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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. HISTORIQUE

En 1956, une épizootie se déclara sur des chimpanzés du centre de recherche Walter
Reed Army Institute for Research (Washington D.C.). Cette affection de 1’appareil
respiratoire supérieur provoqua un syndrome appelé alors « chimpanzee coryza agent » qui
induisait une séroconversion et la production d’anticorps spécifiques. Aucune autre espece
animale présente dans le centre n’était affectée hormis un manipulateur qui présentait a la fois

la méme symptomatologie et une production des mémes d’anticorps spécifiques.

Par la suite, des anticorps spécifiques de cet agent furent mis en évidence chez des

adolescents et jeunes adultes parmi la population générale (Morris et al., 1956).

Entre 1956 et 1961, ce virus dorénavant dénommé « virus respiratoire syncytial »
(VRS) en raison de sa capacité in vitro a former des syncytiums ou cellules géantes
polynucléées, fut largement isolé lors d’épisodes de toux séveres et de bronchiolites chez des

sujets pédiatriques aux Etats-Unis, au Royaume-Uni et en Australie (Chanock et al., 1962).

Les recherches contemporaines sur le VRS mirent en évidence que des anticorps
d’origine bovine étaient capables d’inhiber la formation de syncytia en cultures cellulaires

infectées par le VRSH (Doggett et al., 1968).

L’apparition brutale, en février 1967, dans plusieurs élevages bovins du canton de
Genéve de cas similaires soit de broncho-pneumonies associées a de fortes fievres chez les
adultes de moins de 7 ans, soit de signes d’atteinte de 1’appareil respiratoire supérieur ont
permis de démontrer 1’existence d’un virus respiratoire syncytial bovin (Paccaud, Jacquier,

1970).

Ce virus est retrouvé en Belgique, au Royaume-Uni, aux Etats-Unis et au Japon avec
plus de 40 000 cas rapportés sur des bovins durant la saison 1968-69 sur 1’ensemble des 4
principales fles (Inaba et al., 1973, 1972; Jacobs, Edington, 1971; Rosenquist, 1974).
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Il. LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL

1.1. Classification virale

D’aprés le International Committe on Taxonomy of Viruses (King et al., 2012)

(Tableau 1), le virus respiratoire syncytial est un virus enveloppé a ARN monocaténaire négatif

appartenant au genre Pneumovirus.

Tableau 1 : Place du genre Pneumovirus dans I’ordre des Mononegavirales et critéres distinctifs

Ordre Mononegavirales

Virus enveloppé & ARN négatif monocaténaire

Famille Paramyxoviridae

et de fusion (F)

Protéines de surface d’attachement (H, HN, G)

Sous—famille Pneumovirinae

nucléocapside (M2-1)

8 a 10 éléments transcriptionnels distincts
Présence d’une protéine associée a la

genre Pneumovirus

etal., 1984)

G-F-M2 (Pringle, Easton, 1997)

Protéines non structurales NS1 et NS2 (Collins

Ordre des genes codant pour les protéines SH-

Le genre Pneumovirus comprend par ailleurs trois espéces (Tableau 2).

Tableau 2 : Les espéces du genre Pneumovirus

Espéce Isolats Abréviation
(exemple de souche)
Virus respiratoire syncytial EX : virus respiratoire syncytial bovin BRSV-
bovin ATCC51908 (ATCC51908)
Virus respiratoire syncytial virus respiratoire syncytial humain A HRSV-A(2)
humain virus respiratoire syncytial humain B HRSV-B(1)
virus respiratoire syncytial humain S HRSV-S(2)
Virus de la pneumonie Ex : virus de la pneumonie murine 15 MPV-(15)

murine

(anciennement Pneumonia virus of mice)

Selon le consensus du International Committe on Taxonomy of Viruses, les virus

respiratoires syncytiaux qui affectent les ovins et caprins pourraient représenter, avec le

VRSB, un sous-groupe de souches plutdt que des especes a part entiére.
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1.2. Structure du virus respiratoire syncytial

11.2.1. Organisation du virion

Les particules virales du genre Pneumovirus sont globalement sphériques de 1’ordre de

150 a 200 nm de diametre. Elles sont cependant pléomorphes et peuvent présenter une
structure filamenteuse jusqu’a 5 um de long et 60 a 100 nm de diametre (Trudel et al., 1989).
Ce polymorphisme serait lié a une adaptation a la cellule hote infectée. En microscopie
électronique, le virus bovin (VRSB) a montré des propriétés d’organisation en réseau
d’environ 3 par 12 nm reliés entre eux par des « ponts » (Bélanger et al., 1988).
L’enveloppe est constituée d’une bicouche lipidique issue de la membrane plasmique de la
cellule de I’hote. Trois types de protéines de surface formant des « épines », s’insérent dans
cette membrane (Huang et al., 1985; Compans et al., 1967) (Figure 1) :

- la glycoprotéine d’attachement (G),

- la protéine de fusion (F),

- la protéine hydrophobe (SH).

L’enveloppe est liée sur sa face interne aux protéines de la matrice (M, M2-1 et M2-2)
constituant la nucléocapside hélicoidale. Cette capside renferme un unique brin d’ARN
négatif non segmenté d’environ 15000 bases, lié a la nucléoprotéine (N), a la
phosphoprotéine (P) et a la polymérase (L).

Les protéines non structurales NS1 et NS2, bien que différenciant les genres Pneumovirus et

Métapneumovirus, sont présentes en tres faible quantité au sein du virion.
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Protéines

de matrice
L
P Protéines de
N nucléocapside
Protéines
de surface

Figure 1 : Représentation schématique de I’organisation du virion
(d’apres Meyer et al., 2008 et Valarcher et al., 2007)

11.2.2. Organisation du génome et cycle de réplication

Transcription et traduction

Apreés pénétration du VRS dans la cellule hote, la transcription de I’ARN négatif
monocaténaire abouti a la synthese de 10 ARNm.
Le complexe polymérase initie la transcription sur une partie conservée du génome d’environ
10 nucléotides présente en amont de chaque géne. Des essais de délétion du signal de fin de
transcription notamment du géne M2 ont permis de mettre en évidence son organisation :
- un pentanucléotide fortement conservé
- une région riche en nucléotides A et U (1 a 4 nucléotides)
- une région poly-U (4 a 7 nucléotides) formant une queue poly-A sur I’ARNm obtenu
(Harmon et al., 2001; Sutherland et al., 2001).

Une unique séquence promoteur sur I’extrémité 3’ du génome viral (brin d’ARN
négatif) permet la fixation du complexe polymérase sur le génome pour la transcription des
brins d’ARNm positifs (Easton et al., 2004). Cette séquence présente une forte stabilité
nucléotidique, sur les nucléotides 1, 3, 6, 7 et 9, traduisant la forte implication de ceux-ci au

sein du promoteur. Par la suite, le complexe polymérase décroche de la matrice génomique a
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la fin de la transcription d’un géne dans un cas sur deux. Si le complexe polymérase s’est
dissocié, il se reforme au niveau de la séquence promoteur a 1’extrémité 3’, sinon il initie la
transcription du géne suivant apres avoir traverse la région non codante présente entre deux
génes. Cas particulier, lors de la fin de la transcription du gene M2, la polymérase reste liée a
I’ARN et balaye en amont et en aval I’ARN a la recherche du signal d’initiation du geéne L
(Collins, Melero 2011).

Enfin, les séquences initiant les génes n’ont pas toute la méme efficacité a initier la
transcription des brins d’ARN positifs. Ainsi, pour les séquences des génes NSI et NS2
I’efficacité de I’initiation de la transcription serait 40% moindre que celle des autres génes
viraux (Kuo et al., 1997, 1996; Kuo et al.,1996).

Par conséquent, il existe un gradient décroissant de transcription de I’extrémité 3’ de ’ARN
vers I’extrémité 5° (Krempl et al.,2002) (Figure 2).

Par la suite, les 10 ARNm produits sont méthylés par la polymérase pour pouvoir étre
traduits par les ribosomes de la cellule infectée en 11 protéines. Ceci est lié a la présence d’un
second codon d’initiation au sein du cadre de lecture du géne M2 sur I’ARNm correspondant
(Collins, Melero 2011). Par ailleurs, la séquence d’initiation de la transcription du géne L
prend place 68 nucléotides en amont du signal de fin transcription du géne M2 (Collins et al.,
1987; Fearns, Collins, 1999a).

Réplication

Le mécanisme de réplication proposé est celui des virus a ARN non segmenté simple
brin négatif. Les promoteurs de la réplication et de la transcription a ’extrémité 3° de ’ARN
viral se chevauchent mais ne sont pas identiques (Fearns et al., 2002). La polymérase initie la
réplication, a partir du promoteur 3’ de 44 nucléotides, en synthétisant un brin ARN positif
antigénomique complet. Cet ARN positif sert alors de matrice & la synthése de nouveaux
ARN négatifs génomiques.

Pour cela, la multiplication des ARN négatifs a partir des ARN antigénomiques
positifs s’appuie sur un promoteur de 40 nucléotides a I’extrémité 3° de I’ARN antigénomique

quasi identique a son homologue de 44 nucléotides.

L’orientation préférentielle de la synthése d’ARN en faveur de la transcription ou de la
réplication pourrait &tre régulée par la quantité de protéines de nucléocapside N présente ainsi
que par l’effet de la protéine M2-2 sur le complexe polymérase (Fearns et al., 1997;
Bermingham, Collins, 1999).
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1.3. Les protéines virales

L’ensemble des protéines et polypeptides du VRS se divise en deux classes selon
qu’elles sont exprimées a la surface de I’enveloppe du virion ou a I’intérieur de 1’enveloppe
(matrice, nucléocapside, ...).

11.3.1. Protéines de surface

Glycoprotéine G

La glycoprotéine G est aussi appelée protéine d’attachement en raison de 1’absence
d’attachement des virions aux cellules cibles lorsque ceux-ci sont mis en présence d’anticorps
specifiquement dirigés contre la protéine G (Levine et al.,1987). Ces propriétés d’attachement
permettent aussi 1’attachement entre deux cellules. Elle participe a la formation finale du
virion et a son bourgeonnement. En cultures cellulaires, des virus recombinants dont le gene
G est délété sont aptes a se répliquer, mais de maniere moins intensive (Karger et al.,2001;
Techaarpornkul et al.,2001). En revanche, in vivo, la protéine G est essentielle a la
multiplication virale (Schmidt et al., 2002 ; Teng et al., 2001). Cette glycoprotéine d’environ
90 kDa comporte 257 acides aminés, elle est tres fortement O et N-glycosylée (environ 60%
de sa masse totale) (Wertz et al., 1989).

Elle est présente sous deux formes distinctes :
- 20%, ancrée au sein de I’enveloppe virale, appelée Gm (membrane-anchored G),
- 80% sous forme sécrétée, dénommeée Gs, représentant le domaine extracellulaire de la

premiére (Roberts et al., 1994; Hendricks et al., 1987; Hendricks et al., 1988).

La synthése de ces deux formes est due a la présence sur I’ARNm d’un second codon
initiateur AUG, permettant la traduction du cadre de lecture entier dans un cas, ou a partir de
ce codon dans I’autre cas (Johnson et al.,1998; Johnson, Graham, 1999).

La forme Gs semble jouer un rdle de leurre antigénique en captant de nombreux anticorps sur
ses épitopes, diminuant ainsi 1’efficacité de la réponse immunitaire et la clairance virale

(Bukreyev et al., 2008).

Cette protéine G est la plus variable des protéines du VRSB, sa séquence
nucleotidique présente prés 15% de variation. Pour le VRSH, la variabilité de la protéine G

peut atteindre 30% a 40% selon les sous-types. Les mutations induisant des substitutions
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d’acides aminés sont plus fréquentes dans deux parties du domaine extracellulaire appelé
«mucin-like » a cause de la richesse en proline, sérine et thréonine de cette région (Elvander
et al., 1998; Collins, Melero, 2011). La variabilité polypeptidique ainsi que les multiples
glycosylations hautement variables générent un grand nombre d’épitopes différents. Ainsi,
des anticorps monoclonaux dirigés contre un seul épitope ne parviennent pas a empécher
I’attachement viral. Un mélange de ces anticorps monoclonaux permet par encombrement
stérique d’éviter cette adhésion virale (Collins, Melero, 2011). Seule une région centrale de
I’ectodomaine de 10 a 15 acides aminés comportant 4 résidus cystéine est hautement
conservée. La structure de cette région centrale est de type C-X3-C, comparable a celle de la
fractalkine (ou neurotactine). Cette chémokine, est en partie responsable de 1’adhésion et de la
migration des leucocytes au site d’infection (Collins, Melero, 2011; Harcourt et al., 2006;
Tripp et al., 2001).

De plus, la protéine G inhibe la production des cytokines induites par le TLR-4 au
niveau des monocytes et des macrophages en supprimant la translocation du facteur NF-xB
(Polack et al., 2005). L’attachement du virion a la cellule par I’intermédiaire de la protéine G
mettrait en jeu un domaine de fixation de 1’héparine « heparin binding domain » avec les

glycosaminoglycanes des membranes cellulaires (Teng et al., 2001; Karger et al.,2001)

Protéine de fusion F

La protéine de fusion F est un peptide de 70 kDa, dont la séquence nucléotidique entre
les souches présente 0.8% de variation (Valarcher et al., 2000). Elle a pour role la fusion de la
membrane de I’enveloppe avec la membrane cytoplasmique de la cellule hote, ainsi que la
fusion des membranes de plusieurs cellules hétes formant des syncytia ou cellules géantes
polynucléées. Ce mécanisme met en jeu une déviation d’une GTPase (RhoA) et du
cytosquelette de la cellule infectée. La production d’anticorps neutralisants dirigés contre la
protéine F inhibe la formation de ces syncytia (McNamara, Smyth, 2002).

