y b P Non - polysaccharidiques VSPs’ - peroxyde
ovis , .
(7 d'hydrogéne

ILipopolysaccharide. Leucotoxine. °Protéines de la membrane extérieure. *Hémagglutinine filamenteuse.
SLipooligosaccharide. ®Protéines d'adhésions aux immunoglobulines. 7 Protéines variables de surface.

Mannheimia haemolytica est fréquemment isolée dans les cavités nasales et les tonsilles
des bovins sains ou elle maintient une relation commensale avec I’héte (Rice et al., 2007).
Rice et al. (2007) suggérent que c’est a la faveur de conditions favorables a M. haemolytica,
permises par des infections virales et des facteurs non-infectieux (transport des animaux, etc.),
que cette bactérie rompt 1’équilibre avec 1’hote pour entrainer la maladie. En effet, lors
d’infections virales et/ou d’état de stress, les défenses de I’animal sont réduites ce qui permet
la multiplication de M. haemolytica dans les voies respiratoires hautes et la sélection de
souches virulentes (Frank et al., 1986, 1987). Ces souches virulentes peuvent alors coloniser
le poumon et entrainer des lésions de type fibrino-suppuratives (Griffin et al., 2010). Larsen et
al. (2009) ont d’ailleurs récemment montré que les souches de M. haemolytica isolées dans les
poumons de bovins malades avaient un plus grand nombre de promoteurs du géne de la
leucotoxine, principal facteur de virulence de M. haemolytica, que les souches de M.

haemolytica isolées au niveau du nasopharynx de bovins sains.

Des questions demeurent concernant la source des souches de M. haemolytica qui
colonisent les poumons des bovins malades lors de BPI (Rice et al., 2007, Taylor et al.,
2010b). Pour un bovin donné, cette souche peut soit provenir de la flore commensale du
nasopharynx, sélectionnée a la faveur d’infection virale ou d’état de stress (émergence
individuelle), soit provenir d’un ou de plusieurs bovins atteints de BPI qui transmettent cette

souche horizontalement aux autres animaux du lot (Rice et al., 2007, Taylor et al., 2010b). Or,
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a I’heure actuelle, seules 2 études se sont intéressées a la transmission horizontale de M.
haemolytica au sein de lots de bovins a ’engrais (Briggs et al., 1998, Purdy et al., 1993).
Purdy et al. (1993) ont montre que les souches de M. haemolytica isolées au niveau du
nasopharynx lors d’un ¢épisode de BPI dans un atelier d’engraissement étaient
significativement associées a I’exploitation d’origine des bovins. A partir de ces résultats, ils
concluent que les souches virulentes de M. haemolytica ne sont pas transmises entre bovins
mais sont sélectionnées a partir de la flore commensale de nasopharynx de chaque animal. A
I’inverse, Briggs et al. (1998), a partir d’une infection expérimentale a 1’aide d’une souche
specifique de M. haemolytica, ont montré que cette bactérie peut rapidement étre transmise
horizontalement entre bovins du méme lot dans les jours qui suivent 1’allotement. Sur la base
de ces 2 études, il est difficile de déterminer entre 1’émergence individuelle et la transmission
horizontale quelle est la principale source d’acquisition de souches de M. haemolytica par les

bovins lors de BPI.

Mycoplasma bovis peut, comme M. haemolytica, étre isolée dans les voies respiratoires
hautes de bovins apparemment sains et coloniser le poumon a la faveur d’un état de stress
(Caswell et al., 2007, Maunsell et al., 2011, Nicholas et al., 2003). Cependant, M. bovis par sa
capacité de dissémination systémique cause aussi des arthrites et des ténosynovites chez les
bovins a I’engrais a la différence de M. haemolytica (Caswell et al., 2010 , Maunsell et al.,
2011, Nicholas et al., 2003). De plus, M. bovis, grace a ses facteurs de virulence (biofilm,
hypervariabilité des protéines de surface, etc.), entraine souvent des infections chroniques du
poumon méme lors de traitement antibiotique (Caswell et al., 2010 , Maunsell et al., 2011).
En effet, Arcangioli et al. (2011) ont montré que des veaux infectés par M. bovis restaient
porteurs d’un méme clone bactérien pendant plusieurs semaines dans les poumons et cela
méme en présence d’un traitement antibiotique et d’anticorps circulants anti-M. bovis. Ces
bovins infectés chroniques représentent une source de contamination non négligeable pour les

bovins au contact.

La prévalence des animaux infectés par M. bovis est généralement faible avant I’entrée
dans les ateliers d’engraissement mais peut augmenter trés fortement lors d’épisode de BPI,
ce qui suggere une transmission horizontale de cette bactérie (Allen et al., 1992). Cependant,
cette augmentation de la prévalence des animaux infectés par M. bovis peut aussi résulter
d’émergences individuelles secondaires a un état de stress (Boothby et al., 1983, Caswell et

al., 2007) et non d’une transmission. Or, a I’heure actuelle, aucune étude n’a étudié la
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dynamique de transmission de M. bovis lors de BPI survenant dans les ateliers
d’engraissement durant les premiéres semaines post-mise en lot. La part relative de la
transmission intra-lot ou des émergences individuelles dans 1’augmentation de la prévalence

des animaux infectés est donc inconnue.

Déterminer si les isolats de M. haemolytica et M. bovis qui sont retrouvés dans les
poumons des bovins lors d’épisode de BPI proviennent d’émergences individuelles (c'est-a-
dire d’une sélection intra-hote d’un clone de la flore commensale du nasopharynx) ou d’une
transmission horizontale de ces bactéries entre bovins est crucial pour définir la stratégie de
traitement antibiotique a mettre en place. En effet, en 1’absence de transmission de ces
bactéries, la protection des bovins sains et réceptifs au contact des bovins malades par une

couverture antibiotique de longue durée d’action n’a plus d’intérét.

4. Objectifs, approche méthodologique et contenu de la these

4.1. Objectifs

L’objectif général de la thése est de produire des connaissances sur les BPI affectant les
bovins a 1’engrais qui constituent des bases pour rationaliser le choix de la stratégie de
traitement antibiotique a mettre en place lors d’un épisode de BPI survenant dans un lot (Fig.
4). Plus précisément, il s’agit :
d’évaluer la sous-détection (i.e. retard a la détection et non-détection) des bovins a
’engrais atteints de BPI et d’estimer son impact sur les performances de croissance,

— d’étudier la transmission horizontale de M. haemolytica et de M. bovis lors d’épisodes de
BPI.

Afin d’investiguer la sous-détection, nous avons, dans un premier temps évalué un
systéme d’alerte qui pourrait permettre une détection performante (i.e. précoce et sensible)
des BPI basée sur la détection d’hyperthermie corporelle : le thermobolus intraruminal. Ce
systéme étant non-spécifique, nous avons aussi etudié la valeur prédictive positive des alertes
produites par ce systéme pour détecter les bovins a 1’engrais atteints de BPI dans les semaines

qui suivent la mise en lot.
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4.2. Approche méthodologique et contenu de la thése

Pour répondre a ces objectifs, nous avons mis en place 2 études observationnelles en
conditions courantes d’¢levage des jeunes bovins dans 1’ouest de la France. L’articulation

générale des travaux est présentée dans la figure 4.

Dans la premiére étude (étude n°1), nous avons équipé de thermobolus intraruminaux
25 bovins a I’engrais dés leurs entrées dans un atelier d’engraissement. Durant les 40 jours
suivant leurs arrivées, ces animaux ont ensuite été suivis cliniquement toutes les 6 a 12 heures
lors d’hyperthermie ruminale afin i) de confirmer la présence d’hyperthermies corporelles lors
d’hyperthermies ruminales détectées a 1’aide des thermobolus et ii) d’évaluer la valeur
prédictive positive de I’hyperthermie corporelle pour détecter les bovins atteints de BPI. Cette

étude est présentée dans le chapitre 1.

Dans la deuxiéme étude (étude n°2), nous avons équipé de thermobolus intraruminaux
112 bovins a I’engrais répartis dans 12 lots dans 3 ateliers d’engraissement. A la différence de
I’étude n°1, les données de températures ruminales n’ont pas été analysées en temps réel mais
analysées de manic¢re rétrospective a la fin de la période d’étude (40 jours apres
I’introduction) afin i) d’évaluer le délai entre le début de I’hyperthermie et la détection
clinique des BPI (i.e. estimation du retard a la détection) et ii) de mettre en évidence et de
quantifier la présence de phases d’hyperthermies non-détectées (i.e. estimation de la non-
détection de animaux atteints de BPI). Ces données ont ensuite été mises en relation avec le
gain moyen quotidien de chaque bovin calculé entre 1’introduction et la fin de la période
d’étude (J40) afin d’estimer I’impact du retard a la détection et de la non-détection sur les
performances de croissance des bovins. De plus, les bovins de cette étude ont été préleveés par
écouvillonnage nasal (EN) et aspiration trans-trachéale (ATT) tous les 3 jours pendant les
épisodes de BPI afin d’obtenir des isolats de M. haemolytica (EN + ATT) et M. bovis (ATT).
Ces isolats ont ensuite été typés par électrophorése sur champs pulsés pour étudier leur
relation clonale et formuler des hypothéses de transmission. En effet, si une transmission
horizontale de M. haemolytica ou M. bovis a eu lieu dans un lot avant ou pendant un épisode
de BPI, alors les isolats obtenus chez plusieurs bovins de ce lot doivent étre issus d’un ancétre
commun, autrement dit, ces isolats doivent avoir une relation dite clonale (Zadoks et al.,
2006). A Tl’inverse, en I’absence de relation clonale entre les isolats, la transmission

horizontale de M. haemolytica et M. bovis entre bovins d’un lot pendant un épisode de BPI
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semble peu probable. L’étude de la sous-détection et de son impact sur les performances de

croissance est présentée dans le chapitre 2 tandis que 1’étude de la transmission horizontale de

M. haemolytica et M. bovis sont présentés dans les chapitres 3 et 4, respectivement.

Produire des connaissances sur les bronchopneumonies infectieuses affectant les bovins a
I'engrais qui constituent des bases pour rationaliser le choix de la stratégie de traitement
antibiotique a mettre en place lors d’'un épisode de bronchopneumonies infectieuses survenant

dans un lot

)

)

Evaluer un systéme d’alerte permettant une
détection précoce et sensible des bovins a
I'engrais atteints de bronchopneumonie
infectieuse (Efude de lerrain n°1)

Chapitre 1. Arficle  "Early defection of hovine
respiratony diseass in voung bulls using reficulo-
rumen temperature boluses.” Vel J. publie

}

Evaluer la sous-détection des bovins a
I'engrais atteints de bronchopneumonie
infectieuse et estimer l'impact de cette sous-
détection sur les performances de
croissance (Efude de lerrain n°2)

Chapitre 2: Arficle : "Visually undeltected fever
agpisodas in hewh~recelvaed heaf bulls at a fattaning
operaiion: occurrence, durafion and impact on
pefarmance . Anim. Sci publie

Etudier |a transmission horizontale de
Mannheimia haemolytica et de Mycoplasma
bovis lors d’épisodes de bronchopneumonies
infectieuses survenant dans des lots de
bovins a l'engrais (Etude de farrain n°2)

Chapifre 3. Aricie - "Transmission dynamics of
Mannheimia hasmaohdica In newlyrecelved beef
bulls af fattening operations” Vel Microbiol soumis

Chapifre 4. Arficte . “Molecular epidermiology of
Wycoplasma bovig in bovine respiratons disease
outhireaks accurring in fatlening oparations of beaf
bulls” manuscri en cours pour solmission au J.
Vel Diagh invest.

Figure 4. Objectifs de la thése, chapitres de thése et études de terrain correspondants (et état des

articles correspondants).
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1. Résumé frangais

L’objectif de cette étude était d’évaluer l'utilisation du systeme thermobolus pour la
détection des bronchopneumonies infectieuses (BPI) survenant chez les bovins a I’engrais
durant les premiéres semaines qui suivaient leurs entrées dans un atelier d’engraissement.
Vingt-quatre bovins a I’engrais ont été équipés a la mise en lot d’un thermobolus permettant
le suivi en continu et en temps réel de 1’évolution de la température réticulo-ruminale. Ces
bovins a ’engrais ont ensuite été suivis durant les 40 jours post-mise en lot. Dés qu’un
épisode d’hyperthermie ruminale (HR) était détecté via le systeme thermobolus, un examen
clinique a distance puis rapproché était effectué par un vétérinaire. Cet examen clinique était
ensuite répété toutes les 12 a 24 heures jusqu'a la fin de 1'épisode d’HR. Cinquante-deux
épisodes d’HR ont été détectés chez 22 des 24 bovins suivis. Durant ces épisodes d’HR, des
températures rectales élevées (40,1 + 0,6°C) ont été mesurées. Des BPI ont été diagnostiquées
par ’examen clinique rapproché (bruits pulmonaires anormaux a 1’auscultation + température
rectale > 39,7°C) chez 21 jeunes bovins durant 38 des 52 épisodes d’HR détectés (valeur
prédictive positive du systeme thermobolus pour la détection de bovins atteints de BPI =
73%). Les signes cliniques de BPI ont toujours été¢ détectés apres le début de I’'HR avec un
délai variant de 12 heures & 136 heures en fonction des signes cliniques. Le suivi en continu
de I’évolution de la température réticulo-ruminale permet donc une détection précoce des
bovins a I’engrais atteints de BPI durant les premiéres semaines suivant la mise en lot ;
cependant, I’examen clinique des bovins a 1’engrais détectés par ce systeéme est nécessaire

pour confirmer la présence de BPI.

24



2. Abstract

The use of reticulo-rumen temperature boluses to detect bovine respiratory disease
(BRD) was investigated in young bulls following their entry into a fattening unit. Twenty-four
bulls received a bolus at entry and were observed for 40 days. As soon as a reticulo-rumen
hyperthermia (RH) episode was detected using the bolus, clinical examination was performed
by a veterinarian and then repeated every 12-24 h until the end of RH episode. Fifty-two RH
episodes were detected in 22 animals. High rectal temperatures (40.1 = 0.6 °C) were observed
during these episodes. BRD was diagnosed on the basis of clinical examination during 38/52
RH episodes in 21 animals (positive predictive value 73%). The onset of BRD signs always
occurred after the onset of RH episodes, with a time-lag from 12 to 136 h, depending on BRD
signs. Monitoring reticulo-rumen temperature permits early detection of BRD; however,

clinical examination is required to confirm BRD.

Keywords. Bovine respiratory disease, Reticulo-rumen bolus, Temperature monitoring,

Haptoglobin
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3. Introduction

Bovine respiratory disease (BRD) is the most significant health problem in the beef
industry (Duff and Galyean, 2007). It is commonly observed throughout the first weeks after
arrival at fattening units (Assié et al., 2009; Schneider et al., 2009) and accounts for 75-80%
of cases of disease during this period (Edwards, 1996). Accurate detection of BRD is crucial

for the implementation of effective treatment (Apley, 1997).

Current methods for identifying cattle with BRD, mainly based on visual appraisal
performed by owners or feedlot staff, are not accurate and do not allow early detection of
BRD (Wittum et al., 1996; Gardner et al., 1999; Thompson et al., 2006; Schneider et al.,
2009). White and Renter (2009) highlighted the low sensitivity of BRD detection based on
visual appraisal (61.8%) when compared to detection of BRD based on pulmonary lesions at
slaughter. Furthermore, clinical signs of BRD detectable by visual appraisal often occur late

in the course of the disease (Schaefer et al., 2007).

Approaches to improve detection of cattle with BRD include laboratory tests and
measurement of body temperature (Duff and Galyean, 2007). Serum haptoglobin (Hap) is one
of the major positive acute phase proteins of inflammation in cattle (Murata et al., 2004).
Determining Hap concentrations appears to be promising for the assessment of morbidity due
to BRD (Carter et al., 2002; Berry et al., 2004) and for the early detection of calves suffering
from bronchopneumonia and requiring treatment with anti-inflammatory drugs (Humblet et
al., 2004). However, as for any laboratory procedure, this test requires time to complete,

which limits its value for on-farm detection of BRD.

Infrared thermography scans (FLIR S60 camera, FLIR) and reticulo-rumen temperature
boluses (Cow temp, Innotek; Cattle Temperature Monitoring System, MaGiix; Thermobolus,
Medria SAS) have been developed for non-invasive real-time measurement of body
temperature (Prendiville et al., 2002; Schaefer et al., 2007; Bewley et al., 2008a). Infrared
thermography scanning of the orbital area allows early detection of BRD (Schaefer et al.,
2007). The objective of the present study was to investigate the use of a reticulo-rumen
temperature bolus for the detection of spontaneously occurring BRD in young bulls following

their arrival at a fattening unit.
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4. Materials and methods

4.1. Animals and housing

Twenty-five young bulls were studied during the first 40 days after arrival at a
commercial fattening unit. The animals were purchased at an auction market and came from
multiple farms (14 different origins). All bulls arrived on the same day in February 2009 at
the fattening unit, with a mean + standard deviation (SD) body weight of 268.8 + 26.8 kg. On
arrival, they were treated with an anthelmintic (Dora- mectin) and were vaccinated once with
a vaccine containing modified-live bovine viral diarrhoea virus (BVDV) and bovine
respiratory syncytial virus (BRSV) (Rispoval RS-BVD, Pfizer). On arrival, each young bull

was administered a reticulo-rumen temperature bolus PO using a plastic balling gun.

During the study period, animals were housed together in a covered pen, open only on
one side. After arrival, young bulls were initially fed grass—legume hay ad libitum for 7 days.
Their diet was then gradually changed during weeks 2-5 after arrival; the amounts of corn
silage, grass silage, concentrate (30% crude protein,10% crude fibre, 11% starch, 4.5% crude
fat; dry matter basis) and straw were slowly increased to reach 52%, 12%, 31% and 5% of the
diet, respectively. During this transition period, the amount of hay was slowly decreased until
none was given. The final total mixed ration (TMR) was formulated to meet Institut National
de la Recherche Agronomique (INRA) recommendations (Garcia et al., 2007). During the
study period, the bulls were fed ad libitum and the quantity of feed provided each day was
adjusted so that refusal corresponded to 10% of the amount distributed. Feed was mixed and
delivered once daily at 9 h using a 15 cubic metre paddle mixer (Qualimix + PRO 150, Lucas

G. SAS). Throughout the study period, young bulls had unlimited access to fresh water.
All procedures were performed in accordance with the European directive (86/609) and

French Regulations and conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
(NIH Publication No. 85-23, revised 1996).
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4.2. Reticulo-rumen temperature bolus

Reticulo-rumen temperatures were monitored using a commercial setup (Thermobolus,
Medria SAS) consisting of 25 reticulo-rumen temperature boluses, a base station with an
incorporated antenna and a personal computer. Each bolus had an internal battery (Lithium-
lon) for power and electronic circuitry, including a temperature sensor, low power ISM band
transceiver and microprocessor for the control of all circuit functions and timing. Each bolus
weighed 130 g (specific gravity 2.27) and had a length of 93 mm and an outside diameter of
28 mm. The boluses recorded the reticulo-rumen temperatures every 15 min and transmitted
the data via radio link every 2 h to the base station. The base station was placed inside the
barn 2 m above the ground and approximately 15 m away from the pen containing the
experimental animals. It communicated the data received from the boluses via an RS232 port

to the computer (Fig. 1).

Rumen hyperthermia episode
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Figure 1. Example of a measurement of reticulo-rumen temperature of a young bull (number 14)
over 14 days. A reticulo-rumen hyperthermia episode (reticulo-rumen temperature above
the reference temperature) was detected between March 17 (11:00) and March 31 (5:00)
using the programme provided by the manufacturer (Medria Measurement Manager,
Medria SAS). The abrupt decreases in reticulo-rumen temperatures are due to drinking
water.

4.3. Assessment of measurement accuracy of the boluses

To ensure the accuracy of the temperatures measured by the boluses, an in vitro test was
performed before the ingestion of the boluses by the young bulls. Each bolus was immersed in
a water bath and the temperatures measured by the boluses were compared to the reference
measurement by a precision temperature measuring instrument (Pt100 and P600, Dostmann)
over the range of 2045 °C.
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4.4. Processing of reticulo-rumen temperature and on-line detection of reticulo-rumen

hyperthermia episodes

Reticulo-rumen temperatures measured by the boluses were analysed in realtime using
the manufacturer’s programme (Medria Measurement Manager, Medria SAS). Since intake of
cold or warm water leads to a large decrease in reticulo-rumen temperature, lasting for more
than 3 h (Cunningham et al., 1964; Bewley et al., 2008b), the raw reticulo-rumen temperature
data recorded by the boluses were firstly pre-processed to eliminate the effect of water
drinking using an autoregressive process of order 4 and adaptive filtering (Blanchet and
Charbit, 2006).

Secondly, a reference reticulo-rumen temperature was calculated for each animal as the
mean of all the pre-processed temperatures obtained during the 4 x 24 previous hours (4 days
sliding window). This corresponded to the best trade-off between minimal duration and best
global F-measure (2 x sensitivity x precision)/ (sensitivity + precision) (data not shown). To
avoid the inclusion of abnormal data in the computation of reference temperatures, i.e.
corresponding to RH, mean values outside the interval 38.7-39.6 °C were replaced by the
closest interval bound. This interval was chosen because it corresponded to the day-to-day
mean temperatures observed in young bulls outside RH episodes (data not shown). The
computation of the reference began as soon as the boluses were ingested by the young bulls.
During the first 4 days, it was computed with the available temperature data from an

incomplete window.

Thirdly, the programme detected reticulo-rumen hyperthermia (RH) episodes by
comparing pre-processed temperatures and reference temperatures for each animal using a
method based on the cumulative sum (CUSUM) test (Page, 1954; Hinkley, 1971). The
CUSUM test accumulates the difference (error) between the pre-processed temperature and
the reference temperature and triggers an alarm whenever the cumulated sum becomes too
important. The CUSUM test uses two parameters, v and A, which determine the detector
sensitivity and its responsiveness, respectively. The values used in this study were v = 0.65
and A = 1.3, based on the results of a previous multi-parametric study performed on 30 time
series containing 248 RH events labelled by experts where a global F-measure equal to 0.85

was obtained (data not shown). Finally, in order to limit RH episode splits, often due to bad
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pre-processing of close water drinking events, RH episodes separated by less than 6 h were

merged into a single episode.

4.5. Monitoring, clinical assessments, treatments and blood samples

Throughout the study period, the bulls were monitored by visual appraisal performed
twice daily by the owner for the detection of clinical signs of BRD (nasal and/or ocular
discharges, cough and depression) and also monitored by their reticulo-rumen temperatures,
which were checked for RH episodes on the on-farm computer by a veterinarian on average

every 6 h.

As soon as a RH episode lasting longer than 6 h was detected, a veterinarian performed
a visual examination for detection of BRD clinical signs and then restrained the animal in a
conventional cattle handling device to perform a close physical examination, including
measuring rectal temperature and lung auscultation for detection of abnormal pulmonary
sounds, such as increased bronchial sounds, crackles, wheezes or pleural friction rub (Curtis
et al., 1986). A jugular blood sample was collected to determine the Hap concentration.
Clinical examination and blood sampling were then repeated every 12—24 h until the end of
the RH episode.

A diagnosis of BRD was established when the animal displayed concomitantly rectal
temperature > 39.7 °C and abnormal pulmonary sounds on lung auscultation. Animals having
a rectal temperature > 39.7 °C, depression and at least one other BRD clinical sign were

treated with flunixin meglumin and florfenicol (Resflor, Intervet).

Fourteen days after the end of the last RH episode, a clinical examination was
performed on each bull and a blood sample was collected. If no clinical signs of illness were
detected, Hap concentrations measured on that day were used as reference values. A delay of
14 days was chosen because it corresponds to the maximum delay required for Hap to return

to basal levels after infection with viruses and/or bacteria (Ganheim et al., 2003).
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4.6. Measurement of serum haptoglobin concentration

Blood was centrifuged at 1600 g for 20 min and the serum was stored at -20 °C until
tested. Serum Hap concentrations were determined in duplicate using a commercial kit
(Tridelta Phase Range Haptoglobin assay, Tridelta Development). The working range was
0.0-2.5 g/L. Intra- and inter-coefficients of variation within this range were <4% (Ganheim et
al., 2003).

4.7. Data analysis

The correlation between rectal temperatures recorded by a veterinarian during RH
episodes and reticulo-rumen temperatures recorded by the boluses at the same time was

estimated using a best fit linear regression line.

Maximum Hap concentrations obtained during RH episodes were stratified by duration
of RH episodes. Episodes for which the onset could not be precisely identified were removed
from the analysis (i.e. animals already having rectal hyperthermia and BRD signs at entry in
the fattening unit). The means of maximum Hap values obtained from each duration group
were compared to the mean of Hap reference values using non-parametric tests (Mann—
Whitney U and Kruskal-Wallis tests) in SAS. The P value was corrected according to
Bonferroni (Bland and Altman, 1995) and the difference was considered to be significant at P
< 0.005. The percentage of RH episodes during which maximum Hap value had exceeded the
threshold of 0.13 g/L was calculated, allowing differentiation between sick and healthy

animals (Ganheim et al., 2003).

The positive predictive value (PPV) of RH episodes lasting longer than 6 h was
calculated for the detection of BRD cases. A ‘true positive’ BRD case was defined as a case
where both abnormal pulmonary sounds and rectal temperature > 39.7 °C were found during
the clinical examination performed by a veterinarian. The PPV corresponds to the proportion

of predicted BRD cases by RH episodes that actually are BRD cases.

Exploratory data analysis with a box-and-whisker plots graph was applied to describe
the duration between the onset of RH episodes and detection of BRD signs by clinical

examination (nasal and ocular discharge, abnormal pulmonary sounds, cough and depression)
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during the occurrence of the first BRD cases. The first BRD cases for which the onset of the
RH episode could not be identified were removed from the analysis.

5. Results

5.1. Measurement accuracy of the boluses

In vitro, the reticulo-rumen boluses measured temperatures which varied within £0.2°C

from reference temperatures over the range of 2045 °C.

5.2. Repartition and duration of reticulo-rumen hyperthermia episodes

All boluses were easily administered at arrival and remained in the forestomachs of the
bulls throughout the study period. Out of the 25 bulls entering the study, one bull was
removed because of arthritis. The remaining 24 bulls were monitored throughout the 40 days
after arrival at the fattening unit. In total, 52 RH episodes were observed; 22/24 had 1-5 RH
episodes and multiple episodes were separated by intervals of 3-19 days (mean £ SD, 9 +5
days) (Fig. 2). Out of these RH episodes, the onset could be precisely determined in 48. Four
bulls (numbers 6, 7, 18 and 22) already had rectal hyperthermia and BRD signs at the time of
entry to the fattening unit. The mean duration of RH episodes was 60 h (+ SD 43 h, range 9-
190 h), with reticulo-rumen temperatures ranging from 39.4 to 42.4 °C (mean + SD, 40.6 +
0.4 °C).
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Figure 2.  Repartition and duration (h) of 52 reticulo-rumen hyperthermia episodes (represented by
black lines) observed in 22 young bulls during 40 days following arrival at the fattening
unit.

5.3. Relation between reticulo-rumen and rectal temperatures during reticulo-rumen

hyperthermia episodes

Comparison of reticulo-rumen and rectal temperatures recorded at the same time during
RH episodes (n = 135) revealed a correlation of r = 0.91 (r* = 0.82) (Fig. 3). Reticulo-rumen

temperatures averaged 0.57 °C £ 0.27 (mean = SD) higher than rectal temperatures.
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Figure 3.  Correlation of reticulo-rumen and rectal temperatures recorded at the same time during
reticulo-rumen hyperthermia episodes (n = 135).
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5.4. Serum haptoglobin concentrations during reticulo-rumen hyperthermia episodes

Increased Hap concentrations were observed during RH episodes (Table 1). The mean
maximum Hap value obtained during the RH episodes lasting more than 24 h was higher than
the mean of reference Hap values. Hap concentrations >0.13 g/L were reached in 35/48 (73%)

RH episodes.

Tablel. Mean maximum serum haptoglobin (Hap) concentrations measured during reticulo-
rumen hyperthermia (RH) episodes stratified by duration of episode and number (%) of
episodes for which maximum Hap value exceeded the threshold of 0.13 g/L (Ganheim et

al., 2003).
Duration of reticulo-rumen hyperthermia episodes
(9h, 24h) (24h, 48h) (48h, 72h) (72h, 190h)
n=7 n=15 n=10 n=16
Mean (SD) of maximal Hap 0.34" (0.40) 0.47*(0.46) 0.70*"€(0.62)  1.38%°(0.65)
concentrations
Number (%) of RH episodes with 4 (57%) 9 (60%) 6 (60%) 16 (100%)

maximum Hap concentration >0.13 g/L

The mean maximum Hap values measured for each duration group were compared to the mean Hap reference values
obtained during the study (mean + SD: 0.04 + 0.03) using non-parametric tests. Comparisons between each duration group
were also performed.

2 Significant difference (P<0.005) from the mean of reference Hap values obtained during the study.
®¢ \Values in the same row with different letters differ at P<0.005.

5.5. Clinical findings during reticulo-rumen hyperthermia episodes

One-hundred and thirty-five clinical examinations were performed during the 52 RH
episodes. During these episodes, rectal temperatures were high (mean £ SD, 40.1 £ 0.6°C,
range 39.1-41.8°C). Abnormal pulmonary sounds were detected in 42/52 (81%) RH episodes,
nasal discharge in 34/52 (65%), depression in 20/52 (38%), cough in 17/52 (33%) and ocular
discharge in 5/52 (10%). No obvious clinical sign of diseases other than BRD were observed

during RH episodes.

5.6. Positive predictive value of reticulo-rumen hyperthermia episodes for the detection of

bovine respiratory disease

The PPV of RH episodes (>6 h) for the detection of BRD cases was 73%. Out of the 52
RH episodes, ‘true positive’ BRD cases (i.e. abnormal pulmonary sounds and rectal

temperature > 39.7 °C) were only diagnosed during 38 RH episodes in 21 young bulls. During
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the 14 remaining RH episodes, abnormal pulmonary sounds with rectal temperatures ranging
from 39.1 to 39.6 °C (median 39.4 °C) were found during clinical examinations in four RH
episodes that lasted 12-130 h (median 44 h) from days 1 to 18 after arrival. In the 10 other
RH episodes, which lasted 14-66 h (median 30 h) from days 4 to 26 after arrival, no abnormal
pulmonary sounds or other obvious clinical signs of disease different from BRD were found
during clinical examinations; rectal temperatures, however, ranged from 39.1 to 40.3 °C
(median 39.4 °C).

5.7. Duration between the onset of the reticulo-rumen hyperthermia episode and the onset
of clinical signs of bovine respiratory disease

Animals suffering from BRD always had RH episodes prior to the onset of BRD
clinical signs. The time between the onset of the RH episode and the detection of the first
BRD clinical sign varied according to the BRD clinical signs (Fig. 4). The first BRD clinical
sign observed after the onset of RH episodes in the 17 young bulls for which the onset of the
first BRD occurrence could be determined was nasal discharge, which was observed on
average 24 h after the beginning of RH episodes (median 19 h, range 12—77 h). Other BRD
clinical signs were abnormal pulmonary sounds (median 39 h, range 12—77 h), depression
(median 51 h, range 12— 123 h), cough (median 65 h, range 27-136 h) and eventually ocular
discharge (median 80 h, range 6689 h).

6. Discussion

In this study, continuous monitoring of reticulo-rumen temperature using reticulo-
rumen temperature boluses enabled early detection of spontaneously occurring BRD in young
bulls in a fattening unit. Changes in temperature consistent with BRD were detected several
hours before the onset of clinical signs. Continuous monitoring of rumen temperature has
been investigated previously (Prendiville et al., 2002; Bewley et al., 2008a), but the present
study is the first time that reticulo-rumen temperature boluses have been evaluated for the
detection of BRD.
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Figure 4. Box-and-whisker plots show the duration between the onset of reticulo-rumen
hyperthermia episodes and the detection of clinical signs of respiratory diseases by
clinical examination in the first occurrence of bovine respiratory disease in 17 young
bulls (h:min). Each box stretches from the 25th percentile at the lower edge to the 75th
percentile at the upper edge; the median is shown as a line across the box. There are two
adjacent values below and above the box (the ‘whiskers’): the largest value below the
upper inner limit (+1.5 times the box) and the smallest value above the lower inner limit
(-1.5 times the box). The minimum and maximum values are represented by black dots.

Although reticulo-rumen temperature may be influenced by water and food intake (Dale
et al., 1954), the strong correlation between reticulo-rumen and rectal temperatures measured
during RH episodes (r = 0.91, n = 135) in the present study is in agreement with the results of
previous studies (Sievers et al., 2004; Bewley et al., 2008a) and confirms reticulo-rumen
temperature as an effective measurement of core body temperature. Sievers et al. (2004)
showed a similar correlation (r = 0.92, n = 36), whereas Bewley et al. (2008a) observed a
lower correlation (r = 0.64, n = 2042). These differences in correlation estimates may be
explained by the number of observations from which the correlation was estimated. Bewley et
al. (2008a) performed 2042 observations vs. 135 in our study and 36 for the study of Sievers
et al. (2004). Another explanation for the higher correlation found in our study could be a
possible stronger correlation between reticulo-rumen and rectal temperatures during RH
episodes. Bewley et al. (2008a) suggested that correlations between reticulo-rumen and rectal

temperature were greater when reticulo-rumen temperatures were higher.

Since reticulo-rumen temperature is influenced by diet (Dale et al., 1954), subacute
ruminal acidosis (SARA), which is frequent in fattening units, may lead to an increase of the
rumen temperature in the absence of an elevation in core body temperature. In a study

conducted in six rumen-fistulated lactating cows, AlZahal et al. (2008) showed that cows
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receiving a SARA diet had higher mean rumen temperatures (39.2 °C vs. 38.5 °C) and spent
longer at greater than 39.0 °C (884 vs. 418 min/d) and at greater than 39.2 °C (723 vs. 263
min/d) than control cows. However, in our study, the RH episodes detected were more likely
to be due to episodes of fever, i.e. hyperthermia and inflammation (McMillan, 1985), than to
elevations of reticulo-rumen temperature due to SARA. During RH episodes, rectal
temperatures averaged 40.1 °C, which is above the normally maintained core body
temperature in cattle (Lefcourt and Adams, 1996). Furthermore, in our study, an increase in
Hap concentration was almost always present during RH episodes, which is not a constant
finding during SARA (Plaizier et al., 2008). Moreover, the TMR offered to the young bulls
did not present excessive amounts of non-structural carbohydrates, highly fermentable forages
or insufficient dietary coarse fibre, which are the main causes of SARA (Kleen et al., 2003)
and a transition period of 21 days was provided to allow for the adaptation of the rumen to the
TMR.

An increase in core body temperature is not specific for BRD. However, an increase in
core body temperature following commingling of young bulls in fattening units is essentially
due to BRD (Smith, 1998). This explains the high PPV (0.73) of RH episodes for the
detection of BRD in the present study. This high PPV is in accordance with the study
performed by Schaefer et al. (2007), where a PPV of 0.80 was obtained for detection of BRD
by an increase in core body temperature measured by infrared thermography. These high
PPVs confirm the value of monitoring core body temperature for the detection of BRD in

young bulls following commingling.

In the present study, the remaining RH episodes, which were not predictive for BRD
(14/52), may be explained by agonistic interactions, which are frequent following mixing of
young bulls (Mounier et al., 2005), fever episodes following vaccination performed at entry,
or diseases other than BRD. Social behaviour of young bulls, particularly agonistic
interactions (e.g. fighting, butting and threatening) and mounting could lead to an increase in
core body temperature for several hours. Such putative increases in core body temperature
could explain some RH episodes having lasted <24 h where no clinical signs of disease were
found during repeated clinical examinations. However, these interactions between bulls are
unlikely to explain RH having lasted more than 24 h. Furthermore, the implications of
grouping on behaviour seem to be restricted to a short period, 1 or 2 weeks after arrival in the

fattening unit (Mounier et al., 2005).
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Episodes of fever due to vaccination performed at entry in the fattening unit or due to
diseases other than BRD (e.qg. internal abscesses) could also explain some ‘false positive’ RH
episodes for the detection of BRD. Fever episodes lasting <48 h had been reported by the
manufacturer following immunisation with a vaccine containing the same modified live
vaccine virus together with modified live Parainfluenza 3 virus (Rispoval 3, Pfizer). Because
of these different sources of ‘false positive” alerts for BRD, it seems to be necessary to further

confirm the presence of this disease during RH episodes by clinical examination.

The continuous monitoring of reticulo-rumen temperatures enabled early detection of
BRD in young bulls. Based on our results, clinical signs of BRD had a more or less late
appearance in the course of the disease. Nasal discharge and abnormal pulmonary sounds
appeared first, followed by depression, coughing and eventually ocular discharge. Therefore,
taking into account depression only for the detection of respiratory illnesses, morbid animals
would have been detected, on average, 51 h after the onset of RH episodes. These
observations match those of previous studies, where infrared thermography (Schaefer et al.,
2007) and radiotelemetric monitoring of feeding behaviour (Quimby et al., 2001) made
possible the detection of BRD in affected animals 3-5 days prior to clinical outcome.

The early detection of young bulls suffering from BRD could allow early selection of
cattle requiring treatment. This early selection could reduce the numbers of ‘pulled too late’
animals, which spend a long time as subclinical BRD cases prior to being selected for
treatment and, therefore, could improve the first-treatment response and decrease the case
fatality rate and rate of development of chronic BRD (Apley, 1997). However, it is important

to further confirm the clinical and economic benefits of such an early selection for treatment.

In this study, a high proportion of young bulls (87.5%) were diagnosed with BRD. This
high prevalence of BRD could be explained, firstly, by the selection of ‘high risk’ young bulls
and, secondly, by improved detection of BRD. The young bulls entering our study were
chosen in order to provide a study group displaying a high incidence of BRD; the bulls were
purchased at an auction market from multiple sources, transported by truck and weighed <300
kg at entry. All these three factors are recognised as major risk factors for BRD (Sanderson et
al., 2008). Detection of BRD was probably improved by the continuous monitoring of

reticulo-rumen temperatures and the numerous clinical examinations performed by a
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veterinarian. As the PPV of a test is directly and positively related to the prevalence of the
disease, the PPV of RH episodes (>6 h) for the detection of BRD calculated in this study is
probably high in comparison to a population displaying an incidence of BRD of 30-60%.
Therefore, a question would remain regarding the RH episode as an early indicator of BRD in

groups of animals with a lower prevalence of BRD.

Unlike PPV, sensitivity and specificity are absolute properties of a test and do not vary
with the prevalence of disease (Nielsen et al., 2004). However, as the young bulls without RH
episodes were not examined clinically, ‘true negative’ and ‘false negative’ results and,
therefore, the sensitivity and specificity of RH episodes for the detection of BRD, could not
be determined in this study. Nevertheless, it should be noticed that the young bulls were
monitored daily by the owner to ensure that all BRD affected animals detectable by visual

appraisal were detected by the monitoring of reticulo-rumen temperatures.

Further research is needed before reticulo-rumen temperature boluses are used for the
detection of BRD in the field. Firstly, the retention rate of the boluses used in this study has to
be studied on a larger scale and during a period >40 days. However, an acceptable retention
rate could be expected, since the specific gravity of the boluses was 2.27, which is greater
than the 2.0 recommended by Riner et al. (1982). Secondly, according to Antonini et al.
(2006), rumen electronic devices may alter, via mechanical action, the reticulo-rumen mucosa
and rumination patterns. Therefore, it seems to be necessary to further study the potential in
vivo side effects of the boluses used in this study. However, the use of these boluses in
clinical trials or epidemiological studies could overcome the subjectivity of BRD detection by

visual appraisal previously pointed out by Duff and Galyean (2007).

7. Conclusions

Reticulo-rumen temperature boluses allowed early detection of young bulls suffering
from BRD following entry into fattening units. This improvement in BRD detection could be
of interest for the early selection of cattle requiring treatment. However, as an increase in core
body temperature is not specific of BRD, it is necessary to confirm the presence of BRD

during RH episodes by clinical examination.
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1. Résumé frangais

Le suivi de la température corporelle des bovins a I’engrais durant les premicres
semaines suivant leurs arrivées dans un atelier d’engraissement permet la détection d’épisode
de fievre non-associées a des signes cliniques détectés par examen visuel (FENO) réalisée par
les personnes en charge de la surveillance des animaux. Aucune information concernant
I'occurrence, la durée et l'impact sur les performances de croissance de ces FENO n’est
disponible dans la littérature. Ces informations sont néanmoins cruciales pour évaluer 1’intérét
potentiel de la détection et du traitement de ces FENO. Les objectifs de cette étude étaient
donc de décrire (i) I’occurrence et la durée des FENO et (ii) d'évaluer leurs impacts sur le gain
moyen quotidien (GMQ) des bovins a I’engrais. Cent douze bovins a I’engrais (poids vif
moyen a I’entrée = 346 + 36 kg) ont été suivis durant les 40 jours apres leurs arrivées dans 3
ateliers d'engraissement des Pays de la Loire (France). Au jour 1 (J1), chaque bovin a regu par
voie orale un thermobolus intraruminal qui a permis la mesure en continu et I'enregistrement
des températures réticulo-ruminales. Les animaux ont aussi été pesés a J1 et au jour 40 (J40).
Dé¢s leurs arrivées dans les ateliers d’engraissement, les bovins ont été suivis deux fois par
jour par examen visuel afin de détecter des signes cliniques apparents de maladie. Les bovins
détectés malades par examen visuel qui avaient une température rectale > 39,7 °C et des
signes cliniques de bronchopneumonie infectieuse (BPI) ont été traités a 1’aide d’antibiotique.
Apreés J40, les données de températures réticulo-ruminales mesurées par les thermobolus ont
été analysées rétrospectivement via un «cumulative sum » test afin de détecter des
augmentations importantes de la température réticulo-ruminale considérée comme des
épisodes de fievre dans cette étude. De nombreux épisodes de fievre (n = 449) ont été détectés
rétrospectivement chez 110 bovins. Parmi ces 449 épisodes de fievre, 74% n'étaient pas
associés a des signes cliniques détectés visuellement, et ont donc été identifiés comme FENO.
Ces FENO étaient souvent transitoires (75% ont duré moins de 47 heures). Cependant, 25%
ont duré de 47 a 263 heures. Parmi les 112 bovins de 1’étude, 88 ont été traités pour BPI avec
20 et 7 animaux traités, respectivement, 2 et 3 fois. Chez les bovins traités, les épisodes de
fievre ont commencé 4 a 177 heures (moyenne = 50 heures) avant le traitement pour BPI. La
duree des FENO etait associée (P = 0,002) a une réduction du GMQ précoce calculé entre J1
et J40: -33 g / j pour chaque jour de FENO. Nos résultats ont démontré que les FENO
survenaient fréquemment chez les bovins a I’engrais durant les premiéres semaines suivant la
mise en lot et pouvaient durer jusqu'a 11 jours. L'impact des FENO sur le GMQ observé dans

notre étude indique un intérét potentiel a la détection et au traitement de ces FENO, en
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particulier ceux de longue durée. Toutefois, des travaux de recherche complémentaires sont

nécessaires afin de déterminer la pertinence médicale et économique d'un tel traitement.
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2. Abstract

Monitoring body temperature of newly-received cattle allows for identification of fever
episodes not visually detected by feedlot personnel (FENO). Information concerning the
occurrence, duration and impact on performance of these FENO are not available in the
literature. Such information is crucial to assess the potential benefit of the identification and
treatment of FENO. Therefore, the objectives of this study were to describe the occurrence
and duration of FENO and to evaluate their impact on ADG. One hundred twelve beef bulls
(initial BW = 346 + 36 kg) were studied throughout 40 d after arrival at 3 French fattening
operations. At d 1, each animal was administered orally a reticulo-rumen bolus, which
allowed continuous measurement and recording of reticulo-rumen temperature. Animals were
weighed on d 1 and 40. Bulls were observed twice daily by personnel for visual signs of
apparent disease. Bulls that appeared ill, had a rectal temperature > 39.7°C, and demonstrated
symptoms consistent with bovine respiratory disease (BRD) were treated with antibiotics.
After d 40, data obtained from the boluses were retrospectively analyzed using a cumulative
sum test to detect significant increases in reticulo-rumen temperature considered as fever
episodes. Numerous fever episodes (n =449) were retrospectively detected in 110 bulls. Of
these 449 fever episodes, 74% were not associated with any visually detected clinical signs of
disease, and thus were identified as FENO. These FENO were often transitory (75% lasted
less than 47 h). However, 25% lasted from 47 to 263 h. Of the 112 bulls, 88 were treated for
BRD with 20 and 7 animals treated, respectively, 2 and 3 times. In treated animals, fever
episodes began 4 to 177 h (mean = 50 h) before BRD treatment. The duration of FENO was
associated (P = 0.002) with a lesser ADG (d 1 to 40): -33 g/d for daily FENO duration. Our
results demonstrated that FENO occurred frequently in bulls during the first weeks after
entrance into a fattening operation and can last up to 11 d. The impact of FENO observed on
ADG in this study indicated a potential benefit of treating affected animals, specifically those
with FENO of long duration. However, further research is needed to determine the medical

and economic relevance of such treatment.

Keywords. Average daily gain, bovine respiratory disease, fever, reticulo-rumen temperature

bolus
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3. Introduction

Bovine respiratory disease (BRD), also referred to as shipping fever, continues to be
one of the most economically significant health problems in cattle entering fattening
operations (Duff and Galyean, 2007). Bovine respiratory disease is commonly observed
throughout the first weeks after arrival and accounts for 75 to 80% of overall illness cases
during this period (Assié, 2009; Babcock, 2009).

Detection of BRD in fattening operations is not always accurate (Duff and Galyean,
2007). Indeed, current methods for identifying cattle with BRD often rely on observation of
clinical illness performed by owners or feedlot staff, which have shown both low sensitivity
(62%) and low specificity (63%) to identify BRD (White and Renter, 2009).

To improve BRD detection, new tools such as reticulo-rumen temperature boluses and
infrared thermography scans were developed, which allow identification of changes in core
body temperature associated with adverse health events (Schaefer et al., 2007; Rose-Dye et
al., in press; Timsit et al., in press). In previous studies (Schaefer et al., 2007; Timsit et al., in
press), these tools enabled the early detection of fever episodes associated with apparent
symptoms of BRD, such as labored breathing, coughing, decreased appetite, depression, nasal
or ocular discharge. Furthermore, they also facilitated identification of fever episodes that
were not visually detected by feedlot personnel (FENO). Limited information is available that
describes the occurrence and duration of FENO and associated production consequences.
Such information is nevertheless crucial to assess the potential benefit of the identification
and treatment of FENO. Therefore, the objectives of this study were, firstly, to describe the
occurrence and duration of FENO and, secondly, to evaluate their impact on bulls' ADG. To
facilitate identification of FENO, the bulls in this study were equipped with reticulo-rumen

temperature boluses.

4. Materials and methods

All procedures in the present experiment were performed in accordance with the

European directive (86/609) and the French regulation and conform to the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NIH Publication N0.85-23, revised 1996).
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4.1. Location and timing

This study was conducted on 3 commercial fattening operations in North-Western
France between November 2007 and March 2008. The operations were part of a cooperative.
On these operations, weaned beef bulls entered the fattening operation at 7 to 10 mo of age
and were slaughtered at 18 to 22 mo at a BW of about 700 to 750 kg.

4.2. Animals

One hundred twelve Charolais (n = 102) and Charolais x Limousin (n = 10) bulls (initial
BW + SD = 346 + 36 kg; initial age + SD = 273 + 41 d) were studied throughout the first 40 d
after arrival at fattening operations (Table 1). Bulls which came from multiple origins were
purchased at auction markets. After purchase, bulls were transported by truck over a mean
distance of 329 + 104 km (range = 70 to 515 km) to a central facility where they were sorted
into groups based on BW. Bulls were allowed free access to hay and water at the central
facility for 36 to 48 h. Then, bulls were transported by truck for travel distances less than 50
km to the 3 fattening operations. In total, 12 groups of 8 to 12 bulls were studied (Table 1).

Table 1. Characteristics of 12 groups of bulls on their arrival in 3 fattening operations.

Fattening Group No.of bulls Date of  No. of different Mean BW at Mean age at Mean travel

operation per group arrival origins per arrival £ SD, kg arrival + SD, d distance + SD, km
group
1 1 9 11/16/2007 1 314 + 28 244 + 16 400 £ 00
2 9 11/16/2007 2 326 + 26 246 + 30 407 £ 17
3 9 01/17/2008 7 378+ 14 284 + 32 119 £ 55
4 9 01/17/2008 6 355+ 43 265 + 38 139 + 48
2 5 8 11/21/2007 6 330+19 263 + 22 371+54
6 8 11/21/2007 5 334+ 20 261 +21 367 +48
7 8 11/21/2007 5 350 + 25 276 + 34 361 +£51
8 8 12/06/2007 5 359 +22 286 + 15 375+ 68
9 8 12/06/2007 2 364 + 27 288+ 19 322+41
3 10 12 11/27/2007 3 379+34 291 +61 370+18
11 12 11/27/2007 4 350 +31 284 + 36 385+ 36
12 12 01/11/2008 9 303 +19 280 + 51 333+11

After arrival at fattening operations, bulls were allowed to rest for at least 24 h with free
access to hay and water before processing. This processing was done at 1500 h and consisted
of individually weighing, deworming with 0.5 mgkg-1 of BW of eprinomectine pour-on
(Eprinex, Merial, Villeurbane, France) and oral administration of a reticulo-rumen
temperature bolus (Thermobolus, Medria SAS, Chateaugiron, France) using a typical plastic

balling gun. None of the bulls received any vaccine or antibiotic during processing. Individual
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weighing was repeated at 1500 h at the end of the study period (d 40). Because BW varies
depending on gut fill, the time of weighing was standardized in regards to time of feeding (6 h

after the ration was provided).

During the fattening period, groups of bulls were kept in covered pens. Pens varied
from 30 to 48 m? including a lying area with straw bedding and an exercise area with a
concrete floor, a water bowl, and a trough with 8 to 12 eating places. After arrival, bulls were
initially fed grass-legume hay for ad libitum intake for 7 d. Their ration was then gradually
changed during wk 2 to 5 after arrival; the amounts of corn silage, concentrate (30% CP, 10%
crude fiber, 11% starch, 4.5% crude fat; DM basis) and straw were slowly increased to reach,
respectively, 62%, 30% and 8% of the ration, whereas the amount of hay was slowly
decreased until none was given. This final ration was formulated to meet the French National
Institute for Agriculture Research recommendations (Garcia et al., 2007). During the study
period, the bulls were fed for ad libitum intake, and the quantity of feed provided each day
was adjusted so that refusal corresponded to 10% of the amount distributed. Feed was mixed
and delivered once daily at 0900 h. Throughout the study period, animals had unlimited
access to water. During the study period, the temperature inside the barns ranged from 2 to
19°C.