La traduction de ’ARNm correspondant au niveau du réticulum endoplasmique
permet 1’obtention du polypeptide appelé FO. Ce peptide subit au niveau de la portion trans de
I’appareil de Golgi, un clivage de séquences consensus de la furine, dénommées FCS-1
(RKRR™®) et FCS-2 (RAR/KR™) en deux sous-unités F1 et F2. Ces deux sous-unités se lient
par des ponts di-sulfure et constituent 1’hétéro-dimere présent a la surface du virion. De la

qualité de ce clivage dépendent la capacité infectieuse et la formation de syncytia (\Valarcher,
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Taylor, 2007). Ce clivage produit en outre un oligopeptide résiduel de 27 acides aminés,
appelé pep27, dont la séquence primaire est tres bien conservée. La structure aprés maturation
post-transcriptonnelle de pep27 présente des homologies avec les tachykinines (Joos et al.,
2001). Cette virokine est capable in vitro d’induire la contraction de cellules musculaires
lisses et donc pourrait, in vivo, entrainer une bronchoconstriction. Elle pourrait aussi jouer un
role dans le recrutement des €éosinophiles sans avoir pour autant d’effet chémotactique direct
sur les cellules inflammatoires (Lagente et al., 1998; Zimmer et al., 2002; Zimmer et al.,
2001; Gonzélez-Reyes et al., 2001; Begofia Ruiz-Arguello et al., 2002; Valarcher et al.,
2006).

Protéine hydrophobe (SH)

La protéine hydrophobe SH (pour small hydophobic) est un protéoglycane dont la masse varie

selon le niveau de glycosylation, entre la forme SHO non glycosylée de 7.5 kDa a la forme
SHg (13-15 kDa) et SHp (21 a 30 kDa) mais aussi SHt, non glycosylée, de 4.8kDa issue de la
transcription a partir d’un second codon AUG sur I’ARNm correspondant (Anderson et al.,
1992). Elle est insérée dans 1I’enveloppe du virion par son extrémité N-terminale et sa fonction
est mal connue tant in vitro qu’in vivo (Karger et al., 2001). SHO semble avoir une activité
réelle, mais non essentielle dans la formation du complexe de fusion étant donné que tant in
vivo qu’in vitro, la réplication virale s’opére de maniére légérement atténuée (Feldman et
al.,2001). La protéine SH partage des caractéristiques structurelles avec une catégorie de
protéines hydrophobes appelées viroporines (Gonzalez, Carrasco, 2003). Ces viroporines
permettent une augmentation de la perméabilité membranaire par la formation de pores de
type canaux ioniques (Collins, Melero, 2011). Elle pourrait exercer une faible inhibition de

I’apoptose et du signal de TNF-ao (Fuentes et al., 2007).

11.3.2. Protéines de nucléocapside

Protéine de la nucléocapside N

La protéine de nucléocapside, présente en grande quantité dans le virion, est le
constituant majeur de la nucléocapside. Elle est capable de former spontanément une capside
hélicoidale en présence de n’importe quel ARN (Easton et al., 2004). Cette derniére confére
une protection vis-a-vis des ARNases lorsqu’elle est associée aux protéines P, L et M2-2 et

permet ainsi d’échapper a la réponse antivirale spontanée des cellules.

-23 -



En effet, ’encapsidation des ARN, qu’ils soient génomiques ou non, les rend peu enclins a
étre traités par les hélicases cytoplasmiques, responsables :

- du signalement au systéeme immunitaire de la présence de matériel génétique exogene,
via de la transduction de IRF-3 et du NF-kB impliqués dans la production d’interféron
et de cytokines pro-inflammatoires,

- de l’activation de facteurs intrinséques inhibant la synthése protéique au sein de la
cellule infectée (Collins, Melero, 2011).

La protéine N est aussi impliqguée dans le bon fonctionnement du complexe
polymérase et probablement dans la balance réplication et transcription (Mallipeddi et al.,
1996).

Phosphoprotéine P

L’ARNm P par I’intermédiaire de plusieurs codons AUG dans le cadre de lecture
conduit a la synthése de plusieurs protéines, dont la fonction n’est pas clairement définie.
Celle issue de la lecture compléte de I’ARNm, la phosphoprotéine P peut former des homo-
dimeéres, des hétéro-diméres avec la protéine N, ainsi que réguler ’activité de la polymérase
(Easton, Domachowske, Rosenberg, 2004).

Les protéines P et N s’associent par ’intermédiaire de leur extrémité C-terminale pour
permettre la stabilisation et la protection des ARN synthétisés vis-a-vis des ARNases
intracellulaires (Garcia et al., 1993; Castagné et al., 2004; Curran et al., 1995). Au sein du

complexe polymérase, cette liaison permet de rendre accessible I’ ARN.

Polymérase L
Cette ARN-polymérase ARN-dépendante, est responsable du processus de réplication

et de transcription du génome viral, son activité est régulée par les interactions qu’elle établit
avec les protéines N, P, M2-1 et M2-2. Son niveau de fidélité est estimé a 1 mutation pour
1000 a 1500 bases (Yunus, Collins, Samal 1998; Deplanche et al., 2007).
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11.3.3. Protéines de matrice

Protéine M

L’assemblage des virions semble médiée par I’accumulation de protéine M. Celle-ci
est liée d’un coté aux ancrages transmembranaires des protéines virales de surface, et d’un
autre coté a la nucléocapside (Peeples, Levine, 1997; Wunner, Pringle, 1976). L’association
de la protéine M avec la nucléocapside stabilise cette derniére et bloque toute transcription
(Ghildyal et al.,2003). Ceci permet I’émergence des virions, par bourgeonnement sous forme
de filaments, au pdle apical des cellules des épithéliums de 1’arbre respiratoire vers la lumiére
de ce dernier, ou vers une cellule adjacente (Henderson et al., 2002; Teng, Collins, 1998;
Roberts et al., 1995).

Les protéines M2

Anciennement nommeée protéine 22K, les deux protéines M2-1 et M2-2 sont issues du
chevauchement des cadres de lecture de ’ARNm M2. L’ARNm de M2-1 étant dans le cadre
de lecture en amont, et celui de M2-2 en aval, chevauchant le premier sur quelques
nucléotides. La traduction de M2-2 dépend de la réinitiation des ribosomes une fois celle de
M2-1 terminée, médiée par la structure de I’ARNm 150 nucléotides en amont (Collins,
Melero, 2011).

M2-1 est un cofacteur du complexe polymérase, dont le réle est la processivité de la
transcription. C’est-a-dire qu’en son absence, la transcription s’arréte prématurément et de
maniere aléatoire (Fearns et al.,1999; Collins et al., 1996). M2-1 assure par ailleurs le
maintien du complexe polymérase pour poursuivre cette transcription d’un gene a 1’autre
(Hardy, Wertz, 1998).

M2-2 est aussi un cofacteur de la polymérase. Lorsque son gene est éteint par
modification génétique, la transcription et I’expression des protéines de surface est favorisée
et inversement lorsqu’il est actif, il oriente la polymérase vers la réplication et la

multiplication virale (Bermingham, Collins, 1999).

11.3.4. Protéines non structurales

Ces protéines, bien que non essentielles a la réplication virale, n’induisent qu’une

affection atténuée lorsqu’elles sont absentes du génome viral. Leur role est une régulation
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négative de la synthése d’ARN viral ou cellulaire (Buchholz et al., 1999; Teng, Collins 1999;
Whitehead et al., 1999; Jin et al., 2000).

Leur position en amont du brin négatif du génome permet une transcription importante des
deux génes les codant. Paradoxalement, elles sont présentes en faible quantité dans les virions
(\alarcher, Taylor, 2007).

NS1 peut, en précipitant avec la protéine de matrice M, induire une inhibition forte de la
synthése d’ARN (Evans, Cane, Pringle, 1996)

NS2 présente une activité inhibitrice de la transcription seulement, par interaction avec les
protéines P et N, mais a un niveau plus faible que celle exercée par NS1 (Atreya, Peeples,
Collins 1998).

Par ailleurs, ces protéines non-structurales ont été identifiées comme étant des acteurs majeurs
de la stratégie de résistance a la réponse antivirale. D’un coté, elles sont antagonistes des
interférons a et B (Schlender et al., 2000). Elles interféerent et inhibent le facteur 3 de

régulation des interférons (IRF-3) (Bossert, Marozin, Conzelmann, 2003).

1.4. Caractéristiques physiques et biologiques

11.4.1. Résistance dans I’environnement

Le virus respiratoire syncytial bovin étant un virus enveloppé, il est peu résistant dans
le milieu extérieur ; il est notamment labile a 37°C, diminué par 250 en I’espace de 6h et
inactivé a 56°C en I’espace de 10 minutes. Il résiste relativement mieux au froid, la quantité
de virion est divisée par 10 & -20°C et par 20 a 4°C en ’espace d’un mois. En revanche si le
processus de congélation est rapide, le VRS conserve sa capacité infectieuse a -80°C et est
peu sensible a des cycles successifs de décongélation/recongélation, divisé par 2 apres 10
cycles.

Les particules virales sont totalement inactivées a pH3 et partiellement a pH4 (Inaba et
al., 1973).

De nombreux désinfectants sont actifs sur le VRS : éther, glutaraldéhyde, alcool a 70°,...
Des stabilisants tels que le sucrose permettent de conserver 1’infectiosité du virus (Collins,

Melero, 2011)

Il perd rapidement de sa virulence aprés plusieurs passages en cultures cellulaires

successives, induisant une expression clinique fruste lors d’essais expérimentaux (Stott,
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Taylor, 1985; Gershwin, 2008). Dans de tres nombreux essais, des différences cliniques

significatives n’ont pu étre mises en évidence a cause de ce phénomeéne.

11.4.2. Sensibilité et spécificité d’especes
Il n’y a pas de publications faisant état d’infection humaine par le VRSB, de plus
I’infection expérimentale de chimpanzés montre peu ou pas de réplication du virus chez ce

primate pourtant le plus favorable a la réplication VRSH (Buchholz et al., 2000).

La réplication du VRSH est peu efficace au niveau du nasopharynx, mais est suffisante
au niveau pulmonaire pour induire des lésions de pneumonie chez des veaux gnotobiotiques
(Thomas et al., 1984). D’un autre c6té, I’'immunisation de sigmodons et de primates par le
VRSB ne met pas en évidence de protection de ceux-ci apres épreuve virulente par le VRSH
(Prince et al., 1990; Piazza et al., 1993). Le VRSB a été un temps suspecté d’étre un vaccin
utilisable en humaine dans une approche jennérienne, mais méme recombinants et possédant
de fait les protéines de surface F et G humaines, ces vaccins se répliquent efficacement sans
étre suffisamment immunogénes pour prévenir d’une épreuve virulente (Buchholz et al.,

2000).

Les principales sources de spécificité sont les protéines de surface F (notamment la
sous-unité F2) et dans une moindre mesure G ainsi que les protéine NS (Bossert,
Conzelmann, 2002; Buchholz et al., 2000; Yunus, Collins, Samal, 1998).

Contrairement au VRSB, le peptide résiduel du clivage du peptide de la protéine F du
VRSH, appelé 27-mer, ne contient pas de motif tachykinine (Zimmer et al., 2003). Ceci

suppose que la virokine bovine est un facteur supplémentaire de spécificité d’espece.

Les protéines non structurales NS1 et NS2 humaines et bovines, bien qu’ayant un rdle
similaire, ont un mécanisme d’action spécifique. Chez I’homme, 1’inhibition de la production
des interférons de type I est favorisée par I’inhibition du géne Stat2 par ces protéines alors que
chez les bovins, elles bloquent la phosphorylation et I’activation de I’IRF3 (Bossert, Marozin,
Conzelmann, 2003; Lo, Brazas, Holtzman, 2005).

-27-



I1l.MALADIE
1. Epidémiologie

En 2005, 20 a 45 millions d’enfants de moins de 5 ans auraient présenté un syndrome
respiratoire aigu associ¢ au VRS, induisant environ 3 millions d’hospitalisation et entre 70
000 & 200 000 déceés dont 99% de ceux-ci dans les pays en voie de développement (Nair et al.,
2010). Dans les pays développés, parmi les déces observés liés au VRS, environ 80% d’entre
eux concernent des adultes de plus de 65 ans, fréquemment couplé a la grippe saisonniere
(Thompson et al., 2003). Les autres catégories a risque sont les personnes présentant une

insuffisance cardiaque ou respiratoire et les personnes fortement immunodéprimées.

En Europe, le VRS serait responsable de pres de 45% des hospitalisations d’enfants de
moins de 2 ans présentant une atteinte de I’appareil respiratoire profond (Simoes, Carbonell-
Estrany 2003). Le risque pour ces patients de developper par la suite des allergies ou de
I’asthme est augmenté (Sigurs et al., 2000) et inversement, les patients allergiques présentent
significativement davantage d’IgE-anti RSV (Smith-Norowitz et al., 2015). Certains auteurs
considérent que ce risque ne semble pas plus élevé avec le VRS qu’avec d’autres pathogénes

viraux ou bactériens de 1’arbre respiratoire profond (Begnnelykke et al., 2015).

Bien que la morbidité soit élevée chez les bovins, la mortalité est généralement faible,

de I’ordre de 2 a 3%, mais peut atteindre 20% dans certains épisodes aigus.

Entre 95 et 98% des enfants montrent une séroconversion a 1’age de 3 ans, contre 70% des

bovins a 1’age de 2 ans (Van der Poel et al., 1994).

Dans I’espece bovine, la fréquence des infections au VRS est €élevée chez les individus
de moins de 1 an, sachant que 1’age pour lequel les animaux sont cliniquement les plus
sensibles se situe entre 1 et 6 mois (Stott, Taylor, 1985; Antonis, 2010; Grell et al., 2005), et
serait responsable de 60 a 70 % des épisodes d’affections respiratoires dans les troupeaux

(Meyer, Deplanche, Schelcher, 2008).

Les données chiffrées caractérisant la circulation virale varient fortement selon les
¢tudes. Certaines publications font état d’une séroprévalence de 14%, d’autres jusqu’a 100%
des bovins testés dans certains élevage des I’age de 3 mois (Bidokhti et al., 2009; Angen et
al., 2009; Meyer, Deplanche, Schelcher, 2008; Sarmiento-Silva et al., 2012; Sacco et al.,
2014).
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Les hypothéses avancées pour expliquer cette hétérogénéité de résultats tiennent
compte de la méthode d’échantillonnage, du climat, de la densité des élevages dans les zones
¢tudiées, de 1’age de animaux sondés, du systéme et du type de production, de I’historique de
troubles respiratoires dans 1’élevage et de I’introduction d’animaux dans le cheptel (Elvander

et al., 1998; Hagglund, 2005).