4.3. Reticulo-rumen temperature bolus

Reticulo-rumen temperatures were continuously recorded during the 40 d after entry of
bulls at fattening operations by the use of commercial setups (Thermobolus, Medria SAS,
Chateaugiron, France) as previously described (Timsit et al., in press). Briefly, each setup
consisted of (a) a set of reticulo-rumen temperature boluses to be administered using a typical
plastic balling gun (40 per fattening operation), (b) a base station with an incorporated
antenna placed 2 m high above the ground and, approximately, 15 m away from the bulls’

pen, and (c) a personal computer link to the base station by a RS32 cable.

To ensure the accuracy of the temperatures measured by the reticulo-rumen boluses, an
in vitro test was performed before the ingestion of the boluses by the bulls as previously
described (Timsit et al., in press). Briefly, each bolus was immersed in a water bath and the

temperatures measured by the boluses were compared to the reference measurement by a
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precision temperature measuring instrument (Pt100 & P600, Dostmann Electronic GmbH,
Wertheim-Reicholzheim, Germany) over the range of 20 to 45 °C.

4.4. Clinical assessment, treatment and sampling procedure

Bulls were observed twice daily by feedlot personnel for the detection of signs of
apparent disease. Animals showing one or more of the following signs were removed from
the pen: depression, decreased rumen fill compared with pen-mates, nasal or ocular discharge,
cough and increased respiratory rate. Identified animals were walked to and restrained in a
chute, a distance of less than 25 m from their pens. Then, they were physically examined by a
veterinary practitioner to detect respiratory tract diseases or other diseases such as lameness,
digestive disorder, nervous disorder, etc. All examined animals returned within 2 h to their

pen.

Bulls with rectal temperature > 39.7°C and exhibiting symptoms consistent with BRD
(e.g. abnormal pulmonary sounds, coughing, polypnea/dyspnea, or nasal or ocular discharge)
were treated (Galyean et al., 1999). They received, via subcutaneous injection, 2 ml per 15 kg
of BW of a product containing of 16.5 mg.ml* of flunixin meglumin and 300 mg.ml-1 of
florfenicol (Resflor, Intervet, Angers, France). If a clinical improvement was not observed by

the fourth day, the same treatment was repeated.

Before BRD treatment, samples were taken from the lower respiratory tract using trans-
tracheal aspiration (TTA) as previously described (Espinasse et al., 1991). Trans-tracheal
aspirations were performed before the first and second BRD treatment if the latter was
separated from the first by more than 7 d. On average, 5 to 10 ml of fluid was recovered.

Tracheal aspirates were cooled transported to the laboratory and processed within 6 h.

4.5. Virology and bacteriology

Virus isolation from TTA aspirates was performed as previously described (Michel et
al., 2010) using 2 passages in primary bovine foetal kidney cells. At the end of the second
passage, cell cultures were stained by an immunoperoxidase procedure for the identification
of bovine respiratory syncytial virus (BRSV), Parainflenza 3 virus (Pi3), bovine viral
diarrhea virus (BVDV).
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For Pasteurellaceae isolation, TTA aspirates were inoculated onto 5% sheep blood agar
(Columbia, Oxoid, Hampshire, United Kingdom) and chocolate agar supplemented with
PolyVitex (Biomerieux, Marcy I'Etoile, France). Sheep blood and chocolate agar plates were
then incubated for 24 h at 37°C in, respectively, aerobic atmosphere and atmosphere of 5 %
CO2. Afterward, colonies resembling Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica or
Histophilus somni were subcultured for another 24 h and identified by standard biochemical

procedures (Quinn et al., 1994) and API (Biomerieux, Marcy I'Etoile, France).

Mycoplasma spp. was isolated as previously described (Arcangioli et al., 2008).
Mycoplasma bovis were then identified by dot immunobinding on membrane filtration, using
polyclonal hyperimmune rabbit antisera prepared against M. bovis, as described by Poumarat
etal. (1991).

4.6. ldentification of fever episodes

During the study period, neither the feedlot personnel nor the investigators had access to
the reticulorumen temperatures measured by the boluses. Data obtained by the boluses were
extracted from each on-farm computer at the end of the study period and retrospectively
analyzed using a program provided by the manufacturer (Medria Measurement Manager,
Medria SAS, Chateaugiron, France) as previously described (Timsit et al., in press). Briefly,
this program performed, firstly, the pre-processing of raw reticulo-rumen temperatures to
eliminate water intake effects, secondly, the definition of a reference reticulo-rumen
temperature for each bull (computed as the mean of all the pre-processed temperatures
obtained during the previous 4 d), and thirdly, the detection of significant differences between
pre-processed temperatures and reference temperatures, i.e. reticulo-rumen hyperthermia
episodes using a method based on the cumulative sum (CUSUM) test (Hinkley, 1971; Page,
1954) (Figure 1). The CUSUM parameters used in this study were v (detector sensitivity) =
0.65 and A (responsiveness) = 1.3 (Timsit et al., in press). Finally, in order to limit reticulo-
rumen hyperthermia episode splits, often due to bad pre-processing of close water drinking
events, reticulo-rumen hyperthermia episodes separated by less than 6 h were merged into a

single episode.
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Reticulo-rumen temperature, °C

38!+

Figure 1. Example of reticulo-rumen temperatures (curve) for which water intake effects were
eliminated (i.e.pre-processed reticulo-rumen temperature), measured in a beef bull during
the first 40 d post-arrival at a fattening operation. The reference reticulo-rumen
temperature (dotted line), computed as the mean of pre-processed temperatures recorded
during the previous 4 d is also shown. Four significant differences (horizontal arrow)
between pre-processed temperatures and reference temperatures, i.e. reticulo-rumen
hyperthermia episode, were identified using a method based on the cumulative sum test.
Bovine respiratory disease treatments (vertical arrow) were implemented on d 4 and 32
after arrival.

Reticulo-rumen hyperthermia episodes identified by the CUSUM test were considered
as fever episodes in the present study. Indeed, elevated rectal temperatures (mean + SD = 40.1
+ 0.6°C) were systematically observed during reticulo-rumen hyperthermia episodes
identified by the same CUSUM test in a previous study (Timsit et al., in press). Furthermore,
reticulo-rumen temperature is correlated to rectal temperature as previously described by
Rose-Dye et al. (in press) (r = 0.89; n = 264), Timsit et al. (in press) (r = 0.91; n = 135),
Bewley et al. (2008) (r = 0.64; n = 2042) and Sievers et al. (2004) (r =0.92; n = 36).

4.7. Data analysis

Fever episodes and visually-apparent clinical signs of disease. The results of fever
episode identification were correlated with health data obtained during the study period. Fever
episodes during which apparent signs of BRD or other diseases that were detected by feedlot
personnel were defined as FECS, whereas fever episodes not visually detected by feedlot
personnel were defined as FENO. The characteristics of FECS and FENO, including duration
and mean reticulo-rumen temperatures recorded during fever episodes, were described and
then compared using a Student test in SAS (SAS version 9.1 Inst. Inc., Cary, NC). The total
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number and duration of FECS and FENO per bull during the study period were calculated as
well as time-lags between onsets of FECS and BRD treatments and time-lags between BRD

treatments and ends of FECS.

Effect of FENO on ADG. Early ADG was calculated from BW measured on d 1 during
the processing and BW measured at the end of the study period (d 40). The effect on early
ADG of FENO was assessed using a mixed linear regression model (PROC MIXED, SAS
version 9.1 Inst. Inc., Cary, NC). Individual bull was the experimental unit. Variables
including number of BRD treatments, breed, BW at entry, age at entry, total duration of FECS
during the study period and total duration of FENO during the study period were tested for
their association with early ADG in univariate analysis. Only variables that were associated
with early ADG at P < 0.20 in the univariate analysis were included to a multivariate model.
Because of the collinearity between total duration of FECS and number of BRD treatments,
only number of BRD treatments was included in the model. After checking for the linearity of
the effect, total duration of FENO was considered as a continuous variable. Model selection
was based on backward elimination of candidate variables. For each evaluation of the model,
the variable with the largest Fisher’s test P-value was removed. This process was repeated
until all remaining variables were significantly associated with the early ADG (P < 0.05). The

final mixed model was written as follows:

Yijki= o+ FENOi+ TTj+ BRk+ PENI + sijki

where outcome Y is the early ADG, a is the intercept, FENO is the total duration of FENO
during the study period expressed in d (quantitative), TT is the number of BRD treatments
performed during the study period (4 classes), BR is the breed (2 classes) and PEN is the
bull’s pen nested within fattening unit (12 classes, random effect) and ¢ is the residual.

Results are discussed as significant if P <0.05.

5. Results

5.1. Detection of fever episodes

Before ingestion by the bulls, all the reticulo-rumen temperature boluses showed an
overall accuracy in vitro of + 0.2°C over the range of 20 to 45°C (data not shown). They were
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easily administered at arrival and no regurgitation or loss in feces was observed throughout
the study period.

Of the 112 bulls, 110 had from 1 to 11 fever episodes during the 40 d after their arrival
at the fattening operations (Table 2). The daily prevalence of bulls with fever episodes,
relative to the time of arrival at the fattening operations, is indicated in Figure 2. In total, 449
fever episodes having lasted from 5 to 263 h (mean = 44 + 40 h) were retrospectively
indentified by the CUSUM test. During fever episodes, mean reticulo-rumen temperatures
averaged 40.3°C ranging from 39.8 to 41.9°C. The time-lag between successive fever
episodes in the same animal ranged from 6 to 614 h. Over the 40 d, the total duration of fever
episodes per bull varied from 7 to 528 h (mean = 181 + 112 h).

Table 2.  Descriptive statistics of fever episodes detected in 110 bulls equipped with reticulo-
rumen temperature boluses during the first 40 d post-arrival at fattening operations.

Item Mean (SD) Min. Q1' Median Q3' Max.
No. of fever episodes? per bull 4 (2) 1 2 4 5 11
Duration of fever episodes, h 44 (40) 4 17 32 56 263
Total duration of fever episode per bull, h 181 (112) 7 82 176 244 528
Time-lag between successive fever episodes, h 110 (125) 6 17 53 175 614
M(_ean retlgulo-rumen temperatures recorded during fever 403(03) 398 401 402 405 419
episodes, °C

1'Q1= 25" percentile; Q3= 75" percentile.
2 Fever episodes were retrospectively detected by the use of a cumulative sum test applied on reticulo-rumen temperatures.
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10 T ” | | T 20
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1 5 10 15 20 25 30 35 40
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Prevalence of BRD treatment, %

Prevalence of bulls with fever episode, %

Figure 2.  Daily prevalence (%) of bovine respiratory disease (BRD) treatment (histogram) (number
of BRD treatments per d / 112 * 100) and daily prevalence (%) of bulls with fever
episode (curve) (number of bulls which had fever episode on indicated d / 112 * 100) in
112 bulls equipped with reticulo-rumen temperature boluses.
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5.2. Health data

No clinical signs related to diseases other than BRD (e.g., lameness, neurological signs,
etc.) were observed throughout the study period. Of the 112 bulls entering the study, 88 (79%)
were treated for BRD (Table 3). Descriptive statistics, including mean number of days on feed
and mean rectal temperature at the time of each treatment, are shown in Table 3. Sixty-one
animals were treated once, 20 were treated twice, and 7 were treated 3 times for BRD. In
total, 122 treatments were performed during the study period. The daily prevalence of BRD
treatment, relative to the time of arrival at the fattening operation, is indicated in Figure 2. No

mortality was observed.

Table 3.  Descriptive statistics of health data and pathogens isolated from trans-tracheal aspiration
(TTA) aspirates before the implementation of bovine respiratory disease (BRD)
treatment, in 88 bulls during the first 40 d post-arrival at fattening operations.

Item” BRD treatment
First Second Third
No. of treatment 88 27 7
DOF, d
Mean (SD) 6.9 (7.2) 22.7 (8) 31.0 (6)
Range 0-31 5-33 22-39
Temp, °C
Mean (SD) 40.4 (0.4) 40.2 (0.3) 40.4 (0.5)
No. of TTA® 88 15 0
Negative viral and bacterial growth 6 1 -
Virus positive 43 8 -
Bovine respiratory syncytial virus 10 7 -
Parainflenza 3 virus 32 3 -
Bovine viral diarrhea virus 5 4 -
Pasteurellaceae positive 63 9 -
Mannheimia haemolytica 46 8 -
Pasteurella multocida 18 1 -
Mycoplasma bovis positive 15 11 -
161, 20 and 7 bulls were treated for BRD, respectively, once, twice and 3 times during the 40 d post-arrival at fattening
operations.

2 DOF = number of d on feed; Temp = rectal temperature.
® TTA were performed before the first and second BRD treatment if the latter was separated from the first by more than 7 d.

5.3. Bacteriological and virological results

Before BRD treatment, 103 TTA were performed (Table 3). Pasteurellaceae
(Mannheimia haemolytica and Pasteurella mutocida) and/or viruses (BRSV, Pi3 and BVDV)
and/or M. bovis were isolated from 96 of 103 TTA aspirates (93%). Frequencies of bacterial

and viral isolations are shown in Table 3. No Histophilus somni was isolated from TTA
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aspirates and no cytopathogenic effect characteristic of Bovine herpes virus-type 1 was

observed on cell cultures.

5.4. Fever episodes and visually apparent clinical signs

Of the 449 fever episodes, 74% were not associated with any visually apparent clinical
signs of BRD or signs of other disease detected by feedlot personnel (Table 4). These FENO
were, on average, shorter (P < 0.001) than FECS (mean = 40 versus 56 h; Table 4). Indeed,
FENO were often transitory with 75% having lasted less than 47 h. However, it should be
noticed that 25% of FENO lasted from 47 to 263 h. Contrary to duration, mean reticulo-
rumen temperatures recorded during fever episodes did not differ between FECS and FENO
(P = 0.51). During the study period, bulls had FECS and FENO during, on average, 75 and
134 h, respectively (Table 5). The time-lag between FECS onset and BRD treatment averaged
50 h ranging from 4 to 177 h (Table 6). This time-lag was calculated for 116 of the 122 BRD
treatments because of water drinking which artificially ended reticulo-rumen hyperthermia
episodes within 4 to 6 h before 6 treatment implementations. After BRD treatment, FECS
systematically ended within 1 to 18 h (mean =5 £ 3 h).

Table 4.  Characteristics of fever episodes for which apparent signs of bovine respiratory disease
were visually detected by feedlot personnel (FECS) and for which no visually apparent
clinical signs of disease were detected by feedlot personnel (FENO) in 110 bulls
equipped with reticulo-rumen temperature boluses.

ltem® FECS FENO
No. (%) of fever episodes? 116 (26%) 333 (74%)
Duration of fever episodes, h
Mean (SD) 56° (39) 40° (40)
Median (Q1-Q3) 48 (27-72) 25 (15-47)
Range 5-182 6-263
Mean reticulo-rumen recorded during fever episodes, °C
Mean (SD) 40.4° (0.36) 40.3%(0.31)
Median (Q1-Q3) 40.3 40.2
Range 39.8-41.4 39.9-41.9

1Q1 = 25" percentile; Q3 = 75™ percentile.

2 Fever episodes were retrospectively detected by the use of a cumulative sum test applied on reticulo-rumen temperatures
recorded during the first 40 d post-arrival at fattening operations.

b Means within a row with different superscripts are different (P < 0.05).
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Table5.  Occurrence and total duration of fever episodes for which apparent signs of bovine
respiratory disease were detected by feedlot personnel (FECS) and for which no visually
apparent clinical signs of disease were detected by feedlot personnel (FENO) in 112 bulls
equipped with reticulo-rumen temperature boluses during the first 40 d post-arrival at
fattening operations.

Item Mean (SD) Min. Q1? Median Q3t  Max.
FECS? per bull
No. of FECS 1(2) 0 1 1 2 3
Total duration of FECS, h 75 (56) 0 31 61 99 276
FENO? per bull
No. of FENO 3(2) 0 2 3 4 8
Total duration of FENO, h 134 (86) 0 65 123 179 380

1Q1 = 25" percentile; Q3 = 75™ percentile.
2 Fever episodes were retrospectively detected by the use of a cumulative sum test applied on reticulo-rumen temperatures.

Table 6.  Time-lags between onset of fever episodes and bovine respiratory disease (BRD)
treatments, and between BRD treatments and fever episode ends in 88 bulls equipped
with reticulo-rumen temperature boluses which were treated for BRD during the first 40 d
post-arrival at fattening operations.

Item Mean (SD) Min. Q1" Median Q3" Max.
Time-lags, h
H 2
betweer; onset of fever episodes® and BRD 50 (38) 4 29 46 66 177
treatments
endt;etween BRD treatments and fever episode 5 (3) 1 3 4 6 18

1'Q1 = 25" percentile; Q3 = 75™ percentile.

2 Fever episodes were retrospectively detected by the use of a cumulative sum test applied on reticulo-rumen temperatures
recorded during the first 40 d post-arrival at fattening operations.

® Time lags were calculated for 116 BRD treatments.

5.5. Effect of FENO on early ADG

Mean early ADG of bulls was 1,159 + 469 g. Table 7 shows that the total duration of
FENO during the study period was associated (P = 0.002) with a lesser ADG: -33 g/d for
daily FENO duration. The occurrence of BRD treatment was also associated with a lesser
ADG: -139 g (P = 0.040), -316 g (P = 0.015) and -655 g (P < 0.001) when, 1, 2 or 3

treatments were administered in the same animal.
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Table 7. Final regression model for effects on early ADG (calculated from d 1 to 40) of fever
episodes not associated with visually apparent clinical signs (FENO), number of bovine
respiratory disease (BRD) treatment during the study period and breed in 112 bulls
equipped with reticulo-rumen temperature boluses.

95% Confidence Interval

Independent variable and level* Estimate’ Lower bound Upper bound P- value
Duration of FENO per d* -33 -53 -13 0.002
No. of BRD treatment* reference - - -
1 -139 -239 -39 0.040
2 -316 -516 -116 0.015
3 -655 -985 -325 <0.001
Breed®
Charolais reference - - -
Charolais crossbreed -323 -558 -89 <0.001

' Pen nested within fattening operation (random effect); P = 0.040

2 Intercept = 1,539 (1,324; 1,753); P < 0.001.

® FENO were retrospectively detected by the use of a cumulative sum.

461, 20 and 7 bulls were treated, respectively, once, twice and 3 times during the 40 d post-arrival at fattening operations.
5102 Charolais and 10 Charolais x Limousin bulls were studied during the 40 d post-arrival at fattening operations.

6. Discussion

The existence of undetected (i.e., visual assessment) fever episodes (i.e., FENO) in
cattle manage in fattening systems have been reported (Hoerlein and Marsh, 1957). However,
to the author’s knowledge, this is the first time that the occurrence and duration of FENO
were quantified by the use of a telemetric device, which allowed continuous and non invasive
monitoring of core body temperature. The use of reticulo-rumen temperature boluses allowed
the retrospective identification by a CUSUM test of numerous FENO (n = 333) in 110 bulls
during the first weeks after their arrival at fattening operations. Among FENO, a large number
were only transitory (75% lasted less than 47 h). However, 25% lasted up to 11 d.
Furthermore, this study provides unique information on the impact of FENO on ADG of bulls
managed in a fattening system. The duration of FENO was associated with a lesser ADG
between d 1 and 40 (-33 g/d for daily FENO duration) resulting in a loss in BW at d 40 of 1.3
kg for daily FENO duration.

Because reticulo-rumen temperature is influenced by ruminal fermentation (Dale et al.,
1954), feeding may lead to an increase of the reticulo-rumen temperature in the absence of an
elevation in core body temperature. However, the reticulo-rumen hyperthermia episodes
identified by the CUSUM test, considered as fever episodes in the present study, were highly
unlikely to be due to feeding. Indeed, the reticulo-rumen temperature does not usually exceed
39.6°C in healthy bulls (Timsit et al., in press) and, in the present study, temperatures
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measured by the boluses during reticulo-rumen hyperthermia episodes averaged 40.1°C.
Furthermore, we have shown in a previous study (Timsit et al., in press) that a high rectal
temperatures (mean £ SD = 40.1 £ 0.6°C) were systematically observed during reticulo-

rumen hyperthermia episodes identified by the same CUSUM test.

In the present study, the treatment rate for BRD (79%) is in the upper range of the
treatment rates typically reported in French fattening operations (Assié et al., 2009). This high
rate could be explained, firstly, by the selection of high-BRD-risk bulls. Bulls were purchased
at auction markets from multiple sources and transported by truck. These 2 factors are
recognized as major risk factors for BRD (Taylor et al., 2010). Secondly, this high rate could
be explained by an improved detection of BRD by the feedlot personnel who knew that a
study was being conducted and by the frequent visits of a veterinary practitioner. Because this
study was conducted in high-BRD-risk bulls, a question would remain regarding possible
differences in the occurrence, duration and impact on performance of FENO in low-BRD-risk

cattle.

The large number of FENO of short duration observed in the present study could be
explained by infections, which were overcome by the bulls’ immune system before the onset
of clinical signs. Indeed, exposure of bulls to major BRD pathogens such as Mannheimia
haemolytica even when combined with BVDV does not necessarily lead to visually apparent
clinical signs but could result in a transitory FENO (Burciaga-Robles et al., 2010; Hanzlicek
et al., 2010). This explanation has been previously proposed by Hoerlein and Marsh (1957)
after they observed a large number of transitory fever episodes (< 2 d) which appeared
without other signs of disease in Hereford steer calves during the first 10 d following
shipping. However, some transitory elevations of core body temperature detected in this study
could also be non-pyrogenic hyperthermias. In fact, bulls’ social behavior, particularly
agonistic interactions (e.g. fighting, butting and threatening) and mounting, which are
frequent during the first 2 weeks after mixing (Mounier et al., 2005), could generate internal
heat load leading to hyperthermia which can last for a few hours. Therefore, the role of bulls’
interaction in the contribution of core body temperature elevations having lasted less than 1 d
cannot be excluded.

The FENO of long duration observed in this study could be explained by BRD cases,

which occur without obvious clinical signs detectable by visual appraisal, and thereby may
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also be called subclinical BRD. Indeed, due to the prey/predator behavior, morbid animals
often mask any signs of vulnerability (e.g. depression, illness, etc.), especially if they perceive
the personnel handling them as predators (Weary et al., 2009). In previous studies having
compared lung lesions at slaughter and BRD treatments implemented during the finishing
period (Schneider et al., 2009; Thompson et al., 2006; Wittum et al., 1996), up to 68% of
steers that were not visually detected or treated for BRD had lung lesions indicative of BRD.
Furthermore, in a previous study (Timsit et al. in press) where bulls with fever episodes were
systematically examined every 12 to 24 h until the end of fever, we have shown that abnormal
pulmonary sounds at lung auscultation were present during 81% of the fever episodes
identified using the same CUSUM test whereas an obvious BRD sign, such as depression,
was only observed during 38% of these fever episodes. However, because bulls with FENO
were not clinically examined by a veterinary practitioner in the present study, it is not possible

to ensure that all FENO of long duration were due to subclinical BRD.

The association found in the present study between duration of FENO and lesser ADG
could firstly be explained by a reduced feed intake, which is frequent during prolonged fever
(McMillan, 1985). In a previous study, Sowell et al. (1998) found, using an electronic feed
monitoring system, that healthy feedlot steers spent 30% more time at the feed bunk than
morbid steers. Secondly, this association could be explained by an increased catabolism and
metabolic rate during fever leading to a reduced feed conversion ratio (Loew, 1974).
Unfortunately, as individual DMI was not measured in this study, it is not possible to
differentiate these 2 causes.

The association between duration of FENO and lesser ADG indicates a potential benefit
of treating FENO, especially the FENO of long duration. Indeed, a treatment with an
antipyretic agent could alleviate anorexia associated with fever and relieve animal
“discomfort” (McMillan, 1985). Furthermore, the use of an antimicrobial drug could treat the
primary disease in the case of bacterial infection. Nevertheless, further research is needed
before recommending such antimicrobial treatment. Indeed, the involvement of bacteria in the
pathogenesis of FENO needs to be investigated. In the absence of bacterial involvement, such
antimicrobial treatment may lead to unnecessary antimicrobial use which could promote the

emergence of bacterial resistance.
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In conclusion, the results of this study point out that FENO occurs frequently in bulls
during the first weeks after entrance into a fattening operation and can last up to 11 d. The
impact of FENO observed on ADG in this study indicates a potential benefit of treating
affected animals, specifically those with FENO of long duration. However, further research is

needed to determine the medical and economic relevance of such treatment.
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8. Résultats additionnels obtenus avec le dispositif d’étude présenté dans ’article

Afin d’estimer I’effet sur le gain moyen quotidien (GMQ) de la durée des épisodes de
fievre associés a des signes cliniques de BPI détectés (FECS), nous avons réalisé un modele
différent de celui présenté dans I’article. Dans ce nouveau modéle (Cf. ci-dessous), la variable
quantitative « durée totale des FECS durant la période de 1’étude » remplace la variable
qualitative « nombre de traitement ». En effet, a cause de la collinearité entre ces 2 variables,
seule une d’entre elles peut étre inclue dans un modé¢le. L’équation ci-dessous décrit le

modele utilisé :
Yijki= o+ FENOi+ FECS;j+ BRk + PENI + €iji

ou Y est la variable a expliquer (GMQ précoce calculé de J1 a J40), a est I’intercept, FENO
est la durée totale (entre JO et J40) des épisodes de fievre non-associés a des signes cliniques
détectés par examen visuel exprimée en jour (quantitative), FECS est la durée totale (entre JO
et J40) des épisodes de fievre associés a des signes cliniques de BPI détectés exprimée en jour
(quantitative), BR est la race des bovins (2 classes) et PEN est une variable emboitée lots de

bovins dans exploitation (12 classes, effet aléatoire) et ¢ est I’erreur résiduelle.

Le GMQ précoce moyen était de 1 159 + 469 g. Le tableau 8 montre que la durée totale
de FECS durant la période de 1’étude était associée (P = 0,016) a une diminution du GMQ :
-61 g/ par jour de FECS.

Tableau 8. Modele de régression final pour les effets sur le GMQ précoce (calculé de J1 a J40) de la
durée des épisodes de fievre non-associés a des signes cliniques détectés par examen
visuel (FENO), des épisodes de fiévre associés a des signes cliniques de BPI détectés
(FECS) et de la race pour 112 bovins a I’engrais équipés de thermobolus intraruminaux.

Intervalle de confiance a 95%

Variables indépendantes et modalités' Estimée? P
Borne inférieure Borne supérieure
Durée des FENO par j? -32 -52 -13 0,005
Durée des FECS par j* -61 -92 -30 0,016
Race®
Charolais référence - - -
Croisé Charolais -314 -554 -70 0,010

1 2 variables aléatoires emboitées avec lot dans exploitaiton; P = 0,050

2 Intercept = 1,539 (1,324; 1,753); P < 0,001.

®FENO ont été détectés rétrospectivement en utilisant un « cumulative sum » test.

4 FECS ont été détectés rétrospectivement en utilisant un « cumulative sum » test.

® 102 bovins a I’engrais Charolais et 10 Charolais x Limousin ont été étudiés durant les 40 premiers jours suivant leurs
arrivées dans 3 ateliers d’engraissement.
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1. Résumé frangais

L'objectif principal de cette étude était de déterminer si un seul ou plusieurs clones de
Mannheimia haemolytica étaient présents au sein d'un lot de bovins a 1’engrais lors d'un
épisode de bronchopneumonies infectieuses (BPI1). Un objectif secondaire de cette étude était
d'étudier si les isolats de M. haemolytica obtenus a partir d’écouvillons nasaux (EN) étaient

identiques a ceux obtenus au niveau du poumon a partir d’aspirations transtrachéales (ATT).

Douze lots de 8 a 12 bovins a I’engrais (n = 112 ; poids moyen a I’arrivée = 392 + 45
kg) ont été suivis pendant les 40 premiers jours apreés leurs mises en lots. Ces 12 lots étaient
répartis dans 3 ateliers d’engraissement localisés dans les Pays de la Loire. Les bovins,
achetés sur des marchés, provenaient de multiples exploitations d’origine (n = 43). Dés lors
que, dans un lot, un bovin était détecté malade par examen visuel, un vétérinaire réalisait un
examen clinique ainsi qu’un EN et une ATT pour l’isolement de M. haemolytica sur
I’ensemble des bovins du lot. Les bovins qui avaient une température rectale supérieure >
39,7°C et au moins 2 signes cliniques de BPI étaient traités. Les examens cliniques, les EN et
les ATT étaient ensuite répétés tous les 3 jours sur I’ensemble des bovins non traités du lot
jusqu’a la fin de 1’épisode de BPI (i.e. jusqu’a I’absence de détection de nouveaux cas). Les
isolats de M. haemolytica obtenus a partir des EN et des ATT ont été typés par électrophorese

sur champs pulsés (PFGE).

Mannheimia haemolytica a été isolée dans les voies respiratoires basses d’au moins 1
bovin durant 14 épisodes de BPI survenant dans 12 lots. La prévalence intra-épisode de
bovins positifs pour M. haemolytica sur ATT variait de 11 a 89% (médiane = 52%). Durant
11 épisodes de BPI, de 2 a 4 clones différents ont été obtenus. Tandis que dans les 3 épisodes
restants, seul 1 clone a été obtenu. Un accord modéré (kappa = 0,50) entre I’EN et ’ATT pour
I’isolement de M. haemolytica a été observée. Au niveau individuel, les isolats de M.
haemolytica isolés a partir des EN et des ATT avaient le méme profil PFGE dans seulement
75% des paires EN-ATT. Au niveau de 1’épisode de BPI, un nombre plus élevé de clones
différents (P = 0,04) ont été obtenus a partir des ATT qu’a partir des EN. L’importante
diversité génetique des isolats de M. haemolytica obtenus lors d'épisodes de BPI indique que
la maladie n'est pas due a la transmisson d'un seul clone virulent de M. haemolytica au sein du
lot. Nos résultats démontrent également que les isolats de M. haemolytica obtenus a partir des

EN ne sont pas toujours identiques a ceux obtenus au niveau du poumon a partir d’ATT.
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2. Abstract

The primary objective of this study was to determine, at the lung level, whether a single
or multiple clones of Mannheimia haemolytica are present within a pen during a bovine
respiratory disease (BRD) episode. A secondary objective was to assess whether M.
haemolytica isolates recovered from nasal swabs (NS) are representative of the disease-
associated isolates present in the lung. Ninety-five and 83 M. haemolytica isolates recovered,
respectively, from trans-tracheal aspirations (TTA) and NS performed during 14 BRD
episodes which naturally occurred in 12 pens of bulls (n=112) newly-received at three
fattening operations were characterized by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). PFGE
types obtained from NS and TTA were then compared. Two to four different clones of M.
haemolytica were recovered during 10 BRD episodes whereas only one clone was recovered
in four episodes. A moderate agreement (kappa=0.50) between NS and TTA for M.
haemolytica isolation was observed. Identical PFGE types were only observed in 75% of
matched NS-TTA pairs. At the BRD episode level, a higher number of different PFGE types
(P=0.04) was recovered from TTA in comparison to NS. The significant within-pen diversity
of M. haemolytica during BRD episodes indicates that disease is not due to the contagious
spread of a single virulent clone among cattle and highlights the importance of risk factors
that enable resident flora to overcome the host’s immune system. The results also demonstrate
that isolates recovered from NS are not always representative of the disease-associated

isolates present in the lung.

Keywords. Mannheimia haemolytica, Cattle, Bovine respiratory disease, Epidemiology,
PFGE
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3. Introduction

Bovine respiratory disease (BRD) is the most prevalent disease in cattle entering
fattening operations (Assié et al., 2009; Edwards, 1996; Smith, 1998). BRD is commonly
observed throughout the first weeks after entrance into fattening operations due to the
concomitant presence of pathogens (virus and/or bacteria) and non-infectious factors which
can predispose cattle to pneumonia (transportation, commingling etc.) (Taylor et al., 2010b).
Among the pathogens implicated in BRD, Mannheimia haemolytica is the most common
bacterial isolate, and it is generally believed that the control of M. haemolytica would
markedly reduce the prevalence of BRD in cattle entering fattening operations (Rice et al.,
2007).

Despite the tremendous importance of M. haemolytica in fattening operations, little is
known about its transmission dynamic at the pen level (Rice et al., 2007; Taylor et al., 2010c).
To date, only two studies have assessed whether or not M. haemolytica is horizontally
transferred between pen-mates, based on M. haemolytica isolates recovered from the upper
respiratory tract. The first study (Purdy et al., 1993) concluded that M. haemolytica tended to
recrudesce from the individual rather than being horizontally transferred whereas the second
study (Briggs et al., 1998) reported that M. haemolytica rapidly spread among cattle within
days of commingling. Therefore, it is not clear whether M. haemolytica-associated BRD is
due to risk factors (viral infections, shipping, commingling, etc.) that enable the resident flora
to overcome the host’s immune system or due to the contagious spread of a single virulent
clone or due to both. Such information is nevertheless crucial for the control of M.

haemolytica-associated BRD in fattening operations (Miles, 2009).

Several molecular techniques have been developed to differentiate M. haemolytica
isolates (Katsuda et al., 2003; Klima et al., 2010; Kodjo et al., 1999; Murphy et al., 1993).
Among these methods, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) is widely accepted as the gold
standard due to its high discriminatory power and repeatability (Klima et al., 2010; Kodjo et
al., 1999). This technique appears to be a well adapted tool to monitor the transmission
dynamic of M. haemolytica among cattle during a BRD episode (Klima et al., 2011).

The sampling of the lower respiratory tract during pneumonia allows the collection of

bacterial isolates directly from the site of infection (Allen et al., 1991; Angen et al., 2009;
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Espinasse et al., 1991). However, because the upper respiratory tract sampling is easier when
compared to the lower respiratory tract sampling, only nasal isolates of M. haemolytica have
been previously characterized by molecular techniques (Briggs et al., 1998; Klima et al.,
2011; Purdy et al., 1993). Nevertheless, further investigation is needed to determine whether
M. haemolytica isolates recovered from nasal swabs (NS) are representative of the disease-
associated isolates present in the lung (Taylor et al., 2010c).

The primary objective of this study was to characterize by PFGE the M. haemolytica
isolates collected from the lower respiratory tracts of bulls during BRD episodes to determine
whether a single or multiple clones of M. haemolytica are present within pens. A secondary
objective was to assess whether M. haemolytica isolates recovered from NS are similar to

those isolated deeper within the respiratory tract.

4. Materials And Methods

All procedures in the present experiment were performed in accordance with the
European directive and the French regulation and conform to the Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals (NIH Publication N0.85-23, revised 1996).

4.1. Animals

One hundred and twelve bulls (initial body weight £ SD = 346 + 36 kg) were observed
for 40 days following their arrival at three French fattening operations between November
2007 and March 2008 (Table 1). Bulls came from multiple sources (n = 43 farms of origin)
and were purchased at auction markets. After purchase, bulls were transported by truck over a
mean distance of 329 £+ 104 km (range = 70 to 515 km) to a central facility where they were
sorted into 12 groups of eight to 12 bulls based on body weight (Table 1). Bulls were allowed
free access to hay and water at the central facility for 36 to 48 h. During this period, they were
in contact with others bulls present at the central facility. Then, bulls were transported by
truck for travel distances less than 50 km to the fattening operations. None of the bull
received any vaccine or antibiotic at entry. During the study period, each group of bulls was
housed in a pen separated from the others bulls fed in the fattening operation by fences that
allowed nose-to-nose contact. Bulls were fed with a total mixed ration formulated to meet the

French National Institute for Agriculture Research recommendations (Garcia et al., 2007).
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Feed was mixed and delivered once daily at 9 h. Throughout the study period, animals had

unlimited access to water.

Table 1.  Characteristics of 12 pens of newly-received bulls at three fattening operations.
Fattening operation Date of Pen no. No. of bulls per pen No. of different Mean body weight at arrival £ SD, kg

arrival origins per pen

1 16/11/2007 1 9 1 314 + 28
2 9 2 326 + 26

17/01/2008 3 9 7 378+ 14

4 9 6 355 +43

2 21/11/2007 5 8 6 330+ 19
6 8 5 334+20

7 8 5 350 £ 25

06/12/2007 8 8 5 359 + 22

9 8 2 364 + 27

3 27/11/2007 10 12 3 379+ 34
11 12 4 350+ 31

11/01/2008 12 12 9 30319

4.2. Study design

During the 40-day-study period, all bulls were observed twice daily by owners for the
detection of the following signs: depression, decreased rumen fill compared with pen-mates,
nasal or ocular discharge, cough and increased respiratory rate. As soon as the owner detected
a bull displaying at least one of the above signs in a pen under study, a veterinarian with
experience in cattle disease diagnostics restrained, one by one, each bull housed in the pen
including the in-contact apparently healthy bulls in a conventional cattle handling chute, to
perform a close physical examination, a NS sample and a transtracheal aspiration (TTA).
Bulls with a rectal temperature > 39.7°C and, at least, one other sign of respiratory tract
disease received a single subcutaneous injection (2 ml per 15 kg of body weight) of a product
containing 16.5 mg/ml of flunixin meglumin and 300 mg/ml of florfenicol (Resflor, MSD,
Angers, France). Physical examinations and clinical samples (NS and TTA) were then
repeated every three days on non-treated animals until the end of the BRD episode i.e. until

no new BRD affected animal was detected.
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4.3. Sampling procedures and bacteriology

Prior to NS sampling, the nostril was disinfected using alcohol 90%. A guarded NS
(Dryswab veterinary laryngeal, Medical Wire and Equipement, Corsham, England) was
introduced in the nasal cavity (dorsal conchae, approximately 20 cm depth) and rotated at
360°. Afterward, each NS was inserted into a transport medium (Venturi Transsystem, Copan,
Bovezza, Italy). Transtracheal aspirations were performed as previously described (Espinasse
et al.,, 1991). On average, 5 to 10 ml of fluid was recovered and immediately placed into
sterile plain tubes. After sampling, clinical samples were transported in a container at a
temperature of 4°C to the laboratory of the Nantes-Atlantic National College of Veterinary

Medicine, Food Science and Engineering (Oniris) and processed within 6 h.

The primary isolation of M. haemolytica from clinical samples was done by directly
streaking each NS or by inoculating 0.1 ml of each TTA aspirate onto 5% sheep blood agar
(Columbia, Oxoid, Hampshire, UK). Sheep blood agar plates were then incubated for 24 h at
37°C in aerobic atmosphere. Afterward, one colony resembling M. haemolytica was
subcultured for another 24 h and identified by standard biochemical procedures (Quinn et al.,
1994) and API (Biomerieux, Marcy I'Etoile, France). M. haemolytica isolates were stored at -

80°C until further analysis.

4.4. Pulsed field gel electrophoresis

Plugs preparation has been previously described (Hedegaard et al., 2009). Briefly, M.
haemolytica isolates kept at -80°C were plated onto 5% sheep blood agar (Columbia, Oxoid,
Hampshire, UK) and incubated overnight at 37°C. A single typical colony was subcultured
overnight in 10 ml brain heart infusion (BHI) broth (Oxoid, Hampshire, UK) at 37°C with
shaking. To measure and standardize cell density, the optical density of a solution containing
800 uL SE buffer (75 mM NaCl, 25 mM ethylene-diamine-tetraacetic acid [EDTA], pH 7.4)
and 200 pL culture in BHI broth was determined at 578 nm. Cells contained in a 3 mL sample
of the overnight culture in BHI broth were then washed by centrifugation and resuspended in
sufficient SE buffer to obtain the same optical density as was previously obtained.
Afterwards, 500 pL of the cells suspension was mixed with 500 pL agarose solution (0.02 g
agarose, 1 mL SE buffer) and dispensed into disposable plug moulds (Bio-Rad, Marnes-la-

Coquette, France).
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To release DNA from the cells, plugs were incubated overnight in a water bath at 56°C
in 950 pL proteinase K solution (0.5 mg proteinase K [Roche Diagnostics, Meylan, France], 1
mL ES-buffer [1% N-Lauroylsarcosin, 0.5 M EDTA, pH 9.5]). Then, plugs were washed 3
times with TE buffer (10 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7.4) and stored at 4°C until further use.

Plugs were digested overnight at 37°C with 20 U of Sall and 152 uL of appropriate
buffer provided by the manufacturer (New England BioLabs, Hitchin, UK). The digested
DNA were separated by PFGE using a CHEF DRIII device (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) according to the program previously described by (Villard et al., 2006). A low range
PFGE Marker (N0350S, New England BioLabs, Hitchin, UK) was placed in the first, middle
and last wells of each gel. After electrophoresis, gels were stained in 1 pg/mL ethidium
bromide aqueous solution for 30 min, then washed in distilled water and eventually
photographed using ultraviolet light transillumination.

To study the reproducibility of the PFGE procedure (cell lysis, washing, endonuclease
digestion steps, gel and electrophoretic conditions), a M. haemolytica reference strain (CCUG
12392) was processed along with the M. haemolytica field isolates being tested.

4.5. Data analysis

All PFGE-related analyses were performed using BioNumerics V5.1 (Applied Maths
Inc., Austin TX, USA). Dendrograms were created using UPGMA clustering of Dice
coefficient values with 1.00% optimization and 3.00% position tolerance settings. Isolates
relatedness was assessed using the modified Tenover criteria described by van Belkum et al.
(2007) i.e. isolates with PFGE patterns differing by one to four bands were assigned to
subtypes of the same main types. Each main type was arbitrarily identified by a letter.
Subtypes were identified by a suffix to the assigned main type. For example, subtypes of the

main type E were E1 and E2.

Typeability of the PFGE procedures was reported as the proportion of M. haemolytica
isolates that were assigned a PFGE pattern. Reproducibility of the PFGE procedures was
reported as the proportion of M. haemolytica reference strain (CCUG 12392) patterns that had
100% similarity based on UPGMA cluster analysis of Dice coefficients.
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The association between PFGE types recovered from the lower respiratory tract during
BRD episodes and both, sources (n = 43 farms of origin) and arrival groups of bulls (i.e. bulls
arrived the same day at the fattening operation; n = 6) was explored using Fisher’s Exact Test
in SAS 9.2 (SAS Institute Inc, Cary NC, USA). When more than one PFGE types were
recovered from the same bull during a BRD episode, only the PFGE type which corresponded
to the day of treatment or to the last sample performed in non-treated animals was taken into

account for these analyses.

Agreement between NS and TTA for the isolation of M. haemolytica at the individual
animal level was measured using the Kappa statistic (Cohen, 1960). The strength of
agreement for the Kappa coefficient was interpreted using the scale of Landis and Koch
(1977): <0=poor, 0.1-0.20=slight, 0.21-0.40=fair, 0.41-0.60=moderate, 0.61-0.80=substantial
and 0.81-1=almost perfect. The numbers of different PFGE types recovered from NS and
TTA samples during each BRD episode were compared using a Wilcoxon Signed Rank Test
in SAS 9.2.

5. Results

5.1. Health data, clinical samples and M. haemolytica isolation

Sixteen BRD episodes were observed in the 12 pens under study during the 40 days
following the arrival of bulls at the fattening operations (Table 2). One BRD episode occurred
in eight pens whereas two BRD episodes occurred more than 10 days apart from each other
(mean £ SD = 15 days + 4) in the four remaining pens. During theses episodes, intra-pen
morbidity ranged from 44 to 100 % (mean = 69 %). In total, 88 (79%) of the 112 bulls
entering the study were treated for BRD. Descriptive statistics of BRD episodes are shown in
the Table 2.
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Table 2.  Descriptive statistics of 16 bovine respiratory disease (BRD) episodes observed in 12
pens of bulls during the first 40 days post-arrival at three fattening operations.

Fattening Date of Pen BRD Days from arrival to  Days from firstto  No. (%) of bulls
operation arrival no. episode’  first BRD treatment’ last BRD treatment treated for BRD
no.

1 16/11/2007 1 1 6 1 4 (44)

2 20 10 9 (100)

2 3 7 4 5 (56)

4 28 1 4 (44)

17/01/2008 3 5 1 10 8 (89)

6 21 1 5 (46)

4 7 1 7 9 (100)

2 21/11/2007 5 8 2 4 6 (75)

9 1 10 8 (100)

10 31 1 4 (50)

7 11 2 7 6 (75)

06/12/2007 8 12 4 1 4 (50)

9 13 2 4 5 (63)

3 27/11/2007 10 14 3 7 9 (75)

11 15 8 4 6 (50)

11/01/2008 12 16 3 4 10 (83)

Tn four pens, a second BRD episode was observed more than 10 days after the first one.
?Bulls with a rectal temperature > 39.7°C and, at least, one other sign of respiratory tract disease such as abnormal pulmonary
sounds, coughing, polypnea/dyspnea, or nasal or ocular discharge were treated for BRD.

Two hundred and thirty nine pairs of NS and TTA samples were performed during BRD
episodes (Table 3). Eighty three and 95 M. haemolytica isolates were recovered respectively,

from NS and TTA samples.
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Table 3. Agreementl between nasal swab (NS) and trans-tracheal aspiration (TTA) samples for
the isolation of M. haemolytica.
(a) All samples (n=239 pairs)

NS
+ - Total
+ 61° 34 95
TTA - 22 122 144
Total 83 156 239
T Kappa = 0.50.

2 |dentical PFGE types in 75% of matched pairs.

(b) Samples performed the day of BRD treatment (=105 pairs)

NS
+ - Total
+ 37? 19 56
TTA - 8 41 49
Total 45 60 105
T Kappa = 0.49.

2 |dentical PFGE types in 70% of matched pairs.

(c) Samples performed in non-treated animals or before BRD treatment in treated animals
(n=134 pairs)

NS
+ - Total
+ 242 15 39
TTA - 14 81 95
Total 38 96 134
T Kappa = 0.47.

2 |dentical PFGE types in 83% of matched pairs.

M. haemolytica isolates were recovered from the lower respiratory tract of bulls in 14 of
the 16 BRD episodes (Table 4). The prevalence of bulls positive for M. haemolytica on TTA
samples during BRD episodes varied from 0 to 89 % (mean = 56 %; median = 52 %). In total,
75 of the 112 bulls were positive for M. haemolytica on TTA samples during the study period:
56 bulls were positive once, 18 bulls were positive two times and one bull was positive three
times (Supplementary Table S1). It is interesting to note that, of the 75 bulls positive for M.
haemolytica on TTA samples, no clinical BRD illness was observed in 21 bulls

(Supplementary Table S1).
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5.2. PFGE typeability and reproducibility

Thirteen PFGE main types were observed including three singletons and 10 clusters
with between two (D) and 56 (H) isolates (Fig. 1). A PFGE pattern was obtained for all the M.
haemolytica isolates analysed meaning a typeability of 100%. The PFGE procedures were
found to be 100% reproducible.
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| 1A IR 1
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L I | 1
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Figure 1. Dendrogram and schematic representation of pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
fragments of 178 M. haemolytica isolates with Sall digestion. The dendrogram was
constructed from UPGMA clustering of Dice coefficient values with optimization and
tolerance settings of 1.0% and 3.0%, respectively. Isolates with PFGE patterns differing
by one to four bands were assigned to subtypes of the same main types (van Belkum et
al., 2007). Each main type was arbitrarily identified by a letter (A-M).
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5.3. PFGE types recovered from the lower respiratory tract of bulls during BRD episodes

Two to four different PFGE main types (clones) defined according to the modified
Tenover criteria described by van Belkum et al. (2007) were recovered from the lower
respiratory tract of bulls during 10 BRD episodes whereas only one main type was recovered
in four BRD episodes (Table 4). In the four pens where two BRD episodes occurred, the main
types recovered from the second BRD episodes were not recovered during the first episodes
(Table 4). It is interesting to note that, at the bull level, identical PFGE types were recovered
from 11 of the 16 bulls positive more than once during the same BRD episode
(Supplementary Table S1).

The PFGE types recovered from the lower respiratory tract during BRD episodes were
strongly associated with the arrival groups of bulls (P<0.001). Indeed, only three PFGE types
(L1, H5, J1) were shared between bulls arrived at different dates in the same fattening
operation, only two PFGE types (B, J4) were shared between two fattening operations and no
PFGE type was shared between the three fattening operations (Table 4). The association
between PFGE types and sources of bulls could not be computed (too high number of farms
of origin; n = 43) but the same PFGE types were recovered from bulls of different sources
which were part of the same arrival group even if they were not housed in the same pen

(Supplementary Table S1).

Full details of BRD episodes, PFGE types and farm of origins can be found in
Supplementary Table S1.
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Table4.  Number of bulls culture-positive for M. haemolytica on trans-tracheal aspirations (TTA)
and number of isolates (n) assigned to specified types by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) observed during 16 bovine respiratory disease (BRD) episodes which occurred in
12 pens of bulls during the first 40 days post-arrival at three fattening operations.
Fattening  Date of  Pen BRD No. (%) of bulls PFGE types” (n)
operation  arrival no. episode’ culture + on
no. TTA
1 16/11/2007 1 1 0 (0) 3
2 6 (66) L1 (3), L3(2),B (1)
2 3 5 (56) B (5)
4 6 (66) L3 (6)
17/01/2008 3 5 5 (56) H2 (2), 34 (2), 35 (1)
6 1(11) L1(1)
4 7 8 (89) H2 (5), H4 (1), J4 (1), G1 (1)
2 21/11/2007 5 8 4 (50) H3 (3), H5 (1)
6 9 0 (0) -
10 4 (50) H3 (2), D (1), J3 (1)
7 11 4 (50) M (1), D (1), H3 (1), J1 (1)
06/12/2007 8 12 6 (75) H5 (4), 32 (1), G2 (1)
9 13 5 (63) H5 (3), J1 (2)
3 27/11/2007 10 14 6 (50) 1 (3), E2(3)
11 15 9 (75) E2 (6), B (1), 1(2)
11/01/2008 12 16 10 (83) K (5), J4 (4), H1 (1)

1 In four pens, a second BRD episode was observed more than 10 days after the first one.
2 When more than one PFGE types were recovered from the same bull during a BRD episode, only the PFGE type which
corresponded to the day of treatment or to the last sample performed in non-treated animals was showed in this table.

%_: not applicable.

5.4. Comparison of PFGE types recovered from the lower and upper respiratory tracts

during BRD episodes

At the animal level, agreement between NS and TTA samples (n = 239 pairs) for the
isolation of M. haemolytica was moderate (Kappa = 0.50) (Table 3a). Furthermore, when M.
haemolytica isolates were recovered at the same time from both NS and TTA samples (61
matched pairs), identical PFGE types were observed in only 75% of the matched pairs. It is
interesting to note that the agreement between NS and TTA samples was not improved the
day of clinical illness (i.e. the day of BRD treatment) (Table 3b).

At the BRD episode level, the number of different PFGE types recovered from TTA
samples was higher (P=0.04) than the number of different PFGE types recovered from NS

samples (Table 5).
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Table5.  Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) types of M. haemolytica isolates obtained from
nasal swab (NS) and trans-tracheal aspiration (TTA) samples performed during 16 bovine
respiratory disease (BRD) episodes which occurred in 12 pens of bulls during the first 40
days post-arrival at three fattening operations.