Chez I’homme, la saisonnalit¢ de ’infection, rapportée grace aux différents réseaux
d’épidémiosurveillance, est marquée selon le climat de I’aire géographique considérée. Les
zones équatoriales présentent des épidémies tout au long de 1’année, les zones tropicales sont
atteintes au cours des saisons les plus froides, les zones tempérées pendant les mois les plus
froids, c¢’est-a-dire entre novembre et avril dans 1’hémisphére nord avec un pic entre décembre
et février (Simoes, Carbonell-Estrany, 2003). Ces mémes périodes sont rapportées pour les
bovins soit par les études épidémiologiques, soit par les praticiens sur le terrain. Des cas
d’infections se manifestent aussi en été, notamment lorsque les variations nycthémérales de
température sont importantes. Etant donné sa faible résistance dans le milieu extérieur, la
principale hypothese retenue favorisant la persistance du virus d’une saison a 1’autre est un
portage asymptomatique latent chez des animaux déja immunisés par une infection antérieure

et/ou peu sensibles, notamment des bovins adultes.

Lekeux et ses collaborateurs suggérent une plus grande susceptibilité des bovins de
race Blanc Bleu Belge présentant le phénotype culard. Cependant, ceci semble davantage lié a
une relation allométrique entre la masse musculaire, le volume circulatoire, la capacité
respiratoire et le stress 1ié aux conditions d’élevage (transports, allotement, engraissement, ...)
spécifique des animaux a croissance rapide que de la race ou de I’agent pathogéne (Lekeux et

al., 1994).

1.2 Physiopathologie

111.2.1. Mécanisme d’infection

Le VRSB est principalement transmis par contact direct entre animaux infectés ou par
aerosol (Mars et al., 1999). Stott a évalué qu’apres 20 passages sur culture cellulaire, un

inoculum de 10* TCIDs; infectait tous les individus, mais qu’aprés deux passages seulement,
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une dose de 160 a 640 TCIDs, infectait 83% des sujets. Cette dose infectante pourrait étre
encore moindre lors d’infections sauvages (Stott, Taylor, 1985).

Lors de I’infection par le VRSB, le virus se multiplie dans un premier temps dans les
cellules superficielles de 1’épithélium cili¢ de D’arbre respiratoire supérieur. Puis lors
d’atteinte profonde, au sein des pneumocytes de type I (Viuff et al., 2002, 1996).

L’adsorption des particules virales sur les cellules cibles est d’au moins 60% en 30

minutes, puis la fusion s’opére en 1’espace de 45 minutes environ. La production de nouveau
virion requiert au minimum 12 a 16 heures et est maximale 36 & 48 heures aprés infection.
Le cycle de réplication s’opére complétement dans le cytoplasme de la cellule infectée. Méme
si la synthése protéique de la cellule infectée n’est pas affectée par le cycle viral, la synthese
d’ADN et d’ARN cellulaires, épargnée les 11 premiéres heures est amputée respectivement de
50% et 35% en I’espace de 18 heures (Stott, Taylor, 1985).

Les virions émergent par bourgeonnement au pole apical et latéral des cellules
infectées en émettant des projections cytoplasmiques orientées par le détournement du
cytosquelette. Ces projections aboutissent soit a la libération de virions libres, soit a la

formation de syncytia.

A la suite d’une infection expérimentale, le virus peut étre retrouvé sur écouvillon
nasal entre le 1" au 13°™ jour post-inoculation. L’excrétion virale active s’ opére quant a elle a

partir du 4-5°™ jour et jusqu’au 10°™ jour (Bryson, Platten, et al., 1991; Gershwin et al.,
2005). La quantité de virus excrété est de ’ordre de 10* TCIDso par ml de sécrétion nasale

(Stott, Taylor, 1985).

111.2.2. Réponse inflammatoire de I’hote

Lors d’une infection expérimentale par le VRSB de veaux agammaglobulinémiques, la
réponse de 1’hdte se traduit par une production d’IgG1 sériques détectables au bout de 13 a 17
jours, alors que la production d’IgA et IgM, tant sériques que dans le liquide de LBA ou les
sécrétions, se manifeste a partir de 8-10 jours post infection et que celle des 1gG2 sériques
n’intervient que 1 a 3 mois apres inoculation. Dans le cas ou ces veaux ont recu du colostrum,

seules des traces d’IgM, IgA et IgG sont détectées apres infection (Kimman et al., 1987).
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Une réinfection 3 mois plus tard montre une réponse en IgA plus rapide (4 a 8 jours),
plus forte et plus durable (jusqu’a 3 mois), ainsi qu’une production d’IgG plus précoce et
durable (Kimman et al., 1987).

La production d’IgE spécifiques du VRS et d’histamine est corrélée aux signes
cliniques exacerbés lors d’une infection expérimentale tant chez I’homme que chez les bovins
(Welliver et al., 1981; Stewart, Gershwin, 1989a, 1989b). De plus, lorsque de maniére
concomitante a I’infection, les animaux sont soumis a un allergéne, ceux-ci produisent
significativement plus d’IgE spécifiques de 1’allergéne que les veaux non infectés. Il en est de
méme chez les espéces de laboratoire (Dakhama et al., 1999; Gershwin et al., 2011).

La réponse inflammatoire de I’hote débute par le contact entre les particules virales et
les cellules dendritiques et macrophages présents au niveau de 1’épithélium respiratoire. La
protéine de fusion F interagit avec le toll-like receptor 4 (TLR-4), le CD14 et les protéines du
surfactant SP-A et SP-D, capables de se lier a la fois au VRS et au récepteur TLR4 (Kurt-
Jones et al.,. 2000). Cette réponse est médiée par de nombreux genes agissant a tous les étages
de la réponse innée, dont certains alléles ont des effets significatifs sur la susceptibilité des
individus atteints a développer une bronchiolite (Janssen et al., 2007). Chez ’homme, les
variabilités génétiques du TLR-4 et des protéines du surfactant pulmonaire ont été identifiées

comme I’une des causes de variabilité de la réponse innée (Ramet, Korppi, Hallman, 2011).

Reéponse innée
L’activation du couple TLR-4/CD14 induit la synthese de NF-«xB et d’interférons de

type 1 (a et B) par les cellules infectées. Ceci stimule la surproduction de cytokines et
chémokines pro-inflammatoires responsables de la réponse innée telles que IL-6, IL-8, TNFa
et interférons a, B. Les cytokines IL-1, IL-6 et TNFa sont responsable de 1’ « habitus animal
malade ». En effet, leur action cérébrale modifie le comportement, provoque 1’anorexie, la
fievre et 1’état de somnolence. Le réle chimiotactique sur les neutrophiles de I’IL8 joue un
role important dans la pathogénie du VRSB. L’IL-6 est un important médiateur de la fievre
par changement du point de référence au niveau cérébral. D’autres messagers tels que les
MIP-1 (macrophage inflammatory protein) activent les effecteurs de la réponse immunitaire
non spécifique des macrophages, les cellules NK (natural-Killer) et les cellules présentatrices
d’antigéne. Celles-ci produisent a leur tour des interleukines IL-4, IL-5, IL-12, IL-13, IFN-y
permettant d’amplifier leur action ainsi que I’orientation de I’'immunité  spécifique

(Valarcher, Taylor, 2007; Gershwin, 2012).
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Cette réponse innée est modulée par plusieurs propriétés spécifiques du VRS :

- D’inhibition de ’activation du facteur NF-kB des macrophages, 1’occupation des sites
de 1’ « heparin binding leucocytes » et du récepteur C-X3-C a la fractalkine par la
forme sécrétoire de la glycoprotéine G (Gs),

- la répression a la fois du signal de I'I[RF-3 et de P’action des IFN-a et B par les
protéines NS1 et NS2,

- la protection rapide des acides nucléiques produits par le biais de la protéine N,

- le recrutement des éosinophiles par 1’action de la virokine.

Réponse induite
Ces messagers, mis en évidence par cathétérisme des vaisseaux lymphatiques,

atteignent les nceuds lymphatiques ou leur action sur les lymphocytes T-helper permet de
favoriser I’une des deux voies de la réponse induite.

La réaction immunitaire spécifique protectrice fait intervenir une réponse auxiliaire de
type Thl, qui se caractérise par la production d’TFN-y et d’IL-12. Dans ce cas, la réponse
s’oriente vers ’activation des lymphocytes T CD8 en T cytotoxiques et la production d’IgG2
par les lymphocytes B.

Toutefois, dans certains cas, en fonction de la modulation de la réponse innée, la
réaction auxiliaire peut étre orientée vers une voie de type Th2, qui se caractérise par la
production d’IL-4 mais surtout d’TIL-5 et d’IL-13 avec pour conséquence une activation des
polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, des mastocytes, résultant en une importante
synthése d’histamine et d’IgE (Estes, Brown, 2002; Openshaw, Tregoning, 2005; Spender et
al., 1998; Collins et al., 1999).

Par ailleurs, I’infection par le VRSB s’accompagne d’une réduction de I’index
mitotique des lymphocytes dont la cause est le contact direct entre les lymphocytes et la
protéine de fusion F (Keles et al., 1998; Sharma, Woldehiwet, 1991; Woldehiwet, Sharma,
1992; Schlender et al., 2002). Ce contact se traduit par un défaut ou un retard dans la
transition entre les phases GO/ G1 a S lors de la mitose. Les conséquences directes seraient
une chute du nombre de lymphocytes T CD8+ dans 1’appareil respiratoire ainsi qu’un faible
nombre de lymphocytes T mémoires. Ces lymphocytes CD8+ étant essentiels a la clairance
virale (Viuff et al., 2002; Taylor et al., 1995; Valarcher, Taylor, 2007).
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L’immunité acquise au cours d’une infection naturelle n’est pas durable, et ne prévient pas
des réinfections. Ces dernieres sont cependant subcliniques ou modérées car la réponse locale
est plus rapide et intense (Van der Poel et al., 1994; Kimman et al., 1987).

La différence de sensibilité des trés jeunes veaux (moins d’un mois) par rapport a des
veaux plus agés semble liée a leur moindre capacité a produire des médiateurs pro-
inflammatoires. Méme si la réplication est plus intense et les lésions pulmonaires plus
¢tendues chez les trés jeunes veaux, 1’expression clinique est moindre et s’expliquerait par

une production réduite de TNF-a (Antonis, 2010).

1.3 Signes cliniques

Le temps d’incubation est estimé entre 2 et 5 jours. L’infection peut étre
asymptomatique a subclinique dans 30% des cas, n’affectant que ’appareil respiratoire
supérieur. Les signes cliniques se résument alors & de la toux du 3°™ au 10°™ jour et un jetage
séromuqueux accompagné d’épiphora. Dans un peu plus de 50% des cas, le virus touche a la
fois 1’appareil respiratoire supérieur et profond (Verhoeff et al.,1984) et I’infection
s’accompagne alors d’une hyperthermie pouvant étre marquée a sévere (entre 40 et 42°C),
apparaissant 4 a 5 jours aprés infection, d’une polypnée identifiée entre les 3¢éme et 9¢me
jours post-inoculation, d’une dyspnée abdominale, ainsi que des signes moins spécifiques tels
qu’anorexie et abattement (Kimman et al.,1987; Bryson et al.,1983). Un syndrome de détresse
respiratoire aigu se manifestant par des oreilles et la téte basses, le cou tendu, une respiration
a bouche ouverte, la langue sortie, une émulsion de salive, une hypercapnie et une hypoxie
sévere peut aussi étre observé dans les cas ultimes. De I’emphyséme pulmonaire accompagné
de craquements ou de sifflements est aussi rapporté. Dans de plus rares cas, un emphyséme

sous-cutané peu apparaitre voire un pneumothorax.

La réinfection 3 mois aprés une premiere infection provoque peu a pas de signes
cliniques (Tjernehgj et al.,2003; Lehmkuhl, Gough, 1977).

Les formes cliniques les plus sévéres sont observees chez les veaux mais peuvent aussi
étre observées sur des bovins adultes notamment lorsque la plupart des animaux d’un
troupeau atteint sont naifs, alors que seuls les jeunes sont touchés lorsque la circulation virale
est fréquente (Elvander, 1996; Inaba et al.,1973; Verhoeff et al.,1984; Kimman et al.,1988).
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11.4. Lésions

111.4.1. Macroscopiques

Les parties cranio-ventrales des lobes pulmonaires sont modérément indurées, de
couleur rouge sombre traduisant une atélectasie lobulaire du territoire concerné. A la coupe, la
trachée, les bronches et bronchioles laissent apparaitre des sécrétions mousseuses a muco-
purulentes. Les 1ésions d’emphyséme interlobulaire, lobulaire et sous-pleural sont localisées
principalement dans les zones caudo-dorsales des lobes pulmonaires. Ces lésions traduisent
une bronchopneumonie interstitielle.

Les nceuds lymphatiques trachéobronchiques et médiastinaux peuvent étre hyperplasiques,
cedématiés voire hémorragiques (Bryson, 1993).
L’étendue des Iésions pulmonaires est significativement inversement corrélée a la capacité des

animaux a produire de I’'IFN-y (Hamers et al., 2007).

111.4.2. Histopathologie

Lésions des bronches et bronchioles (Bryson, Platten et al., 1991)
Les lésions microscopiques sont dominées par une pneumonie bronchio-interstitielle

exsudative et proliférative (Thomas et al., 1984).
Les lésions de I’escalator muco-ciliaire apparaissent dés lendemain de I’infection et les
mécanismes de réparation de ces derniéres a partir du 6°™ jour. A 10 jours, celles-ci sont en
voie de cicatrisation. La réplication et 1’excrétion virale sont observables dans toutes les
cellules de 1’épithélium bronchique, cilié ou non et atteignent un pic entre 4 et 5 jours post-
inoculation. Les cellules ciliées manifestent un nombre plus important de microvillosités, des
projections cytoplasmiques plus grandes et irrégulieres. Ces derniéres, obtenues par
détournement du cytosquelette de la cellule infectée, sont dirigées vers les faces apicales et
latérales des cellules et peuventrelier deux cellules a travers la lumiere de bronchioles
(Philippou et al., 1996). Les cellules épithéliales présentent une hypertrophie marquée, une
hyperplasie modérée a sévere et des syncytia pouvant présenter jusqu’a une dizaine de
noyaux.