Fattening Date of Pen BRD episode’ PFGE types®
operation arrival - no. no. NSonly NSand TTA TTAonly
1 16/11/2007 1 1 - - -
2 L2 B, L1 L3
2 3 - - B
4 - L3 -
17/01/2008 3 5 - H2, J5, J4, F -
6 H2 - L1
4 7 ] H2, 4 H4, G1
2 21/11/2007 5 8 - H3 H5
6 9 - - -
10 - H3 D, J3
7 11 - - M, D, H3, J1
06/12/2007 8 12 - H5, J2 G2
9 13 - H5, J1 -
3 27/11/2007 10 14 ] I E2 ]
11 15 - , E2 B
11/01/2008 12 16 E2 H1, J4, K -

1 In four pens, a second BRD episode was observed more than 10 days after the first one.
2 When more than one PFGE types were recovered from the same bull during a BRD episode, only the PFGE type which
corresponded to the day of treatment or to the last sample performed in non-treated animals was showed in this table.

6. Discussion

This study provided unique information concerning the transmission dynamics of M.
haemolytica in bulls newly-received at fattening operations. To our knowledge, this is the first
time that the genetic diversity of M. haemolytica isolates recovered from the lower respiratory
tract during a BRD episode is reported. The PFGE analysis revealed significant within-pen
diversity of M. haemolytica during BRD episodes with up to four different clones identified.
This study also demonstrated a moderate agreement between nasal swab (NS) and trans-
tracheal aspiration (TTA) samples for the isolation of M. haemolytica at the individual level.
Furthermore, when both NS and TTA samples were positive for M. haemolytica, the same
PFGE type was only observed in 75% of matched pairs. At the BRD episode level, the
concordance between NS and TTA samples was not improved: a higher number of different

PFGE types (P=0.04) was recovered from TTA in comparison to NS.

The significant within-pen diversity of M. haemolytica during BRD episodes indicates
that disease is not due to the contagious spread of a single virulent clone among cattle and

highlights the importance of risk factors (viral infections, shipping, commingling, etc.) that
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enable resident flora to overcome the host’s immune system. This finding is consistent with a
previous study conducted by Purdy et al. (1993), who observed that M. haemolytica enzyme
profiles were more significantly associated with the calves’ farms of origin than with feedlot
commingling. Based on this result, Purdy et al. (1993) concluded that M. haemolytica tended
to recrudesce from individual calves, rather than being transferred from feedlot penmates. It is
interesting to note that, recently, Taylor et al. (2010a) studied the genetic diversity of
Pasteurella multocida isolates recovered from fatal cases of BRD in calves in a commercial
feedlot and they also concluded that P. multocida tended to recrudesce from individual calves

as a strictly opportunistic pathogen, rather than being horizontally transferred.

Even if M. haemolytica-associated BRD did not seem to be due to contagious
dissemination of a single virulent clone in the present study, horizontal transfer of M.
haemolytica between bulls also occurred. Indeed, despite the high genetic diversity of M.
haemolytica isolates, identical PFGE types were recovered from bulls of different sources
which were part of the same arrival group and further housed in different pens. This finding
could indicate that a horizontal transfer of M. haemolytica occurred early at the central facility
or during shipment. Furthermore, in the four pens where two BRD episodes occurred, the
PFGE types recovered from the second BRD episodes were not recovered from the first
episodes. This could indicate that a transfer of M. haemolytica also occurred in bulls from

adjacent pens or from the environment.

A rapid horizontal transfer of M. haemolytica between feedlot cattle within days of
commingling has been previously reported by Briggs et al. (1998). In that study, a strain of M.
haemolytica containing a unique plasmid profile was used to inoculate the palatine tonsils of
12 calves. This specific strain of M. haemolytica was recovered from the nasopharynx of all
the inoculated calves and also from 10 out of the 89 in-contact calves within few days after
challenge. This study therefore demonstrated the existence of a horizontal transfer of M.
haemolytica. Such transfer was however, not observed in a study conducted by Allen et al.
(1992). Indeed, they did not observe the spread of antimicrobial resistant strains of M.
haemolytica which had emerged after BRD treatment from treated animals to the in-contact
healthy cattle. Therefore, based on these previous studies and the current results, it seems that

horizontal transfer of M. haemolytica occurs in feedlot cattle, albeit at an inconsistent rate.
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It is noteworthy that, in our study, the presence of M. haemolytica in the lung, although
major BRD pathogen, was not always associated with BRD clinical illness. Indeed, 21 bulls
tested positively for M. haemolytica on TTA samples and were, however, not detected as
BRD affected. This finding is in agreement with previous studies (Allen et al., 1991; Angen et
al., 2009; Espinasse et al., 1991) and highlights the interest of quantitative cultures of lower
respiratory tract samples to further evaluate the significance of the isolated organisms. Indeed,
a true infection is represented by organism actively colonizing the lung, thereby present in
large numbers. One should, nevertheless, also keep in mind that subclinical or undetected
BRD occur frequently in fattening operations (Timsit et al., in press), suggesting that, in our
study, bulls positive for M. haemolytica on TTA were truly infected but not detected as sick.

The moderate agreement observed in the present study between the isolation of M.
haemolytica at the animal level from NS and TTA samples indicates that a NS culture does
not accurately predict the presence of M. haemolytica in the lung. Furthermore, in this study,
when both samples were M. haemolytica positive, the same PFGE types were only obtained in
75% of the matched pairs (n = 61). These two findings are in agreement with previous studies
conducted by Allen et al. (1991) and DeRosa et al. (2000). Indeed, in the study of Allen et al.
(1991) conducted in 119 feedlot calves, a moderate agreement (Kappa = 0.47) between
nasopharyngeal and bronchoalveolar lavage for the isolation of M. haemolytica was observed.
Unfortunately, no typing methods were applied to the isolates obtained in that study. DeRosa
et al. (2000) compared nasal and trans-tracheal swabs performed in 40 feeder calves suffering
from BRD. Their results show that the same bacterial species (M. haemolytica, P. multocida
or Histophilus somni) was recovered from nasal and transtracheal swabs in only 68.4% of
paired samples. Furthermore, they performed a ribotyping of M. haemolytica isolates and
observed the same profiles in both nasal and transtracheal swabs in only 70% of the matched
pairs (n = 24). Knowing that the discriminatory power of ribotyping is much lower than PFGE
(Kodjo et al., 1999), it can be hypothesized that less than 70% of their paired samples would

have turned out similar if PFGE was used.

To overcome the moderate agreement between the microbial flora of the upper and
lower respiratory tracts at the individual level, it has been suggested to interpret NS results
only at the group level (Allen et al., 1991; Catry, 2006). However, even at the group level, the
results of the present study suggest that isolates recovered from NS are not always

representative of the isolates present in the lung. Indeed, a higher number of different PFGE
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types was observed on TTA samples in comparison to NS samples. This higher number of
PFGE types can be explained by the higher number of M. haemolytica isolates recovered
from TTA (n = 95) in comparison to NS (n= 83). Another explanation is that a nose-to-nose
transmission occurred between bulls reducing the genetic diversity of isolates recovered from
NS samples. Unfortunately, more data is needed to determine which one of these two
explanations is most likely.

7. Conclusion

In conclusion, PFGE analysis of isolates recovered from the lower respiratory tract of
bulls revealed significant within-pen heterogeneity of M. haemolytica during BRD episodes.
This suggests that BRD episodes associated with M. haemolytica are not due to the
contagious spread of a single virulent clone among cattle and highlights the importance of risk

factors that enable resident flora to overcome the host’s immune system.

The moderate agreement between the M. haemolytica isolates recovered from NS and
TTA samples indicates that isolates recovered from NS are not always representative of the
isolates present in the lung. Therefore, to study the genetic diversity of disease-associated M.
haemolytica, it seems more relevant to sample the lower respiratory tract than the nasal

cavity.
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Supplementary table S1. Pulsed-field gel electrophoresis types of M. haemolytica isolates recovered
from trans-tracheal aspiration and nasal swab (brackets) samples performed during 16
bovine respiratory disease (BRD) episodes which occurred in 12 pens of bulls during the
first 40 days post-arrival at three fattening operations. The bulls’ farms of origin (n=43)

and the day of BRD treatment (underscored) are also indicated.

BRD episode 1

BRD episode 2°

Fattening Farm
. Pen Bull of
operatlon ..
no. no. no. origin
no. DO D+3 D+6 D+9 DO D+3 D+6 D+9
1 1 7704 8 3 - - B(B)
7706 8 - - L1 (L1)
7712 8 - L1 (L)
7713 8 - L1 (L1) L1(L2)
7720 8 - (L1)
7722 8 - - (L1) L3 (L1)
7735 8 - - L1 (L1) - L3
2 7702 8 B (L3) -
7708 8 - L3 L3
7715 8 - L3 -
7727 8 B L3 L3 (L3)
7728 8 B L3
7729 8 - L3
7736 8 B -
6986 12 B L3
3 3346 34 F(F) H2 (H2) (H2)
3347 34 J5 (J5) (H2)
7394 35 - J4 -
1235 39 H2 (H2) L1
1218 40 J4 (34) -
4 6468 29 J4 (34)
7749 33 H2 (H2)
3349 34 Gl
2019 36 - H2 (H2
2032 36 - (H2)
5841 38 - H2 (H2
7521 43 H2 (H2
7525 43 (H4) H4 (H2) H4 (H2)
7539 43 C (H2) H2 (H2)
2 5 7832 5 H3
7170 8 H3
7185 8 H3 (H3
7253 17 H5
6 6129 2 - - H3 (H3)
7816 7 - - J3 (H3)
783% 7 - - (H3)
7166 8 - - (H3)
6824 14 - - H3 (H3)
7232 17 - - D
7 6128 2 H3
7833 5 M
7715 6 D
7525 25 Ji
8 7323 9 H5
7325 9 H5 (H5
6267 13 J2 (32)
7007 15 H5 (H5)
7216 18 G2 (H5)
7222 21 H5 (H5)
9 7212 18 1)
7215 18 (H5)
7226 18 (1) H5 (H5)
7531 23 H5 (H5)
7536 23 H5 (H5) J1
7547 23 H5 (H5)
7559 23 J1(J1) J
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3

10 7361
7363
7370
7023
7024
7674
7677
7680
7690

11 7279
7290
7298
6326
6329
6353
7359
7576
7580

12 6637
6654
7875
7452
7144
7082
7095
1694
3747
7493
7496

11
11
11
22
22
24
24
24
24
5
5
5
26
26
26
27
28
28
3
3
10
16
19
20
20
30
37
41
42

E2(E2) E2(E2

(A 0]
0)

E2 (I
- E2 (E2)
0)

E2 (E2

E2 (E2)

L(1)

E2 (E2) (E2)
- E2
E2(E2) E2(E2)

B()

E2 (E2)
|

4 (34

K (4

4 (34) K (34)
(34)

K (34)

J4 (34)

4 (34

K (E2)

H1 (H1) H1
- 4 (34)
- K (E2)

1 (1)
(E2)

I (E2)
|

M

|
()]

I (E2)

E2

IDuring BRD episode, nasal swab and trans-tracheal aspiration were performed every three days on each non-treated bull

housed in the pen until the end of the BRD episode (i.e. until no new BRD case was detected).
2n four pens, a second BRD episode was observed more than 10 days after the first one.
®No M. haemolytica isolate was recovered from clinical samples.
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Chapitre 4

ETUDE DE LA TRANSMISSION DE MYCOPLASMA BOVIS LORS

D’EPISODES DE BRONCHOPNEUMONIES INFECTIEUSES

SURVENANT DANS DES LOTS DE BOVINS A L’ENGRAIS

Publication n°4 :

Molecular epidemiology of Mycoplasma bovis during bovine respiratory

disease outbreaks in newly-received beef bulls at fattening operations

E. Timsit, M.A. Arcangioli, N. Bareille, H. Seegers, and S. Assié

Brief Research Reports
Manuscrit en cours pour soumission

au Journal of Veterinary Diagnostic Investigation
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1. Résumé frangais

Mycoplasma bovis est un agent majeur des bronchopneumonies infectieuses (BPI) des
bovins a I’engrais. Cependant, peu d'information sur sa dynamique de transmission au sein
d’un lot lors d’épisode de BPI est disponible dans la littérature. L'objectif de cette étude était
de déterminer si un seul ou plusieurs clones de M. bovis étaient présents au sein d'un lot de

bovins a I’engrais lors d'un épisode de BPI.

Douze lots de 8 a 12 bovins a I’engrais (n = 112 ; poids moyen a I’arrivée = 392 + 45
kg) ont éte suivis pendant les 40 premiers jours apres leurs mise en lot. Ces 12 lots étaient
répartis dans 3 ateliers d’engraissement localisés dans les Pays de la Loire. Les bovins,
achetés sur des marchés, provenaient de multiples exploitations d’origine (n = 43). D¢s lors
qu’un bovin était détecté malade par examen visuel dans un lot, un vétérinaire réalisait un
examen clinique ainsi qu’une aspiration transtrachéale (ATT) pour I’isolement de M. bovis
sur I’ensemble des bovins du lot. Les bovins qui avaient une température rectale supérieure >
39,7°C et au moins 2 signes cliniques de BPI étaient traités. Les examens cliniques, les ATT
¢taient ensuite répétés tous les 3 jours sur ’ensemble des bovins non traités du lot jusqu’a la
fin de I’épisode de BPI (i.e. jusqu’a I’absence de détection de nouveau cas). Les isolats de M.
bovis cultivés a partir des ATT ont ensuite été typés par électrophorése sur champs pulsés
(PFGE).

Des isolats de M. bovis ont été obtenus durant 8 épisodes de BPI survenus dans 7 lots.
La prévalence des bovins positifs pour M. bovis intra-épisode variait de 8% a 100% (médiane
= 54%). Méme si les bovins étaient d'origines différentes, un seul clone de M. bovis a été
observé au cours de 5 des 6 épisodes de BPI pendant lesquels, au moins, deux bovins étaient
positifs pour M. bovis. Pendant I’épisode de BPI restant, deux clones ont été isolés.
Cependant, cet épisode de BPI a été suivi par un second épisode, dans le méme lot, au cours
duquel un seul des 2 clones précédemment isolés était présent. Cette étude montre 1’existence

d’une transmission clonale de M. bovis au sein de lot de bovins a I’engrais.
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2. Abstract

Mycoplasma bovis is an important cause of bovine respiratory disease (BRD) in newly-
received cattle at fattening operations. However, little information on its within-pen
transmission dynamics during a BRD outbreak is available. Such information is nevertheless
crucial to adapt control measures during M. bovis associated-BRD outbreaks. The objective of
this study was therefore to determine whether single or multiple clones of M. bovis are present
within a pen during a BRD outbreak that occurs early in the feeding period. Sixteen BRD
outbreaks that naturally occurred in 12 pens of eight to 12 bulls (n=112) newly-received at
three fattening operations were investigated. Two hundred and thirty nine trans-tracheal
aspirations (TTA) were performed during these outbreaks for the isolation of M. bovis. M.
bovis isolates were then characterized by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). M. bovis
isolates were recovered from TTA during eight BRD outbreaks that occurred in seven pens.
The within-pen prevalence of bulls positive for M. bovis during these outbreaks ranged from
8% to 100%. PFGE analysis revealed that, even if bulls came from multiple origins, a single
clone of M. bovis was present within a pen during BRD outbreaks with high prevalence of M.
bovis infection. This study therefore indicates that, even if M. bovis can recrudesce from
carriers after stressful events such as transportation, commingling, etc., the increased
prevalence of M. bovis pulmonary infection observed during BRD outbreaks that are early-
occurring in the feeding period seems primarily due to the horizontal transmission of only one

clone among cattle.

Keywords. Mycoplasma bovis, cattle, PFGE, molecular epidemiology
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3. Introduction

Bovine respiratory disease (BRD) is the most prevalent disease in cattle entering
fattening operations (Assié et al., 2009). Among the pathogens implicated in BRD,
Mycoplasma bovis plays an important contributory role (Caswell and Archambault, 2007,
Maunsell et al., 2011). Indeed, M. bovis is frequently identified within pulmonary lesions that
occurred during the two months after the arrival of cattle at fattening operations (Gagea et al.,
2006). Furthermore, seroconversion to M. bovis during the first weeks after entrance is
associated with an increased risk of being treated for BRD (Martin et al., 1990). Early and
efficient control of M. bovis infection could thus significantly decrease the overall
consequences of BRD (Maunsell et al., 2011).

A good understanding of the transmission dynamics of M. bovis within a pen during a
M. bovis-associated BRD outbreak is needed to adapt control measures (Caswell et al., 2007,
Maunsell et al., 2011). However, to date, little information on the transmission dynamics of
M. bovis in fattening operations is available in the literature (Caswell et al., 2007, Maunsell et
al., 2011).

Strain typing can provide insights on the transmission dynamics of M. bovis (Caswell et
al., 2007). Indeed, typing methods can determinate relatedness among isolates that are part of
the same chain of transmission and discriminate non-related isolates (van Belkum et al.,
2007). Among these methods, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) appears to be well
adapted to monitor the transmission dynamics of M. bovis among cattle within a pen due to its

high discriminatory power and reproducibility (Arcangioli et al., 2011).

The objective of this study was, therefore, to characterize by PFGE the M. bovis isolates
collected from the lower respiratory tract of bulls during BRD outbreaks that occur early in
the feeding period to determine whether single or multiple clones of M. bovis are present

within a pen.

4. Materials and methods

Twelve groups of eight to 12 beef bulls (n = 112 bulls; initial body weight £ SD = 346 +

36 kg) were observed for 40 days after their arrival at three French fattening operations (Table
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1). Bulls were purchased at auction markets and came from multiple sources (n = 43 different
origins). They were shipped by truckloads of one to three groups of bulls (i.e. multiple
shipments with continual addition of bulls to the fattening operation) between November
2007 and January 2008 (Table 1). After arrival, each group of bulls was housed in a pen
separated from the other bulls fed in the fattening operation by fences that allowed nose-to-
nose contact. None of the bulls received any vaccine or antibiotics at entry. More details on

the bulls and their management have been previously reported (Timsit et al., 2011).

During the study period, feedlot staff observed the bulls twice daily for the detection of
the following signs: depression, decreased rumen fill compared with penmates, nasal or ocular
discharge, cough and increased respiratory rate. As soon as a bull displaying at least one of
the above signs was detected, each bull housed in the pen was restrained in a chute by a
veterinarian including the in-contact apparently healthy bulls, in order to perform a close
physical examination and a transtracheal aspiration (TTA) as previously described (Espinasse
et al., 1991). Bulls with a rectal temperature > 39.7°C and, at least, one other sign of
respiratory tract disease received a treatment® against BRD. Physical examinations and TTA
samples were then repeated every three days on non-previously treated bulls until the end of
the BRD outbreak i.e. until no new BRD case was detected.

Mycoplasma bovis was isolated from TTA samples as previously described (Arcangioli
et al., 2008). Briefly, TTA samples were cultured at 37 °C in 5% CO, for three to five days on
a PPLO medium (broth) modified as described by Poumarat et al. (1991). After positive
growth, M. bovis presence was assessed by dot immunobinding on membrane filtration, using
polyclonal hyperimmune rabbit antisera prepared against M. bovis PG45 (Poumarat et al.,
1991). The positive fresh cultures were then plated and incubated for five to six days for
purification of M. bovis isolates by colony blotting. Afterwards, one M. bovis colony per plate
was subcultured and stored at -80°C until PFGE analysis. For PFGE analysis, mycoplasma
DNA was prepared in agarose plugs with overnight lysis at 55°C as previously described
(Arcangioli et al., 2011). DNA plugs were then digested overnight with 30 units of Smal at
24°C. This enzyme was chosen for its high discriminatory power (Arcangioli et al., 2011).
The electrophoresis was undertaken in 1% agarose gel using a PFGE system® according to the

program previously described by Arcangioli et al. (2011).
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To study the genetic diversity of M. bovis within a TTA sample, five TTA samples from
a subset of positive bulls were cultured and three to five M. bovis colonies per sample were
typed by PFGE.

All PFGE-related analyses were performed using a bioinformatic software®. Isolate
relatedness was assessed using the modified Tenover criteria described by van Belkum et al.
(2007) i.e. isolates with PFGE patterns differing by more than four bands were assigned to

different main types (or clones). Each main type was arbitrarily identified by a letter.

5. Results

Sixteen BRD episodes were observed in the 12 pens under study during the 40 days
following the arrival of bulls at the fattening operations (Table 1). In eight pens, only one
BRD episode was observed throughout the study period, whereas in the four remaining pens,
two BRD episodes occurred more than 10 days apart from each other (mean + SD = 15 days +
4). During theses episodes, intra-pen morbidity ranged from 44 to 100 % (mean = 69 %).
Detailed description of BRD episodes has been previously reported elsewhere (Timsit et al.,
2011).

Mycoplasma bovis isolates were recovered from the lower respiratory tract of, at least,
one bull in each pen during 8 of the 16 BRD episodes (Table 1). Three of the 8 BRD episodes
that enabled to recover M. bovis were, in fact, the second BRD episodes for these pens (pen
no. 1, 2 and 3). It is to note that in two pens, M. bovis had however not been recovered during
the initial BRD episodes. The prevalence of bulls positive for M. bovis during these 8 BRD
episodes varied from 8 to 100 % (median = 54 %). In total, 35 out of the 112 bulls were
positive for M. bovis on TTA samples during the study period: 25 bulls were positive once, 9

bulls were positive twice and one bull was positive four times.
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Table 1.  Prevalence (%) of bulls culture positive for Mycoplasma bovis on transtracheal aspiration
(TTA) samples performed during 16 bovine respiratory disease (BRD) episodes observed
in 12 pens of bulls.

Fatten!ng Date of arrival Pen BRD episode® Days from arrival to Prev_al_ence (%) of bylls culture
operation no. no. first BRD cases positive for M. bovis on TTA
1 16/11/2007 1 1 6 0/9 (0)
2 20 9/9 (100)
2 3 7 0/9 (0)
4 28 7/9 (78)
17/01/2008 3 5 1 3/9 (33)
6 21 8/9 (89)
4 7 1 1/9 (11)
2 21/11/2007 5 8 2 0/8 (0)
6 9 1 0/8 (0)
10 31 0/8 (0)
7 11 2 0/8 (0)
06/12/2007 8 12 4 6/8 (75)
9 13 2 3/8 (38)
3 27/11/2007 10 14 3 0/12 (0)
11 15 8 0/12 (0)
11/01/2008 12 16 3 1/12 (8)

Forty-seven M. bovis isolates were recovered from TTA samples. Of these 47 isolates,

three were not cultivable after storage and thus, were not analyzed by PFGE (Table 2). A

PFGE pattern was obtained for all the 44 remaining isolates (i.e. typeability = 100%) and five

PFGE main types (or clones) comprising between two (E) to 24 (D) isolates were observed

after Smal digestion (Fig. 1). The study of the genetic diversity of M. bovis within a TTA

sample revealed no diversity. Indeed, identical PFGE profiles were obtained from the three to

five colonies typed per TTA sample.
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Figure 1. Dendrogram and schematic representation of pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
fragments of 44 Mycoplasma bovis isolates with Smal digestion. The dendrogram was
constructed from UPGMA clustering of Dice coefficient values with optimization and
tolerance settings of 1.0% and 2.0%, respectively. Each type was arbitrarily identified by

a letter (A-E).
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Table 2.  Pulsed-field gel electrophoresis types (A-E) of M. bovis isolates recovered from trans-
tracheal aspiration (TTA) samples performed during bovine respiratory disease (BRD)
outbreaks. The bulls’ farms of origin and the day of BRD treatment (*) are also indicated.

Fattening Pen Farmof  Bull BRD outbreak 1 BRD outbreak 2°
operation no. no. originno. no!  pp2 D+3 D+6 DO D+3 D+6 D+9
1 1 1 1 -4 - D D*
1 2 - D D*
1 3 -* D*
1 4 -* D*
1 5 - - A D*
1 6 -* D
1 7 -* - A D*
1 8 -* D*
1 9 - D D D D*
2 1 10 -* D*
1 11 -* D D*
1 12 -* D D*
1 13 - - D D
1 14 - - D*
1 15 - - D*
2 16 - - D*
3 3 17 -* B*
4 18 ND® C -
4 19 -* B
5 20 - -* B*
5 21 -* B*
6 22 -* B*
7 23 - C* -*
8 24 - - B* B*
9 25 ND*
2 10 26 E*
11 27 E
11 28 E
11 29 E
12 30 E*
12 31 E*
9 13 32 E*
14 33 - E
14 34 - E
3 12 15 35 ND*

L' Only bulls that were positive, at least once, for M. bovis on TTA samples are included in this table.

2 DO = day of the first BRD treatment. During BRD outbreaks, TTA were performed every three days on each non-previously

treated bull housed in the pen until the end of the BRD outbreak.
¥ In three pens, a second BRD outbreak was observed more than 10 days after the first one.

*No M. bovis isolate was recovered from TTA sample.

% ND = not determined. M. bovis isolates not cultivable after storage and, thus, not analyzed by PFGE.
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A single PFGE main type (i.e. clone) was recovered during five of the six BRD
outbreaks where, at least, two bulls were positive for M. bovis (Table 2). During the
remaining BRD outbreak, two different PFGE main types (C and B) were recovered from
three positive bulls (pen n°3). However, this BRD outbreak was followed by a second BRD
outbreak 10 days later during which only one of the two PFGE main types previously isolated
(B) was recovered from five newly-infected bulls. At the bull level, the same PFGE main type
was recovered from repeated TTA samples in eight of the 10 bulls positive for M. bovis more
than once during the study period (Table 2). Indeed, two bulls (n°5 and n°7) had a PFGE main
type (A) that differed from the “dominant” one (D) at the beginning of the BRD outbreak but
then harbored this “dominant” main type few days later during the outbreak.

Identical PFGE main types were shared only between groups of bulls that arrived at the
same date in the fattening operations (i.e. same truckload). Indeed, no PFGE main type was
shared between groups that arrived at different dates at the same fattening operation or
between groups fattened in different operations (Table 2).

6. Discussion

This study provides new insights on the transmission dynamics of M. bovis in bulls
newly-received at a fattening operation. To our knowledge, this is the first time that the
genetic diversity of M. bovis isolates recovered from the lower respiratory tract of bulls at
fattening operations during early occurring-BRD outbreaks is reported. In this study, the
PFGE analysis revealed that, even if bulls came from multiple origins, a single clone of M.
bovis was present within a pen during BRD outbreaks with high prevalence of M. bovis
infection. This finding is in agreement with a previous study conducted by Arcangioli et al.
(2012) that also described the clonal spread of only one “epidemic” clone of M. bovis per
BRD outbreak in veal calves. This indicates that, even if M. bovis can recrudesce from
carriers after stressful events such as transportation, commingling, etc. (Caswell et al., 2007),
the increased prevalence of M. bovis pulmonary infection observed during BRD outbreaks
that are early-occurring in the feeding period seems primarily due to the horizontal

transmission of only one clone among cattle.

It is interesting to note that, in the present study, some M. bovis clones seemed more
contagious than others. Indeed, in pen n°3, two different clones were present in the lower
respiratory tract of bulls during the first days after entrance and only one of these clones
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spread few days later to all negative in-contact bulls housed in the pen. Similarly, in pen n°1,
two clones were present at the beginning of the BRD outbreak and only one clone infected all
the bulls at the end of the outbreak. This apparent difference of contagiousness between M.
bovis clones may explain that only one clone per pen was recovered during the M. bovis-
associated BRD outbreaks. Further research is now needed to investigate the factors that
could explain this apparent difference of contagiousness between M. bovis clones observed in
the present study.

The source of the M. bovis clones that spread among penmates seems to be the newly-
acquired bulls (i.e. presence of M. bovis-infected bulls at entrance). Indeed, M. bovis isolates
recovered from groups of bulls that arrived at different dates at the same fattening operation
had PFGE patterns that differed by more than four bands indicating two unrelated isolates as
suggested by van Belkum et al. (2007). This finding is in agreement with the results of Butler
et al. (2001) highlighting that frequent additions of new cattle to a herd increased the

likelihood of identification of different strains of M. bovis in the population.

The presence of older bulls housed in neighboring pens at the fattening operations
seems also to have provided a source of infection for the newly-acquired cattle in the present
study. Indeed, once established, infection of the respiratory tract by M. bovis is often
persistent (Allen et al., 1992; Arcangioli et al., 2011) and chronically infected cattle can be a
source of infection for in-contact susceptible animals (Caswell et al., 2007). M. bovis-
chronically infected cattle in neighboring pens were probably the source of the clone of M.
bovis that spread in the pens n° 1 and n° 2. Indeed, in these two pens, no M. bovis was
recovered from the lower respiratory tract of bulls during the first BRD outbreaks that
occurred few days after entrance, but this bacterium was recovered from 78 and 100% of bulls
during the second BRD outbreaks that occurred later during the fattening period. Therefore, it
seems that M. bovis can be transmitted either to susceptible cattle by newly-acquired cattle or

older cattle housed in neighboring pens.

In conclusion, this study shows that a clonal transmission of M. bovis within pens of
cattle could occur early during the fattening period: the source of the M. bovis strain spreading
among cattle being either the newly-acquired cattle or the older cattle housed in neighboring

pens.
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Discussion génerale et conclusion

L’objectif général de nos recherches était de produire des connaissances utiles pour
rationaliser le choix de la stratégie de traitement antibiotique a mettre en place lors d’un
épisode de BPI survenant dans un lot de bovins a 1’engrais. Les stratégies de traitement
antibiotique envisageables (traitement curatif individuel ou metaphylaxie) ont des avantages
et des inconvénients potentiels. La métaphylaxie, si elle permet de traiter des animaux atteints
de BPI non-détectés par examen visuel entraine potentiellement une surconsommation
d’antibiotique et un surcodt liés au traitement collectif. En effet, certains bovins sains
n’auraient possiblement pas neccessité de traitement. C’est par exemple le cas des éventuels
bovins sains non-réceptifs aux bactéries pathogénes impliquées ou encore des situations
d’absence de transmission horizontale de ces bactéries. Or, a I’heure actuelle, les
connaissances sur les BPI des bovins a I’engrais sont insuffisantes pour justifier le choix, face
a une situation épidémiologique donnée, de la stratégie de traitement antibiotique la plus
adaptee. C'est-a-dire celle qui, tout en évitant les morts, les nouveaux malades, et en réduisant
I’impact de la maladie sur les performances de croissance limite la consommation

d’antibiotique et les codts liés aux traitements.

Parmi les besoins de connaissances nécessaires pour effectuer plus rationnellement le
choix d’une stratégie, notre travail s’est concentré sur deux points qui nous sont apparus
prioritaires : (i) I’évaluation de la sous-détection (i.e. & la fois le retard a la détection et la non-
détection) par examen visuel des bovins atteints de BPI et I’estimation de I’impact de cette
sous-détection sur les performances de croissance des bovins, et (ii) I’étude de la transmission
horizontale de Mannheimia haemolytica et de Mycoplasma bovis au sein de lots lors
d’épisodes de BPI. Afin d’investiguer la sous-détection par examen visuel, nous avons aussi,
dans un premier temps, évalué un systéme d’alerte qui pourrait permettre une détection
performante (i.e. sensible) des bovins atteints de BPI basé sur le suivi en continu de

I’évolution de la température corporelle : le thermobolus intraruminal.
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Cette discussion générale vient en complément des discussions des différentes parties
du manuscrit et présente, pour les principaux résultats issus de nos travaux, leurs forces et

leurs limites, leurs implications et les perspectives de recherches nouvelles dérivées.

1. Résultats principaux : forces et limites

Nous avons évalué I’importance de la sous-détection (i.e. a la fois le retard a la
détection et la non-détection) des bovins atteints de BPI lorsqu’ils sont détectés uniquement
par examen visuel. Pour cela nous avons utilisé un systéme d’alerte, sensible, basé sur le suivi
en continu de I’évolution de la température corporelle : le thermobolus. Dans une premiére
étude de terrain conduite sur 25 bovins a ’engrais (étude n°1 ; chapitre 1), nous avons montré
que, d’une part, I’hyperthermie survenait trés précocement par rapport au moment ou les
signes cliniques étaient détectés par examen visuel (i.e. retard a la détection), et que, d’autre
part, certaines phases d’hyperthermies détectées par le systéme d’alerte n’étaient pas suivies
de signes cliniques détectés par examen visuel (i.e. non-détection). Cette sous-détection des
bovins atteints de BPI par le seul examen visuel a ensuite été confirmée sur un plus grand
nombre de bovins a I’engrais (n=112) dans une deuxi¢me étude (¢tude de terrain n°2 ;
chapitre 2) dans laquelle (i) les bovins ont été détectés atteints de BPI par examen visuel et
ont recu un traitement, en moyenne, 50 heures apres le début de I’hyperthermie, ce délai
pouvant atteindre 7 jours et (ii) 111 des 112 bovins a I’engrais avaient eu des hyperthermies
non-associées a des signes cliniques détectés par examen visuel durant les premiéres semaines
apres la mise en lot. Ces phases d’hyperthermies non-associées a des signes cliniques étaient
dans 75% des cas de courte durée (moins de 47 heures) mais ont, pour certaines, cependant

duré jusqu’a 11 jours.

Certaines phases d’hyperthermies non-associées a des signes cliniques détectés par
examen visuel dans notre deuxiéme étude (étude n°2 ; chapitre 3) auraient pu étre causées par
d’autres événements hyperthermisants tels que des réactions agonistiques des bovins qui sont
frégquentes dans les 2 premiéres semaines qui suivent la mise en lot (Mounier et al., 2005), ou
encore la présence d’autres maladies infectieuses (infection virale par le BVDV, abcés
interne, etc.). En effet, I’hyperthermie est un signe clinique non spécifique (McMillan, 1985).
De plus, dans cette deuxieme étude, 1’analyse des données issues des thermobolus n’a été
réalisée que rétrospectivement a la fin de la période de suivi des bovins. Il n’a alors pas été

possible de « remonter le temps » pour confirmer ou infirmer la presence de BPI lors des
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survenues de phases d’hyperthermies non-détectées par examen visuel. Cependant, dans le
cas particulier des bovins a 1’engrais, les phases d’hyperthermies qui surviennent dans les
semaines post-mise en lot sont quasi-exclusivement dues a des BPI d’ou leur appellation en
anglais « shipping fever» (Jensen et al., 1979, Radostits et al., 2007, Smith, 1998). Nous
considérons donc au final que, parce que nous avons travaillé dans le cadre particulier des
bovins a I’engrais post-mise en lot pour lesquels les BPI sont I’affection hyperthermisante
largement majoritaire, une grande partie des phases d’hyperthermies non-associées a des
signes cliniques détectés par examen visuel était liée a des BPI non-détectées par examen

visuel dans notre étude.

Parce que nous avons évalué, dans notre étude, la sous-détection des bovins a I’engrais
atteints de BPI par examen visuel dans seulement 3 ateliers d’engraissement des Pays de la
Loire (France) nous n’affirmons pas que cette sous-détection soit de regle pour tous les
ateliers de bovins a I’engrais. La sensibilité de détection des bovins atteints de BPI est
d’ailleurs probablement tres variable d’un atelier d’engraissement a un autre (sensibilité de
détection différente en fonction de I’expérience des personnes en charge de la surveillance des
animaux, taille des lots, etc. (Duff et al., 2007)) voire, d’un lot de bovins a un autre (agents
pathogenes impliqués, aptitude variable des bovins a masquer les signes cliniques de maladie
(Weary et al., 2009), etc.). De plus, 1a encore parce que I’étude n’a été réalisée que dans 3
ateliers, nous n’avons pas d’estimation des proportions des cas de BPI détectés versus non-
détectés chez les bovins a 1’engrais. Il est néanmoins probable que la sous-détection rapportée
dans nos travaux soit, de par la nature méme du suivi que nous avons mis en place, plutdt une
sous-estimation de la sous-détection que I’on pourrait rencontrer dans une partie des autres
ateliers de bovins a I’engrais. En effet, les animaux inclus dans notre étude ont subi, en plus
de I’examen visuel quotidien des éleveurs, un examen clinique complet par un vétérinaire et
ce, tous les 3 jours lors d’épisode de BPI survenant dans un lot. Cette intervention d’un
vétérinaire a probablement diminué fortement le nombre final de phases d’hyperthermies que
nous avons classées comme non-associées a des BPI et a diminué le délai entre le début de
I’hyperthermie et le moment ou les premiers signes cliniques étaient détectés. En effet, la
sensibilité de détection des animaux malades par examen visuel par les éleveurs est moins
bonne que celle basée sur I’examen clinique des animaux (Cf. Annexe 2). Ainsi, la détection
des BPI dans notre étude doit donc étre considérée comme plus performante que ce qui peut

étre attendu du seul examen visuel.
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Nous avons quantifi¢ I’impact d’un traitement retardé ou absent sur les performances de
croissance des bovins. L’utilisation de modeles mixtes linéaires généraliseés a montré, qu’entre
I’introduction (JO) et 40 jours post-introduction (J40), (i) chaque jour d’hyperthermie non-
associee a des signes cliniques de BPI detectés par examen visuel était significativement
associé a une réduction de 33 g du gain moyen quotidien (GMQ) précoce calculé sur cette
méme période (J0-J40), c'est-a-dire une diminution de 1,3 kg de poids vif & J40 par jour
d’hyperthermie, et que (ii) chaque jour d’hyperthermie associée a des signes cliniques de BPI
détectées était significativement associé a une réduction de 61 g du GMQ précoce, c'est-a-dire
une diminution de 2,4 kg de poids vif a J40 par jour d’hyperthermie. Pour la quantification de
ces effets, I’utilisation de modéles mixtes linéaires généralisés nous a permis d’ajuster (i) la
relation entre le GMQ et les durées des hyperthermies sur d’autres facteurs ayant aussi un
impact sur le GMQ tels que la race des bovins et (ii) de tenir compte de la dépendance des

bovins aux lots et aux exploitations.

Le fait que les phases d’hyperthermies non-associées a des signes cliniques de BPI
détectés par examen visuel soient, en moyenne, liées a une réduction de GMQ est un élément
en faveur de I’intérét de la détection et du traitement de ces BPI non-détectées. En effet, la
réduction moyenne du GMQ précoce associée a la somme de ces phases d’hyperthermies
détectées uniquement a 1’aide des thermobolus entre JO et J40 (5,6 jours d’hyperthermie en
moyenne x -33 g/j de GMQ = -183 g de GMQ) est du méme ordre de grandeur que la
réduction du GMQ précoce associée a une occurrence de BPI détectée ayant nécessité un
traitement dans notre étude (-139 g/j ; Cf. Chapitre 2) ou dans d’autres études : -120 g/j entre
JO et J56 (Cole et al., 1979), -140 g/j entre JO et J28 (Bateman et al., 1990) et 216 g/j entre JO
et J35 (Thompson et al., 2006). Cependant, I’effet estimé de ces phases d’hyperthermies sur le
GMQ est un effet moyen calculé sur I’ensemble des hyperthermies détectées uniquement a
’aide de thermobolus entre JO et J40. Or, il est probable qu’en fonction de leurs intensités ou
des agents pathogénes impliqués, ces phases d’hyperthermies n’aient pas eu toutes le méme
effet sur les performances de croissance. On ne peut donc pas déterminer, a partir de nos
résultats, quelles phases d’hyperthermies non-associées a des signes cliniques de BPI détectés

par examen visuel seraient ou non a traiter, mais uniquement proposer un constat moyen.

Le typage moléculaire des isolats de M. haemolytica et de M. bovis cultivés a partir de
prélevements effectués dans les voies respiratoires basses des bovins lors d’épisodes de BPI

nous a permis de formuler des hypothéses de transmission horizontale intra-lot de ces
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bactéries. Le typage par électrophorése sur champs pulsés (pulsed-field gel electrophoresis ou
PFGE) des isolats de M. haemolytica a montré que, dans 10 des 14 épisodes de BPI ou M.
haemolytica était impliquée, de 2 a 4 clones bactériens différents étaient présents dans les lots
ce qui suggéere une faible fréquence de transmission horizontale de cette bactérie avant ou
pendant I’épisode de BPI. Néanmoins, dans les 4 épisodes de BPI restants, seul 1 clone de M.
haemolytica était impliqué et ce, méme si les bovins provenaient d’exploitations d’origine
différente, suggérant a I’inverse la transmission horizontale d’un seul clone bactérien au sein
du lot de bovin avant ou pendant I’épisode de BPI. Sur la base de nos résultats, il semble donc
que les isolats de M. haemolytica retrouvés au niveau du poumon lors d’épisodes de BPI
puissent résulter (i) d’une émergence individuelle intra-hote de clones de M. haemolytica qui,
a la faveur de conditions favorables permises par des infections virales et/ou des états de
stress, ont rompu 1’équilibre avec 1’hdte pour coloniser le poumon et entrainer la maladie
(NB : des virus ont été fréquemment isolés lors d’épisodes de BPI (Cf. chapitre 2)) mais aussi
(i) d’une transmission horizontale entre bovins du méme lot d’un seul clone de M.
haemolytica. Cependant, notre étude n’ayant été réalisée que dans 12 lots de bovins a
I’engrais, il n’a pas été possible de déterminer entre ces 2 voies quelle est la principale source
d’acquisition, par les bovins, des clones de M. haemolytica retrouvés dans les poumons lors
d’épisodes de BPI. De plus, notre objectif était de décrire la diversité génétique afin d’émettre
des hypothéses de transmission et non de la démontrer sensu-stricto. Enfin, nous n’avons pas
étudié les facteurs pouvant expliquer la transmission observée tels que les facteurs de
virulence favorisant la colonisation des poumons des bovins ou encore la présence de facteurs
liés a I’hote favorisant sa réceptivité a M. haemolytica. Nous avons tout de méme dosé, a la
mise en lot, les anticorps anti-leucotoxine de M. haemolytica. Cependant, aucun lien (i) entre
la concentration en anticorps anti-leucotoxine de M. haemolytica a la mise en lot et
I’isolement subséquente de M. haemolytica ou (ii) entre le nombre de bovins séropositifs a la
mise en lot et la transmission horizontale d’un clone de M. haemolytica n’a été mis en

évidence (résultats non rapportés dans le manuscrit).

Le typage par PFGE des isolats de M. bovis a montré que, dans la plupart des épisodes
ou M. bovis eétait impliqué (5 épisodes sur les 6 ou plus de 2 bovins étaient positifs pour M.
bovis), seul un clone de M. bovis était présent, et cela méme si les animaux provenaient de
multiples exploitations d’origine. Ce résultat suggére qu’un seul clone s’est transmis
horizontalement par épisode de BPI ou M. bovis était impliqué. Cette observation est en

accord avec I’étude d’Arcangioli et al. (2011) qui, eux aussi, ont montré, chez des veaux de
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boucherie, la présence d’un seul clone dit épidémique de M. bovis lors d’un épisode de BPI.
L’augmentation de la prévalence des bovins infectés par M. bovis lors d’un épisode de BPI
résulte donc, d’aprés nos résultats, majoritairement d’une transmission horizontale d’un seul
clone et moins fréquemment d’émergences individuelles intra-h6tes de souches de M. bovis
présentes au niveau du nasopharynx des bovins. Notre étude ayant été conduite dans des lots
de petite taille, nous ne pouvons néanmoins pas exclure que plusieurs clones de M. bovis
puissent étre impliqués dans des épisodes de BPI survenant dans des lots de plus grand taille

contenant des animaux originaires d’un plus grand nombre d’exploitation.

Il n’a pas été possible de déterminer, dans notre étude, la source des clones de M. bovis
retrouvés lors des épisodes de BPI. En effet, ces clones pouvaient provenir soit des bovins des
lots au-contact (i.e. présence de bovins infectés chroniques dans 1’atelier d’engraissement
(Arcangioli et al., 2011)), soit des bovins nouvellement introduits dans [P’atelier
d’engraissement (i.e. bovins infectés par M. bovis a I’introduction). Or, pour des raisons de
couts, de faisabilité et d’acceptation des éleveurs, nous n’avons pas prélevé (i) les bovins des
lots au-contact et (ii) les bovins suivis dans 1’étude lors de leurs mises en lot pour rechercher
M. bovis. Néanmoins, deux clones différents ont été retrouvés dans 2 lots de bovins introduits
a des dates différentes dans un méme atelier d’engraissement ce qui suggére a priori
I’introduction d’un nouveau clone par les bovins achetés. Ce résultat est en accord avec
I’étude de Butler et al. (2001) qui ont, eux aussi, retrouve des clones différents de M. bovis
lors d’épisodes de BPI successifs survenant dans une exploitation de genisses laitiéres ayant
des rentrées séquentielles d’animaux. Cette introduction d’un clone de M. bovis qui peut
ensuite se transmettre horizontalement indique un intérét potentiel, en 1’absence de mesures
vaccinales disponibles, a (i) I’application d’une quarantaine pour les animaux nouvellement
introduits et au (ii) dépistage a I’introduction des animaux infectés par M. bovis afin de les
isoler voire de leur administrer un traitement antibiotique pour prévenir I’infection des bovins

sains et réceptifs au-contact.

Dans le cadre de nos travaux, nous nous sommes intéresses a la transmission de M.
haemolytica et M. bovis et non a la « transmission » de la maladie. Or, la transmission de ces
bactéries, méme si elles sont pathogénes, n’est pas toujours synonyme de « transmission » de
la maladie. En effet, Briggs et al. (1998) ont montré qu’une souche de M. haemolytica
sérotype Al (sérotype considéré comme pathogene) pouvait étre transmise de nez-a-nez entre

bovins a I’engrais en I’absence d’infection clinique detectée. De plus, nous avons montré que
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M. haemolytica (Chapitre 3) et M. bovis (Chapitre 4) pouvaient étre retrouvées dans les voies
respiratoires basses de bovins cliniquement sains. Il faudrait donc compléter nos travaux sur
la transmission de M. haemolytica et M. bovis par I’¢tude des facteurs expliquant la maladie
(facteurs de virulence, autres agents pathogénes associées, sensibilité des bovins, etc.) pour
pouvoir mieux comprendre la « transmission » de la maladie dans 1’optique de rationaliser le

choix de la stratégie de traitement antibiotique.

2. Implications

D’aprés nos résultats, le traitement antibiotique des seuls animaux détectés par examen
visuel comme pouvant bénéficier d’un traitement est une stratégie de traitement insuffisante
pour assurer les meilleures performances de croissance et le bien-étre des bovins a 1’échelle
du lot, tout au moins dans certaines situations épidémiologiques. En effet, nous avons vu que
I’examen visuel ne permettait pas de détecter I’ensemble des bovins atteints de BPI et que
cette non-détection se traduisait par des répercussions négatives moyennes non négligeables
sur les performances de croissance et potentiellement sur le bien-étre des bovins (i.e. absence
de maladie). De plus, nous avons vu que 1’examen visuel ne permettait pas de détecter
précocement les bovins atteints de BPI et donc, n’autorisait pas la mise en place d’une
thérapie antibiotique précoce dans 1’évolution du processus infectieux. Or, plus le traitement
antibiotique est mis en place précocement, plus la taille de I’inoculum bactérien a traiter au
site de I’infection (i.e. le poumon) est petite. Cet inoculum de petite taille a alors moins de
chances de contenir un mutant résistant avant la mise en place du traitement (car le nombre de
réplications bactériennes nécessaires pour obtenir un inoculum de petite taille est souvent
inférieur & la fréquence d’apparition de mutations) et cet inoculum de petite taille nécessite
une dose d’antibiotique moindre pour étre totalement éradiqué (Ferran et al., 2009, Kesteman
et al., 2009). Des travaux récents ont d’ailleurs montré que le traitement précoce (10 h versus
32 h post-infection) de pneumonies expérimentales a Pasteurella multocida chez la souris
(Ferran et al., 2010) permettait, d’une part, de réduire significativement la probabilité
d’émergence de résistances bactériennes au niveau du site d’infection (i.e. le poumon) et,
d’autre part, de diminuer jusqu’a 40 fois la dose d’antibiotique nécessaire pour obtenir une
guérison clinique et bactériologique. Ces résultats prometteurs constituent une preuve de
concept. Et, méme s’il est indispensable que cette preuve soit administrée chez le bovin, elle
encourage fortement a ce que les bovins atteints de BPI soient détectés et traités le plus

précocement possible. Néanmoins, de nombreux travaux de recherche sont encore nécessaires
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afin de confirmer I’intérét médical et/ou économique (i) d’un traitement antibiotique précoce
avant ’apparition de signes cliniques de BPI détectables par examen visuel et (ii) d’un
traitement antibiotique des animaux atteints de BPI non-détectés par examen visuel. En effet,
certaines phases précoces de BPI ou certaines BPI non-détectées par examen visuel peuvent
étre exclusivement dues a des infections virales ce qui supprime I’intérét d’un traitement
antibiotique. Il semble donc nécessaire d’aller confirmer I’implication de bactéries dans le
processus infectieux de ces animaux atteints de BPI sous-détectés par examen visuel avant
tout traitement antibiotique. De plus, certaines BPI non-détectées par examen visuel peuvent
n’étre que transitoires. En effet, nous avons aussi vu qu’une majeure partic des phases
hyperthermies non-associées a des signes cliniques de BPI détectés duraient moins de 47
heures. La mise en place d’un traitement antibiotique trés précoce entrainerait donc le
traitement de bovins dont le systéme immunitaire seul pourrait limiter 1’infection tout en

instaurant une immunité spécifique contre I’agent pathogéne rencontré (Frank et al., 2002).

L’utilisation de systémes d’alerte basés sur le suivi régulier (ou en continu) de
I’évolution de la température corporelle pourrait a 1’avenir étre une alternative a la
métaphylaxie. La métaphylaxie permet de lutter contre les conséquences de (i) I’absence de
traitement des bovins atteints de BPI non-détectés par examen visuel et (ii) du retard aux
traitements des bovins atteints de BPI détectés tardivement dans 1’évolution du processus
infectieux. Elle est mise en place aprés la détection par examen visuel des premiers bovins
atteints de BPI dans un lot. Elle consiste a administrer des traitements antibiotiques aux
bovins au contact des animaux détectés. lls sont ainsi tous traités et ce précocement.
Cependant, en raison de la sous-détection des bovins atteints de BPI par examen visuel, sa
mise en place est probablement tardive par rapport aux processus infectieux au niveau du lot
c'est-a-dire aux éventuelles transmissions horizontales de bactéries pathogenes entre bovins
malades non-détectés et bovins sains au-contact. Arcangioli et al. (2008) ont d’ailleurs montré
chez des veaux non-sevrés que M. bovis pouvait étre transmis horizontalement avant la
détection par examen visuel des premiers malades. De plus, la métaphylaxie ne permet pas de
traiter ’ensemble des bovins atteints de BPI non-détectés par examen visuel qui pourraient
néanmoins bénéficier d’un traitement. En effet, nous avons vu que des cas de BPI non-
détectées pouvaient survenir plusieurs semaines apres la détection des premiers cas dans un
lot (Cf. Chapitre 2). Enfin, la métaphylaxie, par définition non-ciblée, entraine nécessairement
I’administration d’antibiotique a des bovins sains qui n’en auraient pas necessité (absence de

bactéries transmissibles dans le lot, non-réceptivité aux bactéries transmissibles, aptitude a
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surmonter rapidement I’infection). L’utilisation de systémes d’alerte basés sur le suivi en
continu de 1I’évolution de la température corporelle tel que le thermobolus permettrait la mise
en place de traitement précoce et ciblé des seuls bovins en hyperthermie. De plus, il
permettrait de sélectionner les bovins a traiter selon la durée et/ou D’intensité¢ de
I’hyperthermie. Cependant, le colit élevé des thermobolus (environ 60 € I'unité), leurs durées
de vie limitées et les difficultés liées a leurs récupérations a 1’abattoir limitent leurs
utilisations en pratique. Des systemes plus pratiques et moins chers que les thermobolus,
comme le Fevertag (Fevertags LLC, TX, USA) qui vient récemment d’étre mis sur le marché
aux Etats-Unis d’Amérique, devraient donc étre développés et/ou évalués pour rendre
possible le suivi en continu de 1’évolution de la température corporelle des bovins an ateliers

d’engraissement.