L’¢épithélium est a la fois nécrotique et apoptotique, précéde par la desquamation des

cellules. Des neutrophiles sont fréquemment associés aux cellules infectées et des images de

fusion entre ces cellules sont observables. La proportion de macrophages par rapport aux
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neutrophiles augmente et des images de phagocytose sont observables. Au cours de la
cicatrisation, la part des cellules ciliées augmente progressivement et palie a mise a nu de la
membrane basale.

Certains auteurs n’observent pas in vitro d’effets cytopathiques du virus sur les

cellules de 1’épithélium de 1’arbre respiratoire (Liqun Zhang et al., 2002).

Lésions alvéolaires (Bryson, McConnell, et al., 1991)

Les lésions des cellules de 1’épithélium alvéolaire apparaissent entre le 4™ ot |o 8
jour post-inoculation. L’atteinte des pneumocytes de type I se manifeste par de la nécrose
cellulaire tandis que celle des pneumocytes Il se traduit par un profil plus étendu avec
hypertrophie, hyperplasie et formation de syncytia. Certains pneumocytes Il sont caractérises
par des projections nombreuses et irrégulieres de la membrane cellulaire traduisant le
bourgeonnement des particules virales.

L’hypertrophie, les syncytia ainsi que les bourgeonnements cytoplasmiques des pneumocytes
provoquent le rétrécissement de la lumiere alvéolaire. L’cedéme et ’afflux des neutrophiles,
de macrophages et de lymphocytes dans les capillaires et le milieu interstitiel induisent un
épaississement du septum alvéolaire (Bryson, 1993). Ces deux phénomeénes, accompagnés par
I’accumulation de débris cellulaires, de surfactant et de dépdts de fibrine résultent en une
obstruction de I’alvéole. Il est noté dans certains cas que le collapsus alvéolaire ne parait pas
justifié au vu de ’exsudat et des débris présents (Viuff et al., 1996). Une modification de la
quantité et/ou des propriétés du surfactant est aussi mise en cause.

Les multiples corps d’inclusions intra cytoplasmiques sont une autre caractéristique de 1’effet
cytopathique du virus. lls sont visibles dans le cytoplasme des cellules infectées, a proximité
des noyaux. lls sont composés de protéines N de nucléocapside par assemblage spontané des
protéines de nucléocapside et de matériel cellulaire, probablement des ARNm cellulaires
(Larsen, 2000).

Le processus de cicatrisation en présence d’une inflammation persistante et d’un
exsudat fibrineux, passe par une phase de multiplication importante des pneumocytes de type
I1, une infiltration de fibroblastes et une néo vascularisation. Les fibroblastes se développent
de maniére peu organisée puis donnent des polypes fibreux intra-alvéolaires et bronchiolaires
sur lesquels se développe un épithélium hyperplasique constitué de pneumocytes Il (pour

certains en cours de différenciation en pneumocytes 1). Ce phénomene appelé bronchiolite
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oblitérative fibrosante, traduit les travers des mécanismes de cicatrisation et induit a la fois
une baisse des surfaces d’échanges disponibles chez des animaux déja peu avantagés et une

diminution de la compliance pulmonaire préjudiciable a une circulation correcte de I’air

(Caswell, Williams, 2008).

1.5. Interactions avec d’autres agents pathogénes

Les affections respiratoires virales sont fréquemment initiatrices d’infections
bactériennes, certainement largement sous-estimées, dont le développement est facilité par
les Iésions de la barriére épithéliale, une diminution de I’activité de 1’escalator muco-ciliaire
couplé a une augmentation de la viscosité des sécrétions (Angen et al., 2009). L’infection
expérimentale par le VRSB suivie 6 jours plus tard d’une infection par Histophilus somni
induit une atteinte a la fois plus séveére et plus durable cliniguement, ainsi que des lésions
pulmonaires plus marquées que chez les témoins infectés seulement par 1’'un ou 'autre des
deux pathogenes (Gershwin et al., 2005). La sévérité de la clinique est par ailleurs couplée
aux titres en IgE sériques mesurés, et celle-ci ne se rétablit que lorsque la synthése d’1gG2
débute.

De méme, lors d’une coinfection avec Mannheimia haemolytica, la propension du
VRSB a inhiber la réponse lymphocytaire induit une hyperthermie, des signes cliniques
d’atteinte respiratoire, des lésions pulmonaires et une mortalité significativement supérieurs
(Woldehiwet, Sharma, 1992).

IV.LA VACCINATION CONTRE LE VRSB

V.1 Les modeles expérimentaux disponibles

Pendant de nombreuses années, il a été trés difficile de reproduire en modele
expérimental bovin la pathogénicité du VRSB observée dans les conditions naturelles.
De nombreux mod¢les utilisant des doses infectieuses diverses et des voies d’inoculation
variées (intranasale, intratrachéale, en nébulisation) n’ont en effet pas permis de recréer la
sévérité des signes cliniques et des Iésions pulmonaires rencontrées lors d’infections
naturelles (Larsen, 2000; Belknap, Ciszewski, Baker, 1995; Gershwin et al., 1998). D’autres
parameétres semblent intervenir, tels que la souche virale et son adaptation en cultures

cellulaires. Ainsi une méme souche, utilisée a la méme dose, infecte 4 veaux sur 4, lorsqu’elle
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est directement administrée sans passage sur cultures cellulaires bovines, alors qu’elle
n’infecte qu’un nombre trés réduit apres trois passages successifs (Stott, Taylor, 1985). In fine
des modeéles récents ont permis de reproduire plus efficacement la pathologie observée sur le
terrain, méme si une optimisation est encore possible. Ils utilisent pour la plupart de jeunes
veaux seronégatifs, un virus avec trés peu de passages en culture cellulaires ou réadapté a
I’héte et deux voies d’inoculation possibles, 1’aérosolisation ou 1’association intranasal-
intratrachéal des veaux (West et al., 1999; Tjgrnehgj et al., 2003; Boxus et al., 2007). Une des
conséquences est la difficulté, lors de tests d’évaluation de 1’efficacité vaccinale, d’obtenir de
la clinique suffisamment expressive dans le groupe contrdle permettant de faire une
comparaison entre lots vaccinés et non vaccinés. (Hagglund et al., 2004; Kalina et al., 2004;
Tjernehgj et al., 2003). Ainsi la démonstration de 1’efficacité vaccinale repose le plus souvent
sur une réduction de I’excrétion virale chez les vaccinés plutét qu’une réelle protection

clinique (Meyer, Deplanche, Schelcher, 2008).

Vv.2. La problématique de la vaccination contre les VRS

IV.2.1. Vaccination et immunopathologie

Dans les années 60, un vaccin expérimental inactivé au formol et adjuvé a 1I’aluminium
(« lot 100 ») a été testé sur un groupe de trés jeunes enfants d’un orphelinat. Il n’y a pas eu de
réactions déléteres immédiatement aprés vaccination et les enfants ont fait des réponses
sérologiques normales. Toutefois, I’infection par une souche naturelle de VRSH quelque mois
plus tard a entrainé une maladie sévere avec mortalité uniquement chez les enfants vaccinés
de I’orphelinat (Kim et al.,1969; Kapikian et al.,1969; Chin et al.,1969). Depuis il n’existe
pas de vaccin VRSH en santé humaine. Par la suite des travaux ont montré que
I’immunopathologie vaccino-induite se traduisait par la production d’IgE et la présence
d’éosinophiles a la fois dans le parenchyme pulmonaire et les sécrétions respiratoires,
résultant d’une activation préférentielle des cytokines de la voie Th-2 (IL-5, IL-13, IL-10) et
de médiateurs d’inflammation responsables de la réponse locale et de la bronchoconstriction
(Kalina et al.,2004; Waris et al.,1997; West et al.,1999). Cette immunopathologie vaccino-
induite n’a jamais été observée apres utilisation de vaccins atténués en modele souris. Des
phénomenes d’exacerbation vaccinale ont aussi ét¢ décrits pour le VRSB, lors de 1’utilisation
d’un vaccin inactivé (Schreiber et al.,2000) ou lors de modele expérimental (Antonis et al.,
2003; Gershwin et al.,1998).

-37-



Les difficultés du développement vaccinal relevent donc a la fois du virus et de la
réponse de 1’hote. Les défis de la vaccination sont de protéger cliniquement les individus et de
prévenir d’une infection naturelle, en stimulant une réponse en anticorps neutralisant
spécifiques et une réponse cellulaire auxiliaire de type Th-1 associée a la production de

lymphocytes T cytotoxiques.

Aucun vaccin n’est commercialement disponible a I’heure actuelle chez I’homme. La
seule alternative préventive disponible est une sérothérapie (Palivizumab, Synagis®)
constitué¢ d’IgG; monoclonaux humanises specifiquement dirigés contre la protéine de fusion.
Ce traitement, en raison d’un protocole d’une injection mensuelle pendant les 5 mois les plus
a risque, pour un colt d’environ 450€ par injection pour un nourrisson de 3kg, est réservé de
fait aux enfants les plus a risques (Dictionnaire Vidal, 2014).

Cette catégorie regroupe les enfants :

- nés a 35 semaines d’age gestationnel ou moins et de moins de 6 mois au début de
I’épidémie saisonniere a VRS,

- de moins de 2 ans ayant nécessité un traitement pour dysplasie broncho-pulmonaire au
cours des 6 derniers mois,

- de moins de 2 ans atteints d’une cardiopathie congénitale avec retentissement
hémodynamique. (Committee on Infectious Diseases 2009; European medicine
Agency, 2009)

Selon 1’age du fcetus, il faut aussi composer avec la présence des anticorps maternels, donc
adapter le protocole vaccinal alors que la fenétre la plus sensible se situe pendant la phase de
décroissance des anticorps colostraux, et éventuellement entre deux rappels du protocole.

Des cas de résistance liée a une réversion virale ont été décrits in vivo et in vitro suite a
I’utilisation de ces anticorps monoclonaux (Zhao et al., 2006, 2000; Zhu et al., 2011). La
méme stratégie a été développée expérimentalement avec succes chez les bovins (Thomas et
al., 1998).

Les enjeux chez les animaux de rente sont différents, et un risque minime est acceptable.
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1V.2.2. Vaccination et variabilité des virus

Bien que la réponse lymphocytaire CD8+ et cytotoxique soit essentielle pour
I’élimination du virus suite a une infection aigué, la réponse humorale, protege des
réinfections et est recherchée dans le développement vaccinal. Elle est majoritairement dirigee
contre les protéines F et G. Les anticorps sériques jouent un réle plus particulierement dans
I’infection de 1’arbre respiratoire profond tandis que les Ig sécrétées (IgA, IgM et certaines
1gG), certes plus transitoires et locales sont impliquées dans la régulation de I’infection de

I’arbre respiratoire supérieur (Meyer, Deplanche, Schelcher, 2008).

Par ailleurs la variabilité génomique et antigénique des VRS pourrait avoir des
implications sur le développement des vaccins. La variabilité de la séquence nucléotidique de
la glycoprotéine G du VRSB est de 1’ordre de 15% (Prozzi et al., 1997). Elle est largement
inférieure a celle du VRSH qui atteint jusqu’a 45% (Meyer, Deplanche, Schelcher, 2008),
mais elle a suffi, sur la base d’anticorps monoclonaux, a classer les souches en sous-groupes
A et B (Furze et al., 1994), AB et non-typé. Des anticorps dirigés contre une souche du sous-
groupe A ne reconnaissent que partiellement une autre souche du méme sous-groupe, de
maniere plus modérée une souche du sous-groupe AB, et ne reconnaissent pas les souches des
sous-groupes B et non-typé (Furze et al., 1997). Les mutations induisant ces différences
prennent place dans une région immuno-dominante de la protéine G (domaine 174 a 188 des
acides amingés), et peuvent contribuer a 1’absence de protection croisée entre les souches
vaccinales et de terrain. Toutefois certains auteurs jugent que par rapport au VRSH, la
variabilité antigenique du VRSB est trop faible pour donner lieu a une telle dichotomie et
penchent pour un seul groupe antigénique contenant plusieurs variants (Elvander et al., 1998;
Prozzi et al., 1997; Furze et al.,1997; Schrijver et al., 1997; Larsen et al., 1998).

Concernant la variabilité génétique des VRS, comme tous les virus a ARN brins
négatifs elle est principalement due a des mutations liées aux erreurs de copie de I’ARN
polymérase ARN dépendante. Il a été démontré que le VRSB évoluait sous forme de quasi-
espéces virales avec des fréquences de mutations autour de 10 substitutions/nucléotide
(Deplanche et al., 2007). Ce systeme permet un échappement rapide a un épitope linéaire
comme cela a été montré en thérapie virale avec 1’apparition de cas de résistances (autour de
5% des virus) a un anticorps monoclonal anti-F humain commercialisé (palivizumab) (Walsh,
Falsey, Sullender, 1998; Sullender, Edwards, 1999). Pour le VRSB une classification en 6
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sous-groupes a été proposée sur base des séquences des genes N, F et G. Cette classification
suggere une répartition géographique et une évolution continue des isolats de VRSB liée a la
pression vaccinale (Valarcher et al., 2000; Elvander et al., 1998). Qui plus est, les mutations
observées au cours de 1’évolution du VRSB sont préférentiellement localisées sur les épitopes
deGetF.

IV.2.3. Vaccination et age de la population cible

L’objectif de la vaccination contre le VRSB est de protéger les veaux dés les premiers

jours contre le VRSB.

Or, la réponse immunitaire développée par les nouveau-nés est souvent plus faible que
chez les adultes. Ceci est en partie di a I’'immaturité de la réponse cellulaire. Les lymphocytes
T possedent une capacit¢é moindre de syntheése d’IL-2 et d’IFN-y et les macrophages sont
moins sensibles a cet interféron (Melvin et al.,1995; Marodi, 2006). Ce défaut semble couplé
a une réponse humorale incompléte dont les principales hypothéses sont la non-accessibilité
des épitopes par les lymphocytes B, étant masqués par la fixation de ces anticorps et une
clairance plus rapide du couple anticorps-antigéne par rapport a I’antigéne seul (Hagglund et
al., 2011; Getahun, Heyman, 2009).

Par ailleurs, si la mére a été infectée par le VRSB elle transmettra ainsi ses anticorps
(85% sous forme d’IgG1) au veau via le transfert colostral (Borghesi et al., 2014; Stelwagen
et al., 2009; Mawhinney, Burrows, 2005; Dudek et al.,2014). Globalement on considere que
ce transfert pourrait apporter une protection des veaux contre une infection naturelle a VRSB,
mais que cette protection n’est que partielle (Hagglund et al., 2004; Meyer, Deplanche,
Schelcher, 2008; Valarcher, Taylor, 2007). Apres infection, les virus sont détectés en
proportions semblables dans le LLBA chez les veaux agammaglobulinémiques et chez les
veaux ayant regu le colostrum. Cependant, les 1ésions et 1’altération des échanges gazeux sont
plus importantes lorsque les veaux n’ont pas recu de colostrum (Belknap et al., 1991). Il
n’existe pas de données sur la protection apportée par le colostrum lorsque les méres ont été

vaccinées en fin de gestation.

Les résultats de Kimman (1987) montrent que les anticorps anti VRSB d’origine
maternelle limitent la réponse humorale naturelle tant locale que systémique aprées infection
des veaux, avec un effet dose entre titre en IgG spécifiques du VRSB et réponse du veau
(Kimman et al., 1987).
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Toutefois cette interférence ne concernerait pas la réponse cellulaire. Bien que les
anticorps d’origine maternelle semblent limiter la réponse immunitaire humorale induite lors
d’utilisation de vaccins vivants atténués ou de vaccins inactivés, ces veaux sont
ultérieurement protégés contre une inoculation d’épreuve (Patel, Didlick 2004; Vangeel et al.,
2007). Cela est probablement li¢ a 1’induction d’une réponse cellulaire lors de la vaccination,

qui elle n’est pas modifiée par la présence des anticorps maternels.

Cet effet suppresseur, corrélé a la concentration en anticorps maternels apparait plus
important dans 1’arbre respiratoire profond (Hagglund et al., 2011). De fait, les stratégies les
plus récentes ont misé sur I’immunisation mucosale avec des virus vivants atténués par voie
intranasale. Cette immunisation intra-nasale confere une protection forte et rapide, méme en

présence d’anticorps colostraux (Kimman, Westenbrink, Straver, 1989).

La méme problématique a été soulevée en médecine humaine (Crowe, Firestone,
Murphy, 2001).

1V.3. Les vaccins contre les VRS
IV.3.1. Vaccins commercialisés

Le premier vaccin pour bovins est apparu a la fin des années 1970 (Zygraich, 1982),
celui-ci est toujours commercialisé a I’heure actuelle.

Au moins 90 spécialités vétérinaires contenant une valence VRSB sont disponibles
dans le monde (Vetvac - A free online database of livestock veterinary vaccines, 2015), la
plupart sont des variantes d’une méme souche vaccinale, qui différent soit par les associations
avec différentes valences (BoHV-1, BVDV, Leptospira, Mannheimia,...), soit par la
dénomination selon les zones de commercialisation.

Cing vaccins, listés en annexe 1, sont disponibles en France et chez une partie de nos
voisins européens (Allemagne, Royaume-Uni, Irlande, Belgique,...) (Index des RCP, 2015).
Un vaccin inactivé par voie générale, trois vaccins atténués par voie générale et un vaccin
atténué par voie intranasale. Pour le vaccin inactivé, utilisé depuis 10 ans a des millions de
dose, il n’existe pas de données de pharmacovigilance faisant état des problémes
d’immunopathologie vaccino-induite. Deux nouvelles spécialites, a virus inactivé, ont obtenu

leur autorisation de mise sur le marché le 10 novembre 2015 (annexe 1).

La réponse humorale systémique, lors d’essais comparatifs, est meilleure lorsque les

veaux sont vaccinés avec un vaccin vivant modifié par rapport a un vaccin inactivé (Ellis et
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al., 1995). L hypothése avancée pour expliquer ces différences est 1’altération des épitopes de

la protéine de fusion F lors du processus d’inactivation.

Vaccins inactivés

Malgré les déconvenues des premiers essais vaccinaux humains, la recherche
vétérinaire n’a pas délaissé ces vaccins inactivés. Beaucoup d’essais ont été reproduits chez
les bovins avec des vaccins inactivés au formol. Ils induisent une réponse en anticorps
neutralisants correcte (Gershwin et al. 1998; Kalina et al. 2004). Toutefois certains essais
comparatifs ont montré que les anticorps produits par ces vaccins étaient moins neutralisants

que ceux obtenus avec un virus vivant (Ellis, Hassard, Morley, 1995; Kerkhofs et al., 2004).

Leur pouvoir immunopathologique dépend beaucoup du processus d’inactivation et de
I’adjuvant utilisé. Par ailleurs lorsqu’ils sont utilisés pour des rappels, les vaccins inactivés au
formol n’induisent pas les symptomes observés suite a leur usage en primo-injection (Waris et
al., 1997).

Les essais d’efficacité des vaccins inactivés ont montré une réduction des signes
cliniques et des titres infectieux suite a une inoculation d’épreuve. Certains ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché. Cependant, plusicurs d’entre eux ont été retirés pour
raisons économiques ou parce que la pharmacovigilance a révélé qu’un des composants de
I’adjuvant (polyvinylpyrrolidone (PVP)) de certains lots induisait une sensibilisation envers
les excipients de certains antibiotiques, et une réaction anaphylactique (Clark, 1994;
O’rourke, 2009; Howard et al.,1987; Larsen, Tegtmeier, Pedersen, 2001). Un vaccin
commercial inactivé a di étre retiré du marché pour exacerbation des signes cliniques lors
d’infection naturelle a VRSB (Schreiber et al., 2000). Le seul vaccin inactivé disponible a
I’heure actuelle est le Bovilis Bovigrip® (MSD- Intervet), mis sur le marché en 2002. Il
présente la particularité d’étre adjuvé par la saponine (Ellis et al., 2001, 2005). Il a montré son
efficacité tant en terme de réduction des signes cliniques que d’excrétion virale. Il
actuellement commercialisé et n’est pas associ¢ a des phénoménes immunopathologiques
(Patel, Didlick, 2004; Woolums et al., 2004; Antonis et al., 2003).
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Vaccins vivants

Etant donné qu’une infection naturelle confére une immunité forte et n’induit pas de
réponse exacerbée lors d’une réinfection ultérieure, les premieres recherches se sont
concentrées sur les vaccins vivants. Les premiers vaccins ont été mis sur le marché au début
des années 80, par voie systémique, par peur de réversion virale, transmission horizontale, et
de recombinaison avec une souche sauvage bovine ou humaine. Ils ont été atténués par des
passages successifs en cultures cellulaires. Ces vaccins vivants ont montré expérimentalement
une protection partielle a compléte selon les auteurs suite a une épreuve virulente (Xue et al.,
2010; Vangeel et al., 2007; Kerkhofs et al., 2004; Harmeyer et al., 2006). Sur le terrain, la
prévalence clinique de maladie, les performances zootechniques de jeunes animaux a
I’engraissement ou en début de lactation mettent en évidence une amélioration limitée liée a la
vaccination (Theurer, Larson, White, 2015; Schunicht et al., 2003; Ferguson, Galligan,
Cortese, 1997; Hunsaker, Tripp, Smith, 2007)

Une potentialisation des signes cliniques a été suggérée par une suite a I’utilisation
d’un vaccin vivant commercial (Rispoval RS®) alors que le virus sauvage circulait dans
I’élevage (Kimman et al., 1989). Cependant les données de cette publication étaient trop rares

pour confirmer cette hypothese.

Un vaccin utilisable par voie mucosale a été commercialisé en 2006. L’ immunisation
intra-nasale avec du VRSB atténué confere, expérimentalement une protection clinique et
virologique partielle & compléte, mais rapide dés 10 jours, y compris en présence d’anticorps
colostraux (Vangeel et al.,2007). La vaccination intranasale induit cependant une persistance
de la souche vaccinale jusqu’a 20 jours dans les voies respiratoires supérieures du veau,
sujette a une possible réversion virale. Certains essais rapportent une transmission horizontale

de la souche vaccinale (Vangeel et al., 2007; Timsit et al., 2009).

IV.3.2. Vaccins a I’étude

Les vaccins a virus inactivés entiers administrés par voie parentérale sont considérés
comme faiblement inducteurs d’une réponse mucosale par la production d’IgA et d’une
réponse lymphocytaire cytotoxique. De plus le risque existe, via I’inactivation, de dégrader les

épitopes immunogenes et d’induire une réponse exacerbée lors d’une infection ultérieure.
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D’un autre coté, les vaccins vivants atténués induisent une réponse immunitaire similaire a
celle observée lors d’infection naturelle. Lorsqu’ils sont administrés par voie intranasale ils
interférent moins avec I’immunité maternelle.
Il est possible de générer de tels virus par passages cellulaires successifs, mais cette technique
d’atténuation ne permet pas, la plupart du temps, de conserver une immunogénécite suffisante
(Kimman et al.,1987).
Dans les deux cas, ’excrétion virale persiste et peut favoriser 1’apparition de mutants liés a la
pression de vaccination.

Pour pallier a ces problemes, les avancées récentes mettent en jeu des vaccins
recombinants ou vectorisés issus d’ADNc, qui offrent a la fois, le caractére vivant atténué, la

stabilité génétique et le faible risque de réversion.

Vaccins recombinants

Avec le développement de la technique dite de génétique inverse, il a été possible de
construire des virus modifiés génétiquement. Ainsi plusieurs virus recombinants, délétés d’un
géne ou mutés, ont été produits. Le but est double, il permet a la fois de comprendre le mode
d’action de chaque protéine sur 1’hote et d’évaluer les propriétés immunogenes de chacune

d’elle pour les tester sous forme de vaccin.

Les principaux épitopes sont localisés, pour le RSV, sur les protéines N, M, NS2, M2-
1, F et G. Expérimentalement, les protéines M2, N et surtout F sont les principales cibles

d’une réponse lymphocytaire de type Thl avec intervention de lymphocytes cytotoxiques
(Taylor et al., 1997; Gaddum et al.,2003).

Des virus recombinants rBRSVAG, dont la protéine G est absente de la surface du
virion apparait fortement atténué lors d’une administration intranasale. Ce virus permet
pourtant la production d’anticorps neutralisants mais dont le titre est de 4 a 32 fois inférieur a
celui provoqué par le virus dont il est issu (Schmidt et al., 2002). De fait, malgré une
réduction significative du titre viral a la fois dans le nasopharynx et dans le parenchyme
pulmonaire, la protection est inferieure a celle conférée par la souche parente. Les virus
recombinants AG semblent trop atténués pour induire une réponse protectrice complete.

La glycoprotéine G, peut activer une réponse en lymphocytes T cytotoxiques que chez les

bovins. En modele souris cette protéine serait cependant plutét associée a une réponse
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lymphocytaire de type Th-2 et potentiellement associée a une immunopathologie viro-induite
(Fogg et al., 2001; Antonis et al., 2006; Openshaw, Clarke, Record, 1992).

Le virus recombinant exprimant seulement la protéine Gm semble par son innocuité et
sa stimulation antigénique étre un candidat potentiel. La réplication s’cffectue quasi
exclusivement dans 1’arbre respiratoire supérieur. La protection conférée par ce virus est
bonne et la réponse, tant cellulaire qu”humorale identique a une infection naturelle (Valarcher,
Taylor, 2007). 11 faut toutefois qu’il intégre soit des épitopes fortement conservés et/ou
communs aux différents sous-types viraux. Cependant, la proximité avec le virus sauvage
étant proche, les réversions sont possibles et n’ont pas été étudiées (Meyer, Deplanche,

Schelcher 2008).

La protéine de fusion, lorsqu’elle est exprimée seule sur virus recombinants induit une
réponse Th-1 avec intervention de lymphocytes T cytotoxiques.
La modification de la séquence de clivage FCS-2 ou de pep27, ne modifie pas la réplication
virale dans 1’appareil respiratoire et provoque une réponse inflammatoire mineure, faisant de
ces virus des candidats potentiels pour d’éventuels vaccins L’inoculation intratrachéale et
intranasale a des veaux d’un virus recombinant dont la sequence de clivage FCS-2 a été
modifiée, induit une production d’anticorps neutralisants, 1’activation d’une réponse
lymphocytaire spécifique et une immunité protectrice 6 semaines aprés instillation.
Des virus recombinants dont la séquence de pep27 a été remplacée par les séquences codant
pour I’IL2, I’IL4 ou encore I'IFN-y ont été produits (Konig et al., 2004). Ils n’ont été testés
que sur le VRSH, produisant un virus atténué chez la souris, mais dont la production
d’anticorps et la réponse cellulaire n’est pas plus importante qu’une infection naturelle
(Bukreyev et al., 1999, 2000). Dans la méme approche, la délétion de la séquence de pep27,
n’affecte pas la réplication et n’induit pas d’inflammation et 1’absence de virokine pourrait
s’avérer intéressant pour la réponse immunitaire innée de 1’hote. Ce vaccin est cependant trop
peu immunogeéne, la virokine semblant étre nécessaire a une réponse correcte (Valarcher et
al., 2006).

Des essais de virus recombinants dont les génes des protéines NS1 et/ou NS2 ont été
délétés montrent que de faible titres viraux sont détectés au niveau du nasopharynx pendant 1
a 2 jours, mais aucun virus n’est détect¢é une Semaine apres infection intranasale et

intratrachéale au niveau pulmonaire. Aucune lésion macro et microscopique n’a été par
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ailleurs observée. La réponse a cet essai vaccinal, plus marquée chez le mutant -BRSVANS2,
résulte en une production d’anticorps spécifiques d’IFN-y, et I’induction d’une réponse T
CDA4+ protectrice contre une épreuve virulente avec une souche de terrain et s’affranchit des
effets suppresseurs de ces protéines sur les interférons de type I. La capacité supérieure du
mutant ANS2 est probablement due a une induction plus forte de la production d’interféron o
et B.

Cependant, bien que ce virus soit immunogene et atténué, il n’a pas été testé en présence

d’anticorps d’origine maternelle (Valarcher et al., 2003, 2001).