Le traitement métaphylactique de I’ensemble des bovins d’un lot dans la seule
indication de protéger les bovins sains et réceptifs présents au sein du lot ne devrait étre
décide et mis en place qu’aprés I’identification de bactéries pathogénes transmissibles dans le
lot. En effet, nous avons montré que M. haemolytica n’était pas toujours transmise
horizontalement entre bovins lors d’épisodes de BPI. La protection des bovins sains et
réceptifs présents dans le lot ne semblerait donc pas toujours indiquée lorsque M. haemolytica
est la seule bactérie impliquée. Cependant, dans certains épisodes de BPI, M. haemolytica
semble néanmoins se transmettre horizontalement. Il faudrait donc définir les facteurs
expliquant cette transmission (facteurs de virulence particuliers, réceptivité des bovins, etc.)
afin de la prédire précocement ce qui pourrait in fine justifier, dans certaines situations, la
mise en place d’un traitement antibiotique de I’ensemble du lot. A D’inverse de M.
haemolytica, nous avons vu que M. bovis se transmettait fréquemment entre bovins au-
contact. La protection des bovins sains et réceptifs présents dans le lot via la mise en place
d’une couverture antibiotique de longue durée présenterait donc un intérét (a condition
d’utiliser des antibiotiques actifs contre M. bovis). Nagatomo et al. (1996) ont, en effet,
montré que le traitement antibiotique avec de la leucomycine (macrolide) de 1’ensemble d’un
lot de veaux au contact de veaux infectés par M. bovis avant toute manifestation clinique de la
maladie retardait la seroconversion, évitait les morts et réduisait la morbidité par rapport a
d’autres lots ou seuls les veaux atteints de BPI détectés par examen visuel étaient traités.
Cependant, pour étre efficace, Nagatomo et al. (1996) suggerent que ce traitement doit étre
initié trés tot voire préventivement, ce que ne permet pas le recours a la métaphylaxie telle

qu’elle est pratiquée a I’heure actuelle. Ce constat renforce I’intérét des systémes d’alerte
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permettant une détection précoce des animaux infectés par des bactéries transmissibles telles
que M. bovis.

3. Perspectives

Les stratégies de traitements des BPI des bovins a 1’engrais devront étre développées
conjointement et adaptées aux sensibilités et précocités de détection des systemes d’alerte qui
sont de plus en plus proposés. L’évolution technologique permanente des outils de mesure de
I’état de santé et du comportement des bovins met a la disposition des chercheurs et des
professionnels des filieres d’engraissement des systeémes qui permettent de s’affranchir de
I’examen visuel permettant alors une détection précoce, sensible et objective des bovins a
examiner. Parmi les systemes disponibles dés aujourd’hui, nous avons vu que ceux bases sur
le suivi en continu de 1’évolution de la température corporelle tel que le thermobolus étaient
prometteurs. Cependant, d’autres outils de mesure en continu de 1’état de santé des bovins
existent et mériteraient d’étre investigués tels que les podomeétres ou les systémes de suivi en
continu du comportement alimentaire des bovins. Récemment, Hanzlicek et al. (2010) ont
montré, chez 14 veaux (poids vifs moyen = 199,2 kg) infectés expérimentalement par
inoculation intra-bronchique de M. haemolytica, que le comportement était rapidement
modifié post-infection. En effet, ils ont observé, a 1’aide de podomeétres, une diminution
significative du nombre de pas par jour post-infection (10 986 + 693 pré-infection versus
6 280 + 693 post-infection) et ce, dés le jour de I’infection. Leurs résultats indiquent donc que
I’utilisation de podométres permettrait une détection précoce des bovins a I’engrais atteints de
BPI. De plus, I’utilisation de podométres en paralléle avec un systéme de suivi en continu de
I’évolution de la température corporelle permettrait de différencier les phases d’hyperthermies
dues a une augmentation de ’activité des animaux (i.e. comportement agonistique) de celles
dues a une infection (i.e. fiévre). Le suivi du comportement alimentaire (temps passé a 1’auge
et nombre de buvée) semble aussi prometteur pour la détection des animaux atteints de BPI. Il
permettrait, en plus de la détection des troubles de santé associés a de la dysorexie, de
différencier lors de BPI (ou d’hyperthermie), une diminution du GMQ due a une diminution
de Dl’ingestion, d’une diminution du GMQ due une augmentation de catabolisme ou une
diminution de I’efficience alimentaire. Pour donner un exemple de la rapidité des évolutions
technologiques, le systeme Grow safe Beef commercialisé aux Etats-Unis permet, dés a
présent, de suivre en continu le nombre de buvées de chaque bovin a I’engrais et 1’évolution

journaliere de son poids vif (pesée systématique lors de chaque buvée). De plus, il marque
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automatiquement par de la peinture les animaux ayant une diminution de GMQ ou un profil

des buvées indiquant potentiellement une maladie.

Ces systémes d’alerte sont néanmoins tous non-spécifiques des BPI. 1l est donc
nécessaire d’associer aux alertes produites par ces systémes, d’une part, des techniques
permettant de confirmer la présence et la nature exacte de la maladie (examen clinique et/ou
examens complémentaires) et, d’autre part, des traitements associés a chaque détection (pas
de traitement, traitement avec des anti-inflammatoires seulement, traitements avec des
antibiotiques seulement et traitement avec des anti-inflammatoires et des antibiotiques). Parmi
les techniques permettant de confirmer la présence de BPI, on retrouve I’examen clinique des
bovins, en particulier, 1’auscultation pulmonaire qui autorise la détection de modifications de
bruits pulmonaires. L’auscultation pulmonaire nécessite néanmoins de I’expérience, ne
permet pas de différencier une BPI d’origine virale, d’une BPI d’origine bactérienne et peut,
dans certains cas, manquer de sensibilité (Radostits et al., 2007). Parmi les examens
complémentaires envisageables, le dosage de la concentration sérique (ou plasmatique) de
haptoglobine (proteine majeure de I’inflammation chez les bovins) a montré une bonne
aptitude a identifier précocement les animaux nécessitant un traitement anti-inflammatoire
(Humblet et al., 2004). Malheureusement, on ne dispose pas a ’heure actuelle de test rapide
permettant de doser I’haptoglobine « au chevet » du malade. On pourrait aussi imaginer des
tests rapides permettant de mettre en évidence la présence de bactéries pathogenes sur des
prélevements des voies respiratoires basses (aspiration transtrachéale [ATT] ou lavage
broncho-alvéolaire [LBA]). Néanmoins, d’apreés nos résultats (Cf. Chapitre 3) et ceux d’Allen
et al. (1991), il semblerait que le poumon des bovins a I’engrais, méme lorsque ces bovins
sont cliniquement sains, ne soient pas stériles durant les premieres semaines qui suivent la
mise en lot. La décision d’administrer un traitement antibiotique ne pourra donc pas étre
basée sur la seule présence de bactéries pathogenes mais aussi sur la quantité de bactéries
présentes. L’utilisation de cultures bactériennes quantitatives des échantillons prélevés au
niveau du poumon par ATT ou LBA permettrait de différencier une colonisation, d’une
infection bactérienne. Ces cultures sont d’ailleurs déja utilisée depuis plusieurs années en
médecine humaine lors de pneumonies associées a la ventilation assistée afin de décider de la
mise en place d’un traitement antibiotique (Rello et al., 2001). En effet, seules les pneumonies
ou la concentration bactérienne sur les liquides de LBA est >10* Unité formant Colonie par
millilitre sont traitées a 1’aide d’antibiotique (Rello et al., 2001) (NB : afin de prendre en

compte la dilution liée au prélevement, la concentration bactérienne du prélévement est
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interprétee en paralléle du ratio [urée] piasmatique / [Ur€€] preievement (ReNNard et al., 1986)).
Concernant les traitements antibiotiques des bovins malades, la quantité d’antibiotique
administrée pourrait étre réduite avec I’utilisation de systéme de détection précoce qui
permettrait la mise en place d’un traitement antibiotique au stade ou I’inoculum bactérien est
encore de petite taille (Ferran et al., 2010). De plus, avec ces systemes de détection précoce,
on pourrait imaginer des traitements alternatifs aux antibiotiques. Schaeffer et al. (2006) ont,
en effet, montré que 1I’oxyde nitrique par inhalation, dont les propriétés antimicrobiennes ont
été démontrées en médecine humaine (Miller et al., 2009), permettait de prévenir la survenue

de BPI s’il était mis en place précocement dans le processus infectieux.

Des travaux de recherche devraient étre menés pour développer des méthodes
permettant de prédire la probabilité de la transmission horizontale de bactéries pathogénes au
sein d’un lot de bovins a I’engrais. Le recours a un traitement antibiotique de 1’ensemble du
lot dans le seul objectif de protéger les bovins sains et réceptifs serait plus rationnel s’il n’était
réalisé qu’en cas de forte probabilité de transmission de bactéries pathogenes. Cette prédiction
devrait de plus étre précoce dans I’évolution du processus infectieux au niveau du lot. En
effet, plus cette prédiction est précoce et, potentiellement, plus le nombre de bovins sains et
réceptifs a protéger est important renforcant 1’intérét de la métaphylaxie. Les étapes de cette
prédiction dépendront de la transmissibilité supposée de la bactérie. Si la transmissibilité
semble varier entre souches d’une méme espéce bactérienne comme pour M. haemolytica,
dont la transmission ne semble pas étre systématique, il faudra, tout d’abord, (i) développer
des méthodes permettant de détecter précocement la présence de cette bactérie dans le lot
(écouvillonnage nasal [EN] a la mise en lot ?) puis, (ii) étudier sa « transmissibilité » c'est-a-
dire investiguer la présence, chez les isolats obtenus, de facteurs de virulence favorisant
I’attachement et la colonisation des voies respiratoires des bovins (adhésines, polysaccharides
de capsule, fimbriae, sialoglycoprotease, neuraminidases, etc.) et/ou la survie de la bactérie
dans les voies respiratoires basses (leucotoxine) (Rice et al., 2007) et, enfin, (iii) investiguer
les facteurs favorisant la réceptivité de 1’hote a la bactérie (immunité, présence de facteurs de
stress non-infectieux, co-infection virale). L’étude des facteurs de virulence pourrait, de plus,
permettre de prédire la maladie, c'est-a-dire discriminer les souches trés virulentes (avec, par
exemple, un grand nombre de promoteurs du gene de la leucotoxine) des souches moins
virulentes. Si la transmissibilité semble fréquente comme pour M. bovis, la prédiction de la
transmission pourrait reposer exclusivement sur la détection précoce chez au moins un bovin

du lot de cet agent pathogéne. Néanmoins, il est a noter qu’a 1’heure actuelle, la faisabilité sur
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le terrain de la prédiction de la transmission de bactéries pathogénes dans un lot de bovins est
faible. Un premier verrou consistera, par exemple, a détecter précocement la présence d’une
bactérie potentiellement transmissible dans le lot (par exemple, M. bovis) : quel préléevement
faudra-il réaliser (EN, LBA, ATT) et quand (mise en lot, 1* bovin en hyperthermie, etc) ?

Quels animaux faudra-il prélever (tout le lot, juste les animaux en hyperthermie, etc.) ? Etc.

L’efficacité des traitements antibiotiques pour protéger les animaux sains et receptifs
présents au sein d’un lot de bovins a I’engrais devrait étre évaluée en parallele des méthodes
permettant de prédire la probabilité de la transmission de bactéries pathogenes. En effet, si
I’efficacité des antibiotiques pour réduire la colonisation du nasopharynx et des poumons des
bovins par les Pasteurellaceae a été démontrée (Frank et al., 2000), I’efficacité d’un
traitement antibiotique pour protéger les bovins sains au contact de bovins infectés par M.

bovis reste a confirmer (Maunsell et al., 2011).

4. Conclusion

Deux domaines principaux de besoin de connaissances pour le choix rationnel d’une
stratégie de traitement antibiotique des BPI survenant dans des lots de bovins a I’engrais ont
fait 1’objet de travaux : (i) I’évaluation de la sous-détection (i.e. a la fois retard a la détection
et non-détection) par examen visuel des bovins atteints de BPI et I’estimation de I’impact de
cette sous-detection sur les performances de croissance des bovins, et (ii) I’étude de la
transmission horizontale de Mannheimia haemolytica et de Mycoplasma bovis au sein de lots

lors d’épisodes de BPIL.

Pour investiguer la sous-détection, nous avons dans un premier temps évalué un
systéme d’alerte basée sur le suivi en continu de 1’évolution de la température corporelle par
un thermobolus intraruminal. Via ce systéme de détection sensible, nous avons ensuite montré
la présence de nombreux retards et défauts de détection des bovins atteints de BPI par le seul
examen visuel. Ces retards et défauts de détection etaient associés a une diminution des
performances de croissance. Ces résultats indiquent que le traitement des seuls bovins
détectés malades par examen visuel ne suffit pas pour assurer les meilleures performances de

croissance et le bien-étre des bovins a 1’échelle du lot.

Le typage par électrophorese sur champs pulsés a montré une forte variabilité

génétique intra-lot des isolats de M. haemolytica, ce qui est en faveur d’une transmission
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horizontale peu fréquente de cette bactérie. A I’inverse, un seul clone de M. bovis était présent
par épisode de BPI, ce qui est en faveur d’une transmission horizontale fréquente. Ces
résultats indiquent que le traitement de 1’ensemble des bovins d’un lot dans le seul objectif de
protéger les animaux sains et réceptifs apparait justifié en cas d’implication de M. bovis et
plus discutable en cas d’implication exclusive de M. haemolytica. Néanmoins, le caractére

généralisable de ces conclusions est & confirmer, notamment pour M. haemolytica.

Au final, a I’avenir, des systémes d’alerte permettant une détection précoce et sensible
des bovins affectés devraient étre mis en ceuvre. De plus, des méthodes adaptées pour detecter
précocement la présence ou non de bactéries pathogenes transmissibles au sein de lots de
bovins a 1’engrais devraient aussi étre développées afin de décider rationnellement la mise en

place du traitement antibiotique de 1’ensemble du lot.
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Annexe 1

métaphylaxie
et antibioprévention
lors de maladies respiratoires
des jeunes bovins élevés
en lots

La métaphylaxie est un terme
compliqué car il recouvre

des définitions différentes selon
les pays, donc selon les publications.
Afin de comparer les résultats

des essais menés depuis 10 ans
sur celle-ci ou sur l'intérét de la
prévention systématique versus au
cas par cas,

un rappel précis des définitions
de la métaphylaxie

et de I'antibioprévention

ou de I'antibioprophylaxie

permet d'apprécier ces résultats

et leurs limites.

75 p. cent des troubles de santé des jeu-

nes bovins élevés en lots [3]. Les mesu-
res préventives sont trés développées mais
insuffisantes a elles seules pour maitriser ces
troubles.
o Elles sont alors associées a des mesures
curatives principalement fondées sur I'utili-
sation d'antibiotiques. Ces traitements anti-
biotiques sont principalement mis en ceuvre
au cas par cas, chez les seuls animaux détec-
tés malades.
Cependant, sous certaines conditions, ces
traitements concernent parfois |'ensemble
des jeunes bovins d'un lot, et correspondent
alors & des traitements métaphylactiques.
o L'objectif de cet article est de définir le
concept de métaphylaxie, de présenter les
objectifs poursuivis et sa mise en ceuvre lors
de maladies respiratoires des jeunes bovins
mais aussi de mettre |'accent sur les princi-
paux manques de connaissances scienti-
fiques concernant cette pratique.

LE CONCEPT DE METAPHYLAXIE
Définitions

| es troubles respiratoires représentent

o Une acception fréquente du terme méta-
phylaxie, retrouvée dans la plupart des
publications anglo-saxonnes, est une anti-
biothérapie systématique, a un moment
stratégique pour prévenir les symptomes
cliniques [23]. Ces antibiotiques peuvent
étre administrés avant ou aprés le transport

En France, la métaphylaxie correxpénd au traitement
d'un groupe d'animaux au sein duquel se développe
une maladie (photo S. Assi€).

et le rassemblement des animaux [12, 14],
de maniére indifférenciée [16] ou sélective-
ment, en fonction de la température rectale
de I'animal [26].

Trés souvent, les jeunes bovins a plus de
39,7°C de température rectale (parfois 40°C
dans certains feedlots) sont traités de manie-
re systématique [15].

o L'acception la plus largement admise en
France, et retenue dans certaines publica-
tions anglo-saxonnes, différe sensiblement.
- Le terme métaphylaxie désigne alors |'ad-
ministration d'antibiotiques a la totalité
d'un lot (malades, sains, en incubation) au-
dessus d'un certain seuil de morbidité [21].
- La métaphylaxie correspond alors au trai-
tement d'un groupe d‘animaux au sein
duquel se développe une maladie [13]
(photo 1).

o Ainsi, en France, on différencie la métaphy-
laxie de I'antibioprévention ou de I'antibio-
prophylaxie.

- L'antibioprophylaxie est un traitement
préventif, mis en place dés l'arrivée des
bovins dans |'élevage, avant toute expres-
sion clinique de la maladie.

- La métaphylaxie est un traitement préco-
ce associant le traitement des animaux déja
atteints, et la prévention chez ceux qui sont
exposés [28].

Sébastien Assié
Edouard Timsit
Nathalie Bareille
UMR Bioagression Epidémiologie
€l Analyse de Risques
ENVNHINRA

Atianpole-Chantrerie - BP 40706
44307 Nantes

Objectifs pédagogiques

Il Connaitre les définitions
de la métaphylaxie

et savoir comment

elle est mise en ceuvre.

Il Connaitre les essais terrain
publiés depuis 10 ans

et leurs résultats.

I savoir relativiser

ces résultats compte tenu
des limites et des essais.

Définitions

I Dans la plupart

des publications anglo-saxonnes,
la métaphylaxie est

une antibiothérapie systématique
& un moment stratégique pour
prévenir les symptomes cliniques.
B En France (et dans certaines
publications anglo-saxonnes|,

la métaphylaxie désigne
I'administration d'antibiotiques

a la totalité d'un lot (malades,
sains, en incubation) au-dessus
d'un certain seuil de morbidité.
I Lantibioprophylaxie

est un traitement préventif

mis en place dés l'arrivée

des bovins dans I'élevage

avant toute expression clinique
de la maladie.

I La métaphylaxie

est un traitement précoce
associant le traitement

des animaux déja atteints

et la prévention

chez ceux qui sont exposés.
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Essentiel

I Lobjectif opérationnel
de la métaphylaxie

est d'empécher I'apparition
de nouveaux malades
dans un lot.

I La rentabilité économique
parait a priori d'autant plus
probable que l'incidence
des troubles respiratoires
est élevée.

0 Deux paramétres sont pris
en compte sur le terrain

pour décider la mise en place
d'une métaphylaxie :

- le nombre d‘animaux
malades ;

- et le nombre de nouveaux
cas par jour.

RUMINANTS

LE NOUVEAU PRATICIEN VETERINAIRE
élevages et santé vol2/n°11
474 - DECEMBRE / FEVRIER 2009

La prévision de la rentabilité économique est difficile et trés variable selon Iescas,
elle semble d'autant plus probable que lincidence des troubles respiratoires est élevée [photo S. Assié).

métaphylaxie et antibioprévention lors de maladies respiratoires chez les jeunes bovins en lot

Objectifs théoriques de la métaphylaxie
Objectifs médicaux

o L'objectif opérationnel de la métaphylaxie
est d’empécher |'apparition de nouveaux
malades dans un lot [9, 8].

e La métaphylaxie permettrait cela en limi-
tant le développement de l'infection bacté-
rienne chez les animaux en incubation, et en
limitant la contamination bactérienne des
animaux encore sains.

o Les preuves scientifiques de ce mode d'ac-
tion sont encore a apporter.

Objectifs de maitrise

du temps de travail

o Sur le terrain, cependant, la mise en place
de la métaphylaxie ne suit pas forcément
une logique uniquement médicale.

o La métaphylaxie est souvent simplement
utilisée face a la difficulté qu'ont les éle-
veurs & détecter les animaux malades
(variabilité des tableaux cliniques, insuffisan-
ce des systémes de contention, technicité
des éleveurs, ...) et I'impossibilité qu'ils ont
parfois a traiter au cas par cas les animaux
malades, et a parvenir & éteindre une épi-
démie en cours. Dans les élevages ol la
main d'ceuvre disponible est faible, cela
peut devenir crucial.

Objectif économique

o Diminuer I'impact économique des trou-
bles respiratoires justifie principalement
I'utilisation d'un traitement métaphylac-
tique par rapport aux traitements indivi-
duels au cas par cas.

e La prévision de la rentabilité économique
est difficile et trés variable selon les cas, mais
parait a priori d'autant plus probable que
I'incidence des troubles respiratoires est

30

élevée [21] et que l'intervention des éleveurs
est tardive par rapport au début de la
maladie (photo 2).

LA MISE EN (EUVRE SUR LE TERRAIN
Prise de décision

o Deux paramétres sont pris en compte sur
le terrain pour décider la mise en place
d'une métaphylaxie :

- le nombre d’animaux malades ;

- et le nombre de nouveaux cas par jour.
Les seuils proposés en Amérique du Nord
sont de 10 p. cent d'animaux malades et de
5 p. cent de nouveaux cas par jour [16].

Ces pourcentages sont modifiés en fonction
de I'historique de I'élevage.

Les antécédents d'affections respiratoires
collectives dans I'élevage considéré incitent
a un recours rapide a la métaphylaxie.

e S'ils peuvent avoir du sens dans des feed-
lots & grands effectifs, ces seuils de morbidi-
té perdent de leur valeur lorsqu'ils sont
appliqués a des petits lots (10 p. cent : un
jeune bovin malade dans un lot de 10 ).

o La prise de décision est modulée intuitive-
ment, au cas par cas, a partir de paramétres
zootechniques [7]. Méme si les seuils de
morbidité précédemment définis ne sont
pas atteints, la métaphylaxie peut étre mise
en ceuvre si certains parametres laissent sup-
poser une extension importante des phéno-
ménes morbides au sein du lot :

- caractéristique et origine des animaux ;

- mauvaise ambiance du batiment ;

- facteurs climatiques défavorables ;

- facteurs humains (anxiété, surcharge de
travail, ...).

o Plus |'expérience du vétérinaire est grande,
mieux il intégre ces facteurs pour infléchir sa
prise de décision [13].