La transposition des génes G et F des positions 7 et 8 en position 3 et 4 permet
d’exprimer ces protéines de fagon plus importante dii au gradient de transcription de
Iextrémité 3° vers 5° (11.2.2.). Cette technique aboutit a la formation d’un virus vivant atténué
protecteur vis-a-vis d’une infection (Valarcher, Taylor, 2007; Krempl et al., 2002). 1l serait
possible, dans cette optique, d’augmenter la liaison du complexe polymérase avec le génome
pour favoriser la transcription de génes précis en modifiant la séquence de certains

promoteurs et/ou de contenir la réplication.

La protéine M2 induit une réponse lymphocytaire cytotoxique exacerbée lorsqu’elle

est la cible de la reponse immunitaire mais uniquement pour le VRSH et en modele souris.

Des mutants délétés de la protéine de SH présentent un profil de réplication atténué au
niveau pulmonaire mais inchangé au niveau nasopharyngé chez le veau. Un vaccin
experimental BRSV délété du gene SH et utilisé par voie intranasale chez des veaux a fait
preuve de son efficacité clinique et virologique contre une inoculation d’épreuve sévere
(Blodorn et al., 2014).

De toutes ces études il ressort que les principales protéines immunogenes du VRS sont
la glycoprotéine F puis les protéines N et G.

Vaccins ADN
D’un point de vue général, les vaccins ADN sont efficaces pour induire une réponse

cellulaire T CD8+. Leur principaux avantages résident dans leur capacité théorique a étre
utilisée chez les nouveau-nés, leur facilité d’usage, la synthése endogéne d’antigéne, la

possibilité d’adjoindre des s€quences codant pour des molécules de classes I du CMH, for¢ant
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la réponse cellulaire et 1’abstraction des effets inhibiteurs des anticorps colostraux (Jie Zhang
et al., 2002; Li et al., 1998).

La plupart des études ont été menées en modéle murin. Les vaccins recombinants a
ADN codants pour les protéines F ou N ont montré leur capacité a orienter la réponse
immunitaire de type Th1-CD8+. Cependant Taylor et coll., ont mis en évidence que ce type
de vaccination nécessitait un nombre plus important d’injections pour finalement une moindre
réponse humorale, et donc plus de temps pour la mise en place de I’immunité (Taylor et al.,
2005). Certains de ces vaccins pourraient étre plus efficaces s’ils sont utilisés en primo
injection suivi d’un rappel avec un vaccin inactivé ou un vaccin sous-unité basé sur la
protéine F (Hamers, Juillard, Fischer, 2007; Martinez et al.,1999; Boxus et al., 2007).

D’autres essais ont utilisé des vaccins recombinants & ADN basés sur un plasmide
codant pour la protéine N de nucléocapside. Les résultats mettent en évidence que la protéine
N devient une cible des lymphocytes CD8+ (Riffault et al., 2010). Les vaccins ADN basés sur
la protéine N de nucléocapside diminuent 1’excrétion virale et les Iésions pulmonaires sans
exacerbation des symptomes chez des veaux aprés épreuve virulente. La protection clinique
n’est que partielle. La réduction des signes cliniques est meilleure lorsque ce vaccin est base

sur la protéine de fusion F (Letellier et al., 2008).

IV.3.3. Intérét des adjuvants pour les vaccins inactives

Dans le cadre de la vaccination contre le VRS, I’objectif des adjuvants est de stimuler

la réponse immunitaire tout en I’orientant vers une voie protectrice de type Thl.

Saponines
La saponine est un dérivé tri-terpénique extrait le plus souvent de Quillaja saponaria

Molina, un arbre endémique du continent sud-américain dont 1’écorce est riche en saponines.
Le Quil-A est un mélange hétérogéne de saponines présentant des toxicités différentes,
acceptable en vaccinologie vétérinaire, mais non en humaine. L’obtention par purification du
compose  QS-21 permet de réduire la toxicité, notamment 1’hémolyse et la nécrose locale,
tout en conservant les propriétés immunogénes de stimulation a la fois des voies cellulaires et
humorales (activation des lymphocytes T cytotoxiques, production d’IgG2) et favorisant la

prise en charge d’antigénes par les cellules présentatrices d’antigénes (Hu et al., 2015). La
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production d’anticorps est multipliée par 100 lorsque la saponine est I’adjuvant par rapport a
I’antigéne seul (Kensil et al., 1991). Il est en outre I’adjuvant de nombreux essais cliniques
vaccinaux chez I’homme contre le VIH, la leishmaniose viscérale, les cancers du sein, du
poumon, de la prostate,...(Hu et al., 2015). Cet adjuvant est d’ailleurs utilisé dans un vaccin
commercial (Bovilis Bovigrip®, inactivé au formaldéhyde) et montre de meilleurs résultats
que I’oxyde d’aluminium (Ellis et al., 2005; Stott et al., 1984; Hancock et al., 1995).

Les complexes immunostimulants
Les complexes immunostimulants (ISCOMs) sont des adjuvants puissants, mis au

point au début des années 1980, basés sur 1’association steechiométrique de saponine (Quil-
A), cholestérol, phospholipides et protéine antigénique (Morein et al., 1984). Ces complexes
présentent une toxicité moindre par rapport au Quil-A ou au QS-21seuls (Hu et al., 2015). lls
ont montré leur efficacité dans I’activation des lymphocytes T CD8+ ainsi que la réponse
mucosale IgA par action sélective via I’IL12 et non sur I’'1L4 (Sjolander et al.,1998; Hu et al.,
2001). Leur efficacité a été démontrée en présence d’anticorps d’origine maternelle chez des
veaux de 3 a 8 semaines et de 7 a 15 semaines (Hagglund et al., 2011, 2004), par épreuve
virulente intranasale aprés deux injections en comparaison avec un vaccin inactivé
commercial et un témoin non vacciné. Les perturbations cliniques sont mineures a nulles et
significativement moindres avec le vaccin ISCOM qu’avec le vaccin commercial ou le
témoin. De plus la réponse IgA est plus rapide et intense, la production d’IgG est
significativement meilleure et I’excrétion virale est quasi nulle par PCR et culture virale. Ces
résultats sont qualitativement comparable a la réponse immunitaire a une infection sauvage
(Kimman et al., 1987).

Les oligodesoxynucléotides (ODN)
Les CpG ODNSs sont des brins d’ADN monocaténaire non méthylés composés d’une

cytosine et d’'une guanine liées par une fonction phosphodiester (CpG) auquel sont adjoints
deux purines en 5’ et deux pyrimidines en 3°. Ce motif permet la liaison aux récepteurs de
type TLR des cellules dendritiques, des macrophages, des lymphocytes et des natural-killer,
induisant une production de diverses interleukines (IL-1, 1L-6, 1L-10, IL-12), de TNF-a et
d’IFN-y (Filion et al., 2003; Mapletoft et al., 2006). Cet adjuvant permet une réponse
immunitaire fortement orientée Th-1 caractérisée par de forts titres en IFN-y et une production
d’IgG2 spécifiques. Son efficacité et sa sécurité ont ét¢ démontrées chez la souris et de jeunes

veaux (loannou et al., 2002, 2003). L’utilisation de cet adjuvant dans un vaccin inactivé au
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formol, apres épreuve virulente développe cette réponse cellulaire importante, réduit la
production d’IL-5 et la multiplication virale dans le poumon (Mapletoft et al., 2009;
Oumouna et al., 2005; Mapletoft et al., 2006). De plus, aucun signe clinique exacerbé n’a été
observé malgré ’'usage d’un vaccin inactivé au formol par voie intranasale ou sous-cutanée,
chez la souris comme chez le veau dans ces trois essais. Prince (Prince et al., 2003) rapporte
en revanche que I’emploi de cet adjuvant combiné a la protéine F par voie nasale chez le
sigmodon, entraine une réaction vaccino-induite suite a 1’épreuve virulente malgré une

réponse humorale correcte.

CONCLUSION

Les paralleles entre le VRSH et le VRSB, permettent, par leur proximité
épidémiologique et physiopathologique, d’appréhender les mécanismes a la fois viraux et de
la réponse de I’hote lors de I’infection. Les études sur le VRSH contribuent aux VRSB par
I’apport de détails précis pour la compréhension des mécanismes de réaction immunitaire
spécifiques et les moyens de contourner une réponse de I’hote débilitante. Le VRSB a pendant
pres de 40 ans offert un modele animal plus proche dans 1’expression clinique que les especes
de laboratoire semi-permissives, hormis le chimpanzé chez qui I’inoculation d’épreuve est
réalisée, pour des raisons éthiques, avec des souches atténuées. Depuis quelques années,
I’'usage du modéle ovin, permissif a la fois pour le VRSH et le VRSB s’est développé (Levast
et al., 2013). L’agneau présente 1’avantage d’avoir un systéme respiratoire cellulairement et
mécaniquement plus proche du nourrisson que du veau, un poids a la naissance du méme
ordre de grandeur et plus de facilité pour I’expérimentation. Les connaissances sur ces deux
virus avancent en paralléle et servent alternativement et réciproquement 1’une des deux
especes. Certes il existe des vaccins dans 1’espéce bovine depuis de nombreuses années alors
qu’aucun n’est disponible commercialement chez I’homme, mais I’efficacité des spécialités
mises sur le marché est pour I’heure incompléte. Elle est a mettre en relation avec les logiques
économiques et éthiques acceptables dans chaque espece.

De nombreux vaccins ou associations vaccin/adjuvant prometteurs sont a 1’étude pour
offrir une protection clinique compléte et sire, sans risque de réversion virale, une absence
d’interférence avec les anticorps d’origine maternelle et une immunité durable.

En attendant la commercialisation de ces vaccins, des pistes existent pour tenter
d’optimiser I'utilisation des vaccins actuels. L’une d’entre elles, consiste a protéger les veaux

dés la naissance par I'immunité maternelle, en immunisant les meres en fin de gestation et
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sous réserve d’un transfert colostral correct au veau. Cette hypothése, est spécifique de
I’espéce bovine car la placentation épithéliochoriale ne permet pas le passage des
immunoglobulines circulantes contrairement a la placentation hémochoriale humaine. Des
essais cliniques de phase Il sont néanmoins en cours de déploiement par la firme
GlaxoSmithkline aux Etats-Unis (n° NCT02360475), en Australie et en Europe (EudraCT
number : 2014-002688-14) pour tester I’innocuité d’un vaccin expérimental dirigé contre le

VRS dont I’indication serait la protection des nouveau-nés par transfert d’immunité in utéro.
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SECONDE PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

I. CADRE GENERAL ET OBJECTIFS

La vaccination contre le VRSB repose actuellement sur I’immunisation des veaux.
L’utilisation du seul vacin inactivé trivalent disponible (Bovilis Bovigrip, MSD Santé
Animale), dirigé contre le VRSB, le bPI3 et M. haemolytica, se fait par deux injections a 3-4
semaines d’intervalle, avec une primoinjection a partir de 15 jours d’age. Les veaux ne sont
donc protégés au plus tot que vers 6 semaines d’age. Pour les vaccins atténués, un vaccin
utilisable par voie intranasale (Rispoval® intranasal, Zoetis) possede une prescription
d’immunisation a partir de 9 jours pour une protection entre 15 et 20 jours. Il existe donc une
fenétre de forte sensibilité au virus entre la naissance et les trois premiéres semaines, ou il n’y
a pas de possibilité de protection vaccinale. Toutefois si les méres ont été infectées par le
VRSB, les anticorps anti VRSB seront présents dans le colostrum et assureront une protection
partielle au veau (Kimman et al., 1987). La situation dépend bien sir de la prévalence
sérologique du VRSB dans I’élevage.

Pour les élevages de faible prévalence désirant protéger les veaux des la naissance, la
stratégie pourrait alors étre de vacciner les meres en fin de gestation afin de fournir une
protection a I’ensemble des veaux via le transfert colostral.

Cette stratégie est d’ailleurs celle utilisée pour protéger les veaux d’une partie des
agents étiologiques des entérites néonatales depuis plus de 30 ans. Plus récemment une étude
terrain sur la vaccination de vaches en fin de gestation avec le vaccin inactivé Bovilis
Bovigrip® a été associée a des titres sériques en IgG spécifiqgues du VRSB (ELISA)
significativement supérieurs (pendant au moins 12 semaines) chez les veaux recevant du
colostrum des vaches vaccinées (Dudek et al., 2014). De méme une étude expérimentale a
montré une efficacité partielle de la vaccination de vaches en fin de gestation avec le vaccin
inactivé Bovilis Bovigrip®, contre une inoculation d’épreuve a M. haemolytica chez les
veaux ayant recu le colostrum des vaches vaccinées (Makoschey et al., 2012).

L’objectif de ce travail de thése était d’évaluer la protection de jeunes veaux contre
une infection par le VRSB via la vaccination des meéres en fin de gestation et le transfert de

I’immunité maternelle.
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Il. MATERIEL ET METHODES

1.1 Vaccination des meéres, récupération des colostrums et distribution aux

veaux

11.1.1. Vaccination et suivi des vaches

Soixante vaches de race Prim’holstein et Normande, d’un élevage expérimental
(INRA-Domaine du Pin, 61 EXMES), ont été testées par ELISA (LsiVRSB Elisa kit, Life
Technologies) et par séroneutralisation. L’ELISA utilisé dans cette étude permet d’attribuer
une note qualitative en 5 classes (négatif (-), faiblement positif (+), titre moyen (++), élévé
(+++) et tres élevé (++++)). Parmi ces vaches, 32 présentant des titres en anticorps VRSB
nuls & faibles ont été retenues. Ces vaches sélectionnées étaient entre leur 2°™ et 4°™
lactation. Les animaux ont été répartis en deux groupes de 16 animaux de maniere a avoir une
répartition équivalente entre vaches séronégatives et faiblement positives dans chaque groupe.
Les animaux du groupe « vacciné » ont été immunisés par deux injections a 4 semaines
d’intervalle avec un lot commercialisé de Bovilis Bovigrip® (lot n°’A075A01 (02762002)),
suivant le protocole du fabricant: a chaque immunisation, injection de SmL d’un flacon
ouvert depuis moins d’une heure, par voie sous-cutanée au niveau de I’encolure. La seconde
injection se situait un mois avant la date presumee du vélage. Les animaux du groupe « non-

vacciné » n’avaient rien recu.

Les 32 vaches étaient en paralléle suivies en anticorps VRSB par ELISA indirect (Lsi
Vet Bovine RSV, Life technologies) et par séroneutralisation aux deux dates d’injection (7 et
8 mois de gestation) puis au vélage. Ceci permettait de suivre 1’absence de séroconversion des
vaches non-vaccinées et la séroconversion des vaches vaccinées. Par ailleurs, la détection
directe de virus par PCR (RT-qPCR, Tagvet BRSV, Lissieu, Life technologies) sur

écouvillons nasaux a été realisée chaque semaine pendant les deux derniers mois de gestation.

11.1.2. Collecte et conservation des colostrums

Les colostrums de premiére et deuxiéme traite de chaque vache ont été collectés, les
quantités de colostrum étant comprises entre 4 et 10 litres. La teneur totale en
immunoglobulines a été mesurée. Les anticorps spécifiques dirigés contre le VRSB ont été

détectés par ELISA et titrés par séroneutralisation.
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La réponse en anticorps neutralisants a été analysée sur les prélévements de petit lait
par test de neutralisation en microplaque a quantité de virus constant vis-a-vis de la souche
VRSB 3761. Brievement, le colostrum a éte centrifuge a 2500 tours/min pendant 30 minutes a
+8°C. La couche superficielle de graisse a été dégagée pour récupérer le petit-lait. Des
dilutions (facteur 2, allant des dilutions % a 1/4096) des petit-laits ont été incubées 1 heure a
37°C en présence du VRSB, de maniére a avoir au final entre 150 a 200 TCIDso (100 pL) par
puit de plaques a 96 puits. Les serums sont ensuite déposeés sur cellules MDBK confluentes a
95%, en plaques 96 puits, pendant 2 heures a 37°C. Le milieu est ensuite enlevé, trois lavages
en milieu MEM sont réalises et les cellules sont ensuite incubées en milieu MEM base avec
5% de HS (Horse sérum). Les plaques sont mises a incuber pendant 4-5 jours a 37°C en étuve
a 5% de CO,. La présence de virus est révélée par détection de I’effet cytopathique. Les titres
ont ét¢ évalués comme I’inverse de la dilution de sérum protégeant 50% des puits de cultures
cellulaires (cellules MDBK, ATCCC CCL-22). lls sont exprimés en EDsq selon la méthode de

Spearman-Karber.

La réponse en anticorps ELISA a été analysée sur le petit-lait selon les instructions du
kit LsiVRSB Elisa kit (Life Technologies). Ce kit n’a pas été validé pour tester les anticorps

anti VRSB sur le colostrum.

Les colostrums ont été identifiés et conservés individuellement a -20°C.

11.2. Distribution des colostrums et suivi du transfert colostral

Deux mois apres la récolte des colostrums, 28 veaux males, de race Prim’holstein et
Normande, nés en décembre 2013, dans le méme élevage (station d’élevage INRA-Domaine
du Pin), ont été nourris avec les colostrums préalablement conservés. Le colostrum d’une
vache a servi a nourrir un veau. Pour cela, chaque veau était séparé le plus rapidement
possible de sa mére et recevait le colostrum alloué (préalablement décongelé au bain-marie a
45°C) dans les 6 heures apres la naissance, a raison de 10% du poids vif estimé, au biberon ou

a la sonde s’il ne tétait pas de lui-méme.
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Quatorze veaux ont été nourris avec le colostrum de vaches vaccinées et quatorze

autres avec celui des vaches non vaccinés. Par la suite tous les veaux ont été nourris de

maniere classique avec un aliment d’allaitement en deux repas par jour.

L’évaluation du transfert d’immunité passive a été réalisée par le suivi des IgG VRSB

sériques par séroneutralisation et par ELISA, le jour de la naissance avant la prise colostrale

puisal, 4,7, 14 et 21 jours d’age et enfin le jour de 1’inoculation (Figure 3).

Ils regoivent le lendemain de I’arrivée une injection unique de marbofloxacine (Forcyl®,

Vétoquinol) a 8 mg/kg par voie intramusculaire.

Animaux concernés

Temps depuis la naissance en jours(xj)

ofif [ Jaf] [ J7[ [ [ [ [ ] Jua [T ][]

suivi du transfert
colostral

Veaux présents

effectif par groupe

14

ELISA

Séroneutralisation

tous

Figure 3 : Récapitulatif des prélévements entre la niassance et l’inoculation d’épreuve

1.3.

Préparation de I’inoculum viral

11.3.1. Souche

La souche choisie est une souche de terrain VRSB 3761, isolée en 2003, issue d’un

écouvillon nasal d’un animal présentant des signes cliniques respiratoires séveres (Meyer,

Deplanche, Schelcher, 2008). Elle a subi 5 passages en culture cellulaire de cornets nasaux
bovins (cellules TB, ATCC N° CRL 1390) et conservée a -80°C.

11.3.2. Réadaptation a I’hote

La souche sélectionnée a été inoculée a des veaux agammaglobulinémique pour

permettre de réadapter la souche a 1I’hote. Pour cela deux veaux privés de colostrum a la

naissance et nourris avec un aliment lactoremplaceur (Bonilait protéines, 2L matin et soir a

130g/L de buvée) ont été inoculés a 1’dge de deux jours par voie intranasale et intratrachéale

avec 10° UFP de la souche BRSV 3761. Ils ont été euthanasiés 5 jours aprés inoculation. Du

lavage bronchoalvéolaire a été récupéré qui a servi d’inoculum pour I’infection d’un

-54 -




deuxiéme groupe de veaux selon le méme protocole. A la fin, le LBA d’un veau a été
récupéré et conservé a -80°c pour servir d’inoculum. Ce LBA inoculum a été est testé comme
indemne des pathogenes recherchés : herpesvirus bovin 1 (BoHV-1), adenovirus bovin 3,
virus parainfluenza 3 (PI3V), virus de la diarrhée virale bovine (BVDV), coronavirus bovin
(BoCV), Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis, effectuées par
les laboratoires UMR 1225-1HAP et le LVD 35.

1.4. Infection expérimentale

Les 28 veaux ont été transportés jusqu’a une animalerie niveau 1 de I’ENV Toulouse,
6 jours avant inoculation. Les deux lots de 14 veaux ont été répartis aléatoirement dans deux
cases adjacentes d’un batiment a ventilation statique, en aire paillée intégrale, a raison de 2 m?
par animal. Les veaux étaient abreuvés au seau 2 fois par jour a heure fixe avec un aliment
lactoremplaceur (Bonilait® Protéines) dosé a 130g/L de buvée a raison de 2.5 a 3.5L par
repas. Un aliment solide premier age était mis a disposition a volonté et des abreuvoirs

étaient accessibles.

L’élevage naisseur possede la certification « indemne en IBR », les veaux ont tous été
testés négatif par controle sérologique officiel a I’introduction sur le site d’expérimentation
(Laboratoire vétérinaire départemental de Haute-Garonne, Toulouse). Les veaux ont tous été
contr6lés comme non infectés par le virus de la diarrhée virale bovine (BVDV) par RT-gPCR
(kit Taqvet BVDV, Life Technologies) sur un prélevement de sang sur tube EDTA a la
naissance et une semaine avant inoculation. Les veaux étaient par ailleurs tous restés

séronégatifs au virus P13 pendant toute la durée de I’expérimentation.

11.4.1. Administration de l’inoculum

Les veaux ont été inoculés & 22 + 3,5 jours & raison de 2.10° TCIDs, par animal, par
voie intratrachéale (10 mL) et intranasale (2 mL) dans le méme temps. Les veaux ont été
repartis pour avoir une homogénéité d’age entre les groupes, 1’ordre d’inoculation des veaux

était aléatoire.

La préparation du site d’administration intratrachéale comporte une tonte large et rase

sur le cou de chaque animal pour effectuer a la fois 1’inoculation et les prises de sang a la
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veine jugulaire, un rasage et une désinfection cutanée a la povidone iodée (Vétédine® savon
et solution, Vétoquinol) d’une fenétre de 10x10 cm centrée sur la trachée a mi-distance de la

téte et de 1’entrée du thorax.

Le veau vigile était maintenu en position de « chien assis », la téte en extension.
L’inoculation ¢était faite par I’intermédiaire d’un cathéter intratrachéal de 2.1x80mm
(Intraflon® 11, Vygon) implanté dans la trachée. Le bon positionnement de ce dernier était
vérifié par injection d’air au moment de son placement ainsi que par la légere toux provoquée

lors de I’injection.

L’administration intranasale du méme inoculum dans chaque narine est effectuée par
diffusion de microgouttelettes, via un embout stérilisé, utilisé sur le terrain pour

I’administration de vaccin vivant par voie intranasale (Rispoval®, Zoetis).

L’inoculum est conservé dans des seringues stériles (une par veau) dans de la glace
entre la préparation et I’administration. Un titrage effectué post-inoculation sur un échantillon

non administré de chaque inoculum est réalisé.

11.4.2. Suivi clinique

Le suivi clinique est effectué deux fois par jour au moment de la buvée, de J-3 jusqu’a
I’euthanasie. Tous les paramétres sont évalués a chaque fois excepté |’auscultation
pulmonaire faite uniquement le matin, les valeurs sont reportées sur les feuilles d’examen

clinique présentées en annexe 2.

L’observation des signes cliniques est effectuée par le méme opérateur et suivant la méme

séquence, présenté dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Moyens d’observation et de gradation des signes cliniques

Criteres de

Signe clinique notation Note | Coefficient Moment d’observation Technique
<39 0
Température 39-39.9 1 9 endant la buvée thermometre digital
rectale (°C) 40-40.9 2 P rapide, précision 0.1°C
>41 3
Fréquence <30 0 mesure sur un intervalle
guenc 30-39 1 30 a 45 minutes, aprés la
respiratoire . de temps de 30
40-59 2 2 buvée, veaux au repos, . s
(mouvements 60-79 3 décubi | secondes, puis ramené a
ar minute) ) ecubitus sterna la minute
P >80 4
, absent 0 a I’arrivée dans le batiment,
Jetage seromuqueux 1 2 s
avant toute opération
purulent 2
al?se\nte 0 a tout moment de présence
Toux légere 1 1 s
dans le batiment
sonore 2
Refus absent 0
. . partiel 1 2 au moment de la buvée b ion di
alimentaire observation directe
total 2
normal 0
Comportement triste 1 2
i abattu 2 a tout moment
Dysp'.‘ee absente 0
abdominale ) 1
) : présente 1
(inspection)
o
. i + . .
Auscultat,lon. - 5 3 uniquement le n)atln, avant stéthoscope de Goétze
dyspnée . 3 la buvée
++++ 4

Chacun des paramétres observés comporte plusieurs classes et une note est attribuée a

chacune d’elle. Pour réaliser le score clinique, des coefficients sont appliqués a la note de

chaque signe clinique.

Pour chaque examen clinique du matin, la somme du produit de chaque note par son

coefficient donne le score clinique individuel (SCI) pour le veau étudié.

SClyequ ijour =

2,

signe clinique

nOtesigne clinique X Coeffwlentsigne clinique

La gamme de score individuel s’étend donc en théorie de 0 a 41.
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Pour un jour donné, la moyenne des scores individuels du matin obtenus par les veaux

du groupe considéré donne la valeur du score clinique moyen (SCM) par groupe et par jour.

Zi SCIveau i,groupe,jour
I
nombre d'animauxgroype, jour

SCMgroupe,jour =

Le score clinique accumulé (ACS) par animal se définit par le calcul de 1’aire sous la
courbe par la méthode des trapézes pour chaque veau présent pendant I’ensemble de la phase

experimentale soit 9 veaux par groupe.

Le score clinique cumulé (SCC) par animal se definit comme la somme des scores
cliniques journaliers. Celui-ci a été utilisé pour établir un classement de la sévérité de
I’atteinte clinique des veaux en 5 classes (Tableau 4) dont les intervalles tendent a traduire une

observation clinique visuelle sur le terrain.

Tableau 4 : Classement des scores cliniques cumulés en fonction des manifestations cliniques visuelles

Score clinigue cumulé Manifestation clinique visuelle
0-10 Non perceptible
10-30 Atteinte clinique faible, glé_tectab,le par un observateur
expérimenté
30-70 Atteinte clinique moderée, détectable par tout observateur
70-100 Atteinte clinique marquée
>100 Veau en détresse respiratoire sévere

Pour chaque critére il a été calculé une moyenne avec écart-type en ne considérant que
les 9 veaux par groupe qui ont été suivis tout au long de I’expérimentation. Le délai
d’apparition des signes cliniques (hors température), le pic de signes cliniques et leur durée
ont aussi été renseignés. lls sont définis respectivement par le jour a partir duquel le score
clinique individuel est supérieur a 2, le jour pour lequel le score clinique est maximal, et le

jour a partir duquel il redescend en dessous de 2.
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11.4.3. Suivi lésionnel

Mode d’euthanasie et technique de dissection

Les euthanasies sont réalisees en deux sessions, 5 veaux de chaque groupe ont été
euthanasiés a J7, les 9 autres a J16 (Figure 4). L’euthanasie a été effectuée sous anesthésie, au
fur et @ mesure des autopsies, par une injection de 5 mg/kg de kétamine (Imalgene®) en
intramusculaire suivie 5 a 10 minutes plus tard, de 15 mg/kg de pentobarbital sodique en

intraveineuse dans la veine jugulaire avec suivi du rythme cardiaque.

Le veau est ensuite placé en décubitus latéral sur une table, la téte vers le bas pour
faciliter I’écoulement du sang et éviter les contaminations sanguine ou digestive de 1’appareil
respiratoire, puis saigné par section des jugulaires en préservant I’intégrité de la trachée. Le
prélevement des poumons se fait par ouverture d’un volet costal en 4 étapes successives avec

changement de gants et de matériel entre chaque étape et de tenue entre chaque veau :

la peau est incisée et réclinée en suivant le cercle de I’hypocondre puis le sternum

jusqu’au milieu du cou. Le membre thoracique est récliné dans le méme temps.

- le tissu conjonctif sous cutané et les muscles du membre thoracique sont disséqués
pour nettoyer la zone des éventuels poils issus du premier plan.