Molécules utilisées

o La priorité est donnée a I'utilisation d'un
antibiotique efficace contre les pasteurelles
[10, 2]. Selon le contexte de I'élevage, il peut
étre nécessaire d'utiliser un antibiotique
ayant une activité contre Mycoplasma bovis
fréquemment impliqué dans les troubles
respiratoires des jeunes bovins.

o La couverture antibiotique mise en place
doit étre suffisamment longue, plusieurs
jours, pour permettre de limiter le dévelop-
pement de 'infection bactérienne chez les
animaux en incubation et la contamination
des animaux sains, et ainsi, d'enrayer une
épidémie. De plus, il est primordial que les
antibiotiques soient toujours utilisés a dose
thérapeutique [1].
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meétaphylaxie et

antibioprévention lors de maladies respiratoires chez les jeunes bovins en lot

Tableau 1 - Etudes comparant des traitements métaphylactiques pour les maladies respiratoires des veaux
et des jeunes bovins : types d elevage caracteristiques des animaux, définitions utilisées

liéférence

Pays Caractéristiques | Durée ' Définiuon dur:’g ;i:i:.gﬁ/ Dcecionet Définition
Type délevage des animaux du suivi ‘ d'un cas de maladie respiratoire :de la métaphylaxie
‘ ‘ 1. Traitement
[ S [ systématique
o Duff et coll. 2000 ‘ Races a viande ' Non précisé : | - Détection des cas : Examen quotidien 3 Farrivéa
Nouveau~Mexlque [ ou races croisées | jusqu'a - Définition d'un cas : Température 2 39,7°C &l
s = . Iabattage : i : R 2. Traitement
xpérimental Males castrés a e} + signes cliniques de maladie respiratoire g
£ systématique
ou non castrés
: avant le transport
o Franck et coll. 2002 [ Veaux sevrés ‘ - Détection des cas : Examen quotidien - Traitement
Nouveau-Mexlque - Races 2 viandes 25 jours - Définition d'un cas : T° > 39,7°C systématique
feedlot Males castrés et signes cliniques de maladies respiratoires al'arrivée
3 Schumcht et coll. 2002 Veaux récemment sevrés - Détection des cas : Observation 1 a 2 fois Tra
.o P : A A - Traitement
Albena - Races croisées Jusqu'a / jour par personnel expérimenté vt
ou le 24000 |- Males castrés ou non castrés | |‘abattage | - Définition d'un cas : T° > 40,3°C et absence el
S 5 Rt TS a l'arrivée
228 3 338 kg de signes cliniques autres que respiratoires
i ~ - Détection des cas :7Non précisée
: AR 5
o Cusack et coll. 2004 Jeunef b?vms \ i Def.mltlon d'un cas : i Trattoment
Races a viande . - Pas d'affection autre que respiratoire e
Austrahe S 75 jours 2 5 A 3 systématique
000 alEeas Sexe non précisé ‘ - Au moins deux signes cliniques parmi : 3 Farivia
L Environ 300 kg ‘ dyspnée/jetage nasal ou buccal, abattement,
‘ baisse d'appétit
« Godinho et coll. 2005 ' = i - Episode : 10 3 15% d'animaux atteints sur 72 h Traitement
Pe < Al - Animaux agés Détastond 4 oo dani .
rance, Allemagne, ¢ 3 [ : étection des cas : Non précisée animaux sains
de 3 semaines 3 12mois | 60 jours Ay 4 8 o
l Italle Espagne $ - Définition d'un cas : Température 2 40°C au contact
. 60 a 460 kg [ 3 KR ¥ KT essts
I > exploitations + signes cliniques de maladie respiratoire d'animaux malades
o Booker et coll. 2006 Veaux‘ sevrés N - Détection des cas : Persom:\el expérimenté Tra‘ltem‘ent
Nebraska Races a viande Jusqu'a Observation 1 a 2 fois / jour systématique
E # i Males castrés et entiers I'abattage - Définition d'un cas : T° > 40°C et absence 8310 jours
IR | 248 3 261 kg de signes cliniques autres que respiratoires apres |'arrivée
G »Vaaux sevrés 3 = 5 . |
» Booker et coll. 2007 [ Races “exotiques 0 =i fhcrice) cax cas Person?el (.expénmenté - Traitement ‘
Alberta | del'ouest du canada” o Drsngetion 1 € o foi o systématique i
3 I'abattage | - Définition d'un cas : T° > 40°C et absence Vet \
i Femelles | de signes cliniques autres que respiratoires & Fage
245 - 300 kg 1 9 e b
e Step et coll. 2007 . : Vga;;x n iy B Détection des cas : Observation au moins 1 fois / j Traitement 5
Mississipi et Oklahoma acelswgl\ensaza;rcér;)lses ‘ I‘aba?ta ge |’ Définition d'un cas : Définition de 4 scores dliniques, systématique
Deux "stocker units"** 143 3 338 kg | traitement si T° > 40°C ou si score clinique > 2 a l'arrivée
« Catry et coll. 2008 Veaux Prim’Holstein males | Eplsode Plus de 10% dfanimau atteints sur 72h | K - Traitement
€ : - Détection des cas : Examen quotidien | ELk 2
Pays Bas [ -9 a 11 semaines - | d'animaux sains
R 20 jours par un vétérinaire
) lors de |'épisode . 5 au contact
veaux de boucherie | de maladies respiratoires | Difmtion d dn cae . T 344 £ - snatisiant d‘animaux malades
i Zoihs J e P ? FR > 60 batt/min ; dyspnée ; toux ou jetage nasal
Nickell et coll. 2008 - Veaux justes sevrés - Détection des cas : Observation 2 fois / jour - Traitement
ﬂ Kansas Races a viande 43 jours par personnel systématique
Un “stocker unit"** Males castrés et non castrés - Définition d'un cas : T° > 40 a l'arrivée
o Van Donkersgoed Veaux sevrés sere | - Détection des cas : Examen quotidien ;
" Non précisé : | o < - Traitement
et coll. 2008 Croisés sl par personnel expérimenté (a cheval ) st
Alberta i - Femelles I'ejaba(:tage i Définition d'un cas : T° > 40°C et absence yé I’arrivge
Un fee de 25 000 places ‘ - 259 3290 kg | de signes cliniques autres que respiratoires
NOTES

* Articles relatifs & la métaphylaxie (dans son
acception la plus large) publiés dans des revues
internationales & comité de lecture entre 1998
et 2009 avec une partie matériels et méthodes
suffisamment décrite, une randomisation des
traitements et une étude menée a |'aveugle.
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** Les “stocker calves” sont des veaux légers,
juste sevrés, élevés en lots,

nourris avec une ration a base de fourrage

et de concentrés

avant leur entrée dans les ateliers d'engraissement
ou "feedlots”.
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métaphylaxie et antibioprévention lors de maladies respiratoires chez les jeunes bovins en lot

Tableau 2 - Traitements métaphylactiques testés et principaux résultats

dans des études portant sur les maladies respiratoires des veaux et des jeunes bovins

Référence Métaphylaxies utilisées 1
Pays | Antibiotiquesi Dose / Voie /  Moment ‘\ Effectif Principaux résultats
Type d'élevage J utilisés | Fréquence de I mjectlon ‘ 1
D " : | Lot 1 (95 animaux) :
2 1 .C. R,
ﬂllr‘“h?g’o;:e g mﬁtigs = - A l'arrivée ‘ 11(228 1 28(|)<)>ts [ - Pourcentage de traitement dans les groupes
ottt | TILMpost (46,9%) et TILMante (45,2%) par rapport
‘ ) B ‘ | au groupe TEM (71,9%) significativement plus faible
o Duff et coll. 2000 TiLMante : | 10 mg/kg S.C. - Avant 111en2lots | Lot 2 (240 animaux) :
Nouveau-Mexique Tilmicosine 1 fois le transport | (31 +80) | - Pourcentage de traitement dans les groupes
Elevage expérimental TILMpost (7,5%) TILMante (18,7%) par rapport
E au groupe TEM (40,0%) significativement plus faible
: [ TEM : 112 en 2 lots | - Pourcentage de traitement dans le groupe TILMpost
Y témoin = - (32 + 80) par rapport au groupe TILMante significativement
j plus faible
FLOR: 40 mg/kg S. G A Farrivé 102
 Franck et coll. 2002 ‘ Elotfanicol 1 fois A HIHNES - L'administration de FLOR diminue |'incidence :
Nouveau-Mexique i —— 47 cas / 102 et 73 cas / 103
El In feedlot ‘ tTEM _ - 103 et retarde le moment d'apparition des cas
émoin
. OXY : f
o Schunicht et coll. 2002 ‘ Oxytétracycline | 30 mg/kg LM. | 5 . o 5495 | - Pourcentage de traitement dans le groupe OXY
Alberta | aaction 1 fois i ‘ (22,55%) par rapport au groupe TILM (19,36%)
ce | prolongée*** ! significativement plus élevé
— 7 " T | - Pas de différence significative en terme de mortalité
‘ Tnlz'::::'\:sme 0 '"1940?5 SEE SN Farivse 5494 ‘ et de performances de croissance
\ ‘ ‘
— t —— — 4 S —
| TILM : 10 mg/kg |.M. D |
\ | Tilmicosine 1 fois - Alarrivée Zi ‘ Incidence des cas :
|® Cusack et coll. 2004 |- e ' -TILM: - 8% de cas par rapport aux non traités
| Australie : - OXY : Pas significatif par rapport n traités
| edlot Oxytétracycline i "‘19{:2 b - A l'arrivée 210 \ s Croifsanceplzao R
“‘e 7000 places LA ‘ -+ 0,08 kg/ j pour TILM par rapport a OXy
' [ TEM - aucun ~ B 209 - Pas de différence significative entre OXY et TEM
[ ‘ TULA: 25 "‘9/ kg S.C. |- Quand des cas 492  Dansles 14 premiers jours :
‘ Tulatrhomycine 1 fois sont détectés - Significativement plus de cas dans le groupe
'» Godinho et coll. 2005 = 10 ma/ka S.C 14 TILM (16,3%) et dans le groupe TEM (36,3%)
| France, Allemagne, Tiiicosine m‘lgfoi!; e = gtl:r:iéteecstgsas 494 par rapp(:rt au groupe TULA (7,6%)
a [talie, Espagne : Dans les 60 premiers jours :
’r Juatre exploitations . - Significativement plus de cas dans le groupe
ﬁ : TEM :Sérum | 0,025mlkg | - Quand des cas 265 TILM (24,9%) et dans le groupe TEM (43,8%)
“E physiologique S.C. 1 fois sont détectés par rapport au groupe TULA (14,6%)
CEFT3: 66mg/kgSC. . . . = En comparaison avec groupe TILM :
e e Ceftiofur™ 4] 1 fois ‘ Al ari'i'ee 3869 P_ Taux de morgtalitép
© Booker et coll. ET6 - - (CEFT3: 11,53/ CEFT6: 11,90 / TILM : 15,90)
CEFT6 : 6,6 mg/kg S.C. Y . . g
‘ Nebraska P 4] - Al'arrivée 3866 significativement < pour les groupes CEFT3 et CEFT6
Ceftiofur 1 fois P! P
Un feedlot I =S8 =i En comparaison avec groupe TILM :
E TILM : 10 mg/kg S.C. Alarive 3870 - Taux de croissance
' Tilmicosine | 1 fois SELLAINGS significativement < pour les groupes CEFT3 et CEFT6
; TLM: | 10 mg/kg Feeh [ Pour | TULA : 1
Tilmicosine | 1 fois - A barrivée e ?“’I;uex gd‘:um‘)oel'bidité
o Booker et coll. 2007 [ ] N (TILM : 14,04/ OXY : 17,02/ TULA : 3,42)
Alberta 0% ytéot):aYc;chin 4 N '“19:::3 LM- | . A Parrivée 3303 - Taux de mortalité
Un feedlot | e (8,90/6,03/2,27)
E TULA : | 25mg/kgSC. | 2 Ptk 4 3306 - significativement (P < 0,05) < par rapport
Tulatrhomycine | 1 fois sivee aux groupes TILM et OXY
CEFT/TULA: | b Lot1: .
| Ceﬂicf;l;lrj** + E Gomakg 5.0, A e 2|9 2 ?n %gts - Pourcentage de traitement
tulathromycine | 23 ma/kgS.C. | - Alarrivee (IOt 2:197) significativement < pour groupe CEFT/TULA (52%) par
o Step et coll. 2007 8 jours apres | 8joursaprés | ot 2:197) rapport aux groupes CEFT (76,3%) et TILM (78,4%)
Mississipi et Oklahoma a5 e |l o T S Lot 2:
Det ,',' s"?lje;,,‘ Units"** CEFT : 6.6 mgf/ kgS.C. | _ Aparrivée | 278en2 lots - Pourcentage de traitement significativement <
1 ocxe s Ceftiofur ' 1 mi, | (102 / 196) pour groupe CEFT/TULA (2,6%) )
| )
TILM : 10 ma/kg S.C. Tt 297 en 2 lots | Par rapport aux groupes CEFT (9,4%) et TILM (7,2%)
\ Tilmicosine 1 fois AT (102 / 195) > Suite p. 33

NOTES *

Articles relatifs 4 la métaphylaxie (dans son

acception la plus large) publiés dans des
revues internationales a comité
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de lecture entre 1998 et 2009 avec une partie
matériels et méthodes suffisamment décrite,

une randomisation des traitements et une

étude menée a I'aveugle.

** Excede® : non commercialisé en France.
#+% Tetradure LA 300® : non commercialisé
en France
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métaphylaxie et antibioprévention lors de maladies respiratoires chez les jeunes bovins en lot

Tableau 2 (suite) - Traitements métaphylactiques testés et principaux résultats
dans des études portant sur les maladies respiratoires des veaux et des jeunes bovins (suite)

de 25 000 places
o En pratique :
- pour traiter parfois un grand nombre d'ani-
maux, on privilégie les antibiotiques faciles
a injecter. Cela permet de se prémunir
d'une mauvaise observance du traitement.
- Une bonne seringuabilité de I'antibiotique
est nécessaire. Les volumes a injecter ne
doivent pas étre trop importants.
- La couverture antibiotique de plusieurs
jours doit étre obtenue avec un minimum
d'injections, par voie sous-cutanée ou intra-
musculaire, pour limiter les manipulations
des animaux. De ce fait, les antibiotiques
ayant une durée d'action longue ont un
avantage pratique par rapport aux antibio-
tiques a action courte.

e En tenant compte de ces éléments, de
nombreuses molécules sont donc utilisables
méme si seules certaines des molécules
récemment commercialisées ont dans leur
AM.M. une indication traitement et préven-
tion des pathologies respiratoires bovines
(tulathromycine et gamithromycine par
exemple).

e Une synthése des essais terrains publiés
ces 10 derniéres années dans des revues
internationales & comité de lecture est pré-
sentée dans les tableaux 1 et 2.

- Ces essais comparent 'utilisation métaphy-
lactique lors de troubles respiratoires de
deux ou trois antibiotiques en terme de
morbidité, de mortalité et parfois, d'impact
sur la croissance des animaux.
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- Certaines de ces études contiennent en
plus une évaluation des conséquences éco-
nomiques de la métaphylaxie avec les diffé-
rentes molécules testées [5, 6, 27, 22].

- Cependant, ces études ayant été réalisées
dans des systémes trés différents des syste-
mes d'élevage frangais, ces données écono-
miques sont peu applicables a nos élevages
(de ce fait, ces données non présentées
dans les tableaux).

- L'acception francaise du mot métaphy-
laxie n'est reprise que dans les études de
Godinho et coll. (2005) et de Catry et coll.
(2008).

- Les criteres de détection et de définition
des cas varient d'une étude a |'autre, limi-
tant les possibilités de synthése.

- La plupart de ces études ont bénéficié
d'un support financier d'une firme pharma-
ceutique, ce qui, comme il se doit, est claire-
ment mentionné dans les articles correspon-
dant. Nous n'avons ainsi trouvé aucun article
mentionnant un essai avec des résultats
négatifs pour le sponsor.

- Ces résultats négatifs n'étant que rarement
publiés, il est difficile de se faire une idée
d'ensemble [21].

DES CONNAISSANCES SCIENTIFIQUES
INSUFFISANTES

o La totalité des études porte sur |'utilisation
d'un antibiotique particulier en comparaison
0oU non a un autre.

it Métaphylaxies utilisées
Référence i =
Pays Antibiotiques Dose / Voie /  Moment Effectif Principaux résuiltats
Type d'élevage utilisés | Fréquence = de linjection
’ FLOR : 40 ma/ka S.C 3 Lorsque Incidence des cas :
florfenicol 19f oigs " des malades 224 - Significativement moins de traitement
[ " sont détectés pour le groupe avec FLOR (IC : [0,007-0,051]
'» Catry et coll. 2008 s par rapport au groupe TILM/DOX (IC : [0,11 - 0,23])
m Pays Bas TILM/DOX : | 12,5 mg/kg PO. - Lorsque et TEM
=Df-u; ateliers | Tilmicosine | 1 fois par jour | des malades 236 Croissance :
de veaus de boucherie | ou doxycicline |5 jours sont détectés - Gain de poids & 20 j significatif (P = 0,003)
[ ; + = pour le groupe avec FLOR (20,90 +/- 0,23 kg)
TEM: . = ar rapport au groupe TILM/DOX (19,82+/-0,22)
S | 233 par rapp: P ETEN
e
2 ‘ : e | - Pourcentage de traitements / de morts
- 'I'il‘tl;:i'.c,rsine 10 m19:|;igs SC| . A l'arrivée 147 | significativement < pour groupe TULA (32,8% / 3,6%)
» Nickell et coll. 2008 par rapport au groupe TILM (68,0% / 13,5%)
gl Kansas e — Croissance :
EU., "stocker unit"** TULA : 2,5 mg/kg S.C > - Perfromances de croissances
Tulathrom).lcine | ™ Thoie | -Alarrivée 146 | significativement > pour le groupe TULA (2,5 Ib/j)
| } ‘ \ par rapport au groupe TILM (2,0 Ib/j)
Van Donkersgoed M- E A e i S
y ? Wi 10mele 5G| o A l'arrivée 2250 - Significativement moins de cas dans le groupe
et coll. 2008 Tilmicosine 1 fois
Alberta | TULA (3%) par rapport au groupe TILM (13%)
oo \ | | - Pas de différence significative
Un fpeclot TulatTht:';rA;\)-/cine ; = "';gf/:ig SC 1. Atarivée 2244 ‘ pour le taux de rechute et les taux de mortalité
| i |
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Les connaissances scientifiques concernant
la métaphylaxie sont trés insuffisantes
sur I'évaluation de son intérét économique,
et sur les critéres de prise de décision (photo S. Assié).

e Les connaissances scientifiques concer-
nant la métaphylaxie sont donc trés insuffi-
santes en particulier sur deux points : I'éva-
luation de son intérét économique, et sur
les critéres de prise de décision (photo 3).

Evaluation de l'intérét économique
de la métaphylaxie

o L'intérét économique de la métaphylaxie
doit encore étre étudié. Il semblerait que
cette pratique diminue le nombre total de
traitements nécessaires, et ainsi, le co(it glo-
bal lié aux traitements [18]. Elle pourrait
aussi avoir un impact positif sur la croissance
des animaux (tableau 2) [9).

o Mais, ces quelques données technico-éco-
nomiques non représentatives de I'ensem-
ble des situations rencontrées sur le terrain
ne permettent pas de choisir entre un trai-
tement métaphylactique ou un traitement
individuel au cas par cas.

En effet, selon la gravité de la situation, les
colts directs (mortalité, colt de traitement,
main d’ceuvre, ...) et indirects (diminution de
gain moyen quotidien, déclassement de car-
casse, ...) des troubles respiratoires peuvent
entrainer une diminution de 11 & 26 p. cent
du revenu des exploitations spécialisées
dans la production de jeunes bovins [3].

» En conclusion, les situations ou la rentabi-
lité et I'efficacité de la métaphylaxie sont
réelles ne sont pas connues [21, 4].

Critéres de prise de décision

o La prise de décision est fondée sur des
pourcentages de morbidité. Cependant, il
est maintenant bien acquis que de tels
pourcentages sont trés variables en fonc-
tion des outils utilisés pour détecter des
troubles respiratoires dans des lots [19].
Ainsi, lorsqu’est annoncé 10 p. cent d'ani-
maux détectés malades comme critére de
mise en place de la métaphylaxie, il nest pas
possible de savoir & quoi ce pourcentage
correspond en terme de morbidité réelle.

e Un pré-requis a la définition de critéres fia-
bles de prise de décision est ainsi la mise au
point d'outils permettant de détecter fine-
ment les troubles respiratoires dans des lots.
e De plus, pour l'instant, sur le terrain, la
prise de décision est modulée intuitivement
au cas par cas, en se fondant sur des para-
metres zootechniques. Or, les poids de ces
paramétres sur |'apparition et |'évolution
(incidence et gravité) des troubles respiratoi-
res dans les lots ne sont pas connus.

Des parametres facilement accessibles
(poids et ge a la mise en lot, passage sur un
marché, race, historique des troubles dans
I'élevage, ...) doivent donc étre définis afin
de permettre :

- de choisir dés la détection des premiers cas ;
- de réévaluer en début d'épisode, la straté-
gie de traitement la plus adaptée d'un point
de vue médical et économique.

CONCLUSION

e La métaphylaxie est potentiellement un
moyen utile pour lutter contre les maladies
respiratoires des jeunes bovins. Mais, sa
mise en ceuvre repose essentiellement sur
I'expérience des vétérinaires.

e l'attente des professionnels est de dispo-
ser au final d'outils d'aide a la décision qui
soient fondés sur des connaissances scienti-
fiques. 0

formation continue

1. La métaphylaxie au sens strict peut &tre mise en place le jour de |'arrivée

des jeunes bovins dans I'atelier :

2. Une métaphylaxie est instaurée dés que 10 p. cent des animaux

d'un lot sont malades :

3. Les données technico-économiques rencontrées permettent
de choisir entre un traitement métaphylactique

ou un traitement individuel au cas par cas :
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Annexe 2

Failure to detect bovine respiratory diseases by
visual appraisal in young beef cattle

i ! .
Oniris
=TT

il Ak ol o T Raai b

Objectives

~Investigate the sensitivity of bovine respiratory disease (BRD)
detection by visual appraisal in comparison to clinical examination
combined with assessment of acute phase proteins (APPs).

Investigate the use of rumen temperature boluses for the
detection of BRD.

Materials and methods

»112 young beef cattle were allocated in 3 farms (Farm 1: 40, Farm
2:36 and Farm 3: 36).

»Each animal received a rumen bolus containing a temperature
sensor at farm entry to measure and record rumen temperature.

~»Visual appraisal was performed twice daily by owners. At the first
detection of BRD, clinical examinations were performed by a
veterinarian on each animal in the pen.

~Fibrinogen (Fb) and haptoglobin (Hp) concentrations were
determined. Cut-off values for Fb (4.2 g/L Se=57%, Sp=94%) and Hp
(0.25g/L Se=76%, Sp=94%) were set using ROC curves.

5 heath status were defined from results of clinical examinations and
assessment of APPs. (Fig. 1)

»Rumen hyperthermia was defined as a 1°C increase of the rumen
temperature in comparison to the mean rumen temperature of the
three days before. (Fig. 2)

Results

»The sensitivity of BRD detection based on visual appraisal was 6/32
(Se=19%) in farm 1, 9/29 (Se=31%) in farm 2 and 6/27 (Se=22%) in
farm 3. (Fig. 3)

~Among healthy cattle, 2/24 cattle had rumen hyperthermia prior to
clinical examination (Tab.1), ie. a specificity of BRD detection by
rumen temperature bolus of 92%.

»Among non healthy cattle, 62/88 cattle had rumen hyperthermia
prior to and/or during clinical examination (Tab.1), i.e. a sensitivity of
70%.

»These rumen hyperthermia had been ongoing for 1:48 h to 166:39 h
(mean=47:00 h) prior to clinical examination.

Conclusions

Timsit E., Assié S., Bareille N.

UMR Bio-aggression, Epidemiology and Risk Analysis, ONIRIS,
INRA, Nantes, France
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Figure 1: health status defined by clinical examination combined with
APPs
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Figure 3: detection of BRD by visual appralsal compared to clinical
examination combined with APPs
Table 1: detection of BRD by the use of rumen temperature boluses
Cattle with rumen hyperthermia Cattle without
rumen
Prior to clinical prior to and during hyperthermia

examination clinical examination

Healthy caftle 2 0 22
Non healthy rectal TC <397 12 4 21
caitle

rectal T°C 238.7 46 5

~Sensitivity of BRD detection based on visual appraisal performed by owners was very low (Se<31%) relative to clinical

examination combined with assessment of APPs.

»The monitoring of rumen temperature using rumen temperature boluses improved BRD detection (Se=70%;Sp=92%) in
comparison to visual appraisal. Furthermore, it allowed an early detection of BRD often several days prior to the onset of clinical

signs.
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RESUME : Bases pour rationaliser le choix d’'une stratégie de traitement antibiotique
des bronchopneumonies infectieuses des bovins nouvellement mis en place dans un
atelier d’engraissement

Les bronchopneumonies infectieuses (BPI) sont les maladies les plus fréquentes des jeunes
bovins a ’engrais (JB). Les connaissances actuelles sont insuffisantes pour, lors d’épisodes de
BPI survenant dans des lots de JB, choisir entre le traitement des seuls malades détectés par
examen visuel ou de I’ensemble du lot. L’objectif était (i) d’évaluer la sous-détection des malades
par examen visuel et d’en estimer 1’impact sur la performance de croissance et (ii) d’étudier la
transmission horizontale de Mannheimia haemolytica et Mycoplasma bovis au sein de lots de JB.
Le suivi en continu de la température corporelle a révélé de nombreux retards et défauts de
détection associés & une diminution des performances de croissance des JB. Le typage par
électrophorese sur champs pulsés a montré une forte variabilité génétique intra-lot des isolats de
M. haemolytica, ce qui est faveur d’une transmission peu fréquente, et un clone unique de M.
bovis par épisode, ce qui est en faveur d’une transmission fréquente. Nos résultats quant a la
sous-détection indiquent que le traitement des seuls malades détectés ne suffit pas pour assurer
les meilleures performances de croissance a 1’échelle du lot. Nos résultats quant a la transmission
indiquent que le traitement collectif pour protéger les bovins sains et réceptifs apparait justifié en
cas d’implication de M. bovis et plus discutable en cas d’implication de M. haemolytica. Au final,
a I’avenir, des systémes d’alerte permettant une détection sensible des bovins malades ainsi que
des méthodes adaptées pour identifier la présence d’une bactérie pathogéne hautement
transmissible au sein de lots de JB devraient étre mis en oeuvre.

Mots-clés : Bovin, Bronchopneumonie infectieuse, Monitorage de la température, Epidémiologie
moléculaire.

ABSTRACT: Background knowledge for rational decision making on the antimicrobial
strategy to control respiratory disease in newly-received feedlot cattle

Bovine respiratory disease is the most frequent disease in newly-received feedlot cattle. Current
knowledge is too limited to make a choice, during BRD outbreaks, between individual treatment
of visually detected sick cattle or mass medication. The objective of this study was to assess the
under detection of sick cattle by visual appraisal and further estimate its impact on growth
performance, and to study the horizontal transmission of Mannheimia haemolytica and
Mycoplasma bovis within pens. Continuous monitoring of body temperature revealed numerous
delays and defects in the detection of sick animals associated with decreased growth
performance. Pulsed-field gel electrophoresis typing revealed for M. haemolityca isolates, a high
within pen genetic variability, which is in favour of a low occurrence of transmission, and a
unique clone of M. bovis per BRD outbreak, which is in favour of a frequent transmission.
Concerning under detection, our results suggest that individual treatment of only visually
detected sick animals is not optimal when considering the best growth performance at the pen
level. Concerning transmission, our results suggest that mass medication appears justified in
cases of M. bovis implication and more disputable in cases of M. haemolytica implication.
Finally, in the future, alert systems providing a sensitive detection of sick cattle should be
implemented as well as methods enabling to detect a highly contagious bacterium within a pen.

Key-words: Cattle, Respiratory disease, Temperature monitoring, Molecular epidemiology.