- une ponction des muscles intercostaux du 10°™ espace intercostal supprime le vide
pleural puis I'incision est agrandie suivant la 10°™ c6te en direction du sternum et au
niveau des articulations costo-chondrales jusqu’a la premicre cote permettant de
récliner le volet costal.

- le bloc pulmonaire est isolé des autres organes thoraciques par dilacération du tissu

conjonctif. L’cesophage est séparé de la trachée et gardé intact pour se prémunir d’une

contamination digestive. La trachée est isolée dans sa portion cervicale puis sectionnée

lorsque le bloc est préleve.

Lésions macroscopiques

Les lésions pulmonaires macroscopiques sont évaluées par examen visuel et par
palpation de chaque lobe pulmonaire. Toute modification macroscopique était notée. Apres la
réalisation des LBA, I’analyse macroscopique a ét€ poursuivie sur des sections des poumons
en parties craniale, intermédiaire et caudale. Les résultats sont exprimés en pourcentage de

consolidation des lobes craniaux et intermédiaires.
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Histopathologie

Des échantillons de tissu ont été prélevés, a cheval sur du tissu lésionnel et sain :

- nceud lymphatique trachéobronchique,
- nceud lymphatique médiastinal,

- lobe cranial droit,

- lobe moyen droit,

- lobe caudal droit,

- lobe cranial gauche,

- lobe caudal gauche,

- trachée.

Ces prélévements ont ensuite été soit directement conservés a -80°C pour la
quantification virale soit placés dans du formol & 10% pour I’histopathologie. Pour
I’histopathologie, les échantillons de poumon fixés ont été inclus en paraffine, coupés en
sections de 3 a 5um d’épaisseur et colorés a 1’hémalun-€osine.

L’observation des coupes de chacun de lobes est faite par un histopathologiste
expérimenté en aveugle. La sévérité de Datteinte tissulaire et de 1’inflammation est notée
normale (0), minime (1), 1éger (2), modéré (3), marqué (4) ou sévére (5). Pour chaque veau un
score histopathologique pulmonaire a été calculé comme la somme des scores attribuables aux
lobes craniaux et intermédiaires. Un score histopathologique moyen par groupe (avec écart-
type) est calculé, basé sur la moyenne des notes des lobes pour chaque veau.

11.4.4. Suivi sérologique

Les échantillons sanguins sont collectés sur tubes secs (rouge) de 2x9 mL pour la
récupération des serums et sur tubes EDTA (violet) de 4 mL pour le sang total (Vacutainer®,
Becton Dickinson) avec une aiguille a prélevement multiple stérile (0.8x40 mm, Becton
Dickinson) a usage unique. Les prélevements sont effectués au niveau des veines jugulaires,

alternativement a droite et a gauche.

Les sérums, prélevés a JO puis tous les 3 jours jusqu’a J15, sont centrifugés aprés
formation du caillot sanguin, puis aliquotés dans des eppendorfs et conserves a -20°C jusqu’a

analyse.
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La réponse en anticorps neutralisants a été analysée sur les sérums par test de neutralisation en
microplaque a quantité de virus constant vis-a-vis de la souche VRSB 3761 et par ELISA en

utilisant les mémes méthodes que celles utilisées pour analyser les colostrums (cf. 11.1.2.).

. i Temps par rapport a l'inoculation (Jx) en jours
Animaux concernés
3| [1fola] [3] [ [e] | [of | [12] [ 1514
Veaux présents effectif par groupe 14 9
Evaluation clinique| Suivi clinique |tous animaux présents
et lésionnelle Autopsie 5 9
. . Tissus pulmonaire | animaux par groupe
Titre viral par
LBA 4 4 4 5 4 9
RT-gPCR
ENP
Réponse cellulaire [INNPCRININ] | . rssents| L I | | i
Réponse en ELISA
anticorps Séroneutralisation

Figure 4 : Récapitulatif des prélevements et effectifs des animaux pendant I’épreuve virulente

11.4.5. Suivi virologique

Le suivi virologique a été réalisé sur les prélevements de LBA et d’ENP ainsi que sur

les tissus pulmonaires récoltés a J7 et J15-16 (Figure 4).

Lavage broncho-alvéolaire ante-mortem

Quatre veaux par groupes, choisis de maniere aléatoire, ont été prélevés par LBA a JO,
J3, J6 et J10 (Figure 4). Les veaux étaient anesthésiés avec un mélange kétamine
(Imalgene®)/ diazépam (Valium®) en proportion 4:2 en volume, injecté dans la veine
jugulaire. Deés que I’anesthésie faisait effet, ils étaient placés en décubitus latéral gauche, téte
en extension sur une table. Un endoscope optique (Olympus, modéle GIE) est utilisé. 1l est
introduit par voie orale dans la trachée aprés passage de 1’épiglotte. 1l est prolongé dans
I’arbre aérophore de maniere a passer dans la bronche droite et descendre jusqu’a la peme
bifurcation bronchique. Deux seringues de 50mL de sérum physiologique stérile sont alors
injectées successivement par 1’endoscope et aussitot ré-aspirées, puis placées dans de la glace

pilée jusqu’au traitement. Entre 45 et 60 mL sont habituellement récoltés.

Le veau est replacé immediatement en décubitus sternal et gardé en observation

jusqu’a ce qu’il soit capable de se déplacer pour rejoindre sa case d’origine.
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L’endoscope est abondamment rincé intérieur et extérieur entre deux LBA d’une
méme série avec du sérum physiologique stérile. A la fin de chaque série, il est nettoyé avec

5L de sérum physiologique sterile.

Lavage broncho alvéolaire post-mortem

Lors du prélévement de 1’appareil pulmonaire a I’autopsie, un lavage broncho-
alvéolaire était aussitot effectué avec 500 mL de milieu MEM complémenté & 100 pL
d’enrofloxacine a 20 pg/mL, 2 mL de gentamycine a 200 pg/mL et 5 mL de fungizone a 250
pg/mL et conservé a -80°C avant analyse. Entre 200 et 300 mL sont récoltés. Une partie de ce
liquide est utilisé pour recherche virale par RT-qPCR (Tagvet BRSV, Lissieu, Life
technologies).

Ecouvillon nasal profond

Deux écouvillons stériles sont réalisés sur chaque veau présent a J-2, JO puis tous les
deux jours jusqu’a J16. Le prélévement était effectué jusqu’a la rosée sanguine et 1’écouvillon

placé dans des tubes contenants :

- 1mL de PBS destiné a un test rapide EIA (kit Speed ReSpiVB® BVT, La Seyne-sur-
Mer, France),
- 1mL tampon RLT (Qiagen) destiné a une RT-gPCR (Taqvet BRSV, Lissieu, Life

technologies).

Tissu pulmonaire

Les mémes prélévements tissulaires que ceux réalisé pour 1’histopathologie ont été

analysés pour la détection du VRSB.

Quantification des charges virales
Le VRSB a été quantifié par RT-gPCR selon les instructions du kit (Tagvet BRSV,

Lissieu, Life technologies).

- Extraction de ’ARN

L’extraction d’ARN a partir des LBA, EN et tissu (50 mg) a été réalisée au moyen du
kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). Deux échantillons de LBA et de poumon VRSB positifs d’une

expérience préalable constituait le contrdle positif d’extraction pour les tissus.

- Détection par RT-gPCR
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Le VRSB a été détecté par RT-qPCR en temps réél au moyen du kit LSI Tagvet BRSV
(Lissieu, Life technologies) selon les recommandations du fabricant et a I’aide du
thermocycleur LightCycler480™P.

Le contrdle positif externe de la PCR était un échantillon de VRSB3761 utilisé pour
I’inoculation des veaux. Un contrdle positif interne était fourni par le kit. Le controle négatif
de la PCR ¢était de I’eau. Par ailleurs, les témoins positif et négatif d’extraction étaient
également amplifiés.

La quantification a été réalisée par rapport & une gamme étalon obtenue en réalisant
plusieurs dilutions (facteur 10) d’un contrdle interne positif (TagMan® VRSB Controls"® du
laboratoire Applied Biosystems) correspondant & 10° copies d’ARN de VRSB.

Les résultats ont été analysés en utilisant le logiciel (release 1.5.1) de I’appareil de
PCR quantitative (Rocher LightCycler 480). Les charges virales sont exprimées en nombre de

copies (logip) par mL pour les sangs et en nombre de copies (logio) par 100 mg de tissus.

Les analyses des écouvillons nasaux et lavages broncho alvéolaires permettent de
calculer un titre viral moyen par groupe a chaque prélevement, défini comme étant la
moyenne arithmétique des résultats pour le groupe considéré, ainsi qu’un titre viral cumulé
moyen, sur I’ensemble de la durée d’étude, définit comme la moyenne des aires sous la

courbe obtenues pour chaque veau.

I.5. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées au moyen du logiciel GraphPad software (La
Jolla, USA).

Pour les analyses cinétiques par groupe (RT-qPCR veaux, scores cliniques..) une
analyse de variance a deux parameétres avec mesures répetées (two-way ANOVA) a été
utilisée. Le test a montré un résultat significatif (p<0.001) pour les effets jours, traitements et
interactions. Par conséquent une correction de Bonferroni (Bonferroni test between contrasts)
était utilisée pour comparer le parameétre entre les groupes sur chaque jour.

Pour les données sans cinétique (ACS, charge virale accumulée...), une ANOVA a un

parameétre (one-way ANOVA) était utilisée. Quand I’effet « parametre testé » était significatif
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une correction de Bonferonni était appliquée, en considérant 1’ensemble des groupes.
Parallélement certaines données de probabilité ont été confirmées en réalisant des analyses

deux groupes par deux en utilisant un T-test (Mann-Whitney U test, GraphPad).

I11.Résultats

1. Evaluation de la réponse en anticorps des vaches vaccinées

11.1.1. Sélection des vaches

Parmi les 60 vaches initialement testées, les 32 vaches ayant des statuts en anticorps
ELISA-VRSB nuls ou faibles ont été retenues et classées en deux groupes, chacun contenant
6 animaux séronegatifs (-), 6 vaches présentant une croix de seropositivité et 6 positives (++),
(sur une échelle allant jusqu’a ++++) avant vaccination. Le statut a été confirmé par
séroneutralisation, juste avant la premiére injection de vaccin pour les vaches concernées, soit
a 7 mois de gestation. Les titres sont compris entre 0 et 28 EDso/mL de sérum selon la

méthode de Spearman-Karber.

Les titres en anticorps par ELISA sont restés stables pour les vaches non-vaccinées
jusqu’au vélage (Tableau 5). Pour les vaches vaccinées, un mois apres la premiére vaccination,
soit juste avant le rappel, 1 vache initialement séronégative présentait un statut (++), Trois
vaches étaient positives +++ (une vache + et deux vaches ++ avant vaccination) et toutes les
autres étaient ++++. Au vélage, soit un mois apres le rappel, toutes les vaches étaient (+++) a

(++++) sauf une vache (++) qui était (+++) au jour du rappel vaccinal.

Les données de séroneutralisation montrent, elles, une faible augmentation des titres
en anticorps neutralisants chez les vaches vaccinées (0 a 66 EDso/mL) aprés la premiere
injection de vaccin. Ces titres augmentent significativement apres la seconde injection de

vaccin, avec des valeurs de 7 a 9.2 Log, EDso/mL de sérum au vélage.
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Tableau 5 : Effectif des vaches et veaux selon le titre en anticorps VRSB par ELISA

(ELISA bovine RSV, Life Technologies) sur matrice sérum et colostrum

animaux Vaches Veaux
ELISA matrice sérum colostrum sérum
avant avant le o .
stade L au vélage 1 jour
vaccination rappel
) 6 0 0 0 0
(+) 6 0 0 0 0
vacciné (++) 4 1 1 4 4
(+++) 0 3 2 2 5
(+++4) 0 12 13 8 5
) 6 6 6 11 11
non (+) 6 6 6 5 3
vacciné (++) 4 4 4 0 0
(+++) 0 0 0 0 0
effectif 32 32 | 3 32 28
11.1.2. Analyse du colostrum

Les résultats des ELISA sur les colostrums sont montrés en Tableau 5. 1ls suggérent

une décroissance des anticorps ELISA dans la mesure ou seulement 8 colostrums sur 16 sont

++++. Toutefois le kit utilisé n’était pas validé pour la matrice « colostrum ». Par ailleurs les

résultats ne sont que semi quantitatifs par pallier. Cette tendance est aussi observée pour le

groupe controle avec 12 des 16 colostrums négatifs en anticorps ELISA anti VRSB.

La séroneutralisation montre que tous les colostrums du groupe vacciné possedent des

anticorps neutralisants avec des titres compris entre 6.1 et 11.7 log, EDso/mL de colostrum, et

une moyenne de 9.4 + 0.8 log, EDso/mL de colostrum (Figure 5). La moyenne du titre en

anticorps neutralisants des colostrums de vaches non vaccinées est de 1.8 +2.4 log; EDso/mL

de colostrum. Onze colostrums étaient négatifs et 5 positifs avec des valeurs respectives de
3.8,4.2,4.7, 7.3 and 8.6 log; EDso/mL colostrum.
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Figure 5 : Titre séroneutralisant des colostrums de chaque groupe aprés récolte
les fleches rouges indiquent les colostrums n’ayant pas été distribués aux veaux.

Il existe une corrélation positive entre les titres neutralisants et les titre ELISA pour un
méme colostrum, excepté pour un colostrum négatif par ELISA et positif en séroneutralisation
(3.8 log; EDso/mL de colostrum). Sur les 32 colostrums récoltés, 28 d’entre eux ont été
retenus pour étre distribués aux veaux. Les deux colostrums les plus positifs en

séroneutralisation de chaque groupe ont été écartés (Figure 5).

11.1.3. Titre en anticorps des veaux avant épreuve

Le statut ELISA VRSB, montre chez les veaux du groupe vacciné une séroconversion
moyenne (++) a trés élevée (++++) (Tableau 5). Ces valeurs sont constantes jusqu’a I’épreuve
virulente. Pour le groupe non vaccing, les résultats indiquent que 11 veaux restent séronégatifs

(-) et 3 sont faiblement positifs (+).

L’activité séroneutralisante des anticorps est comprise entre 7.1 et 9.8 log, EDso/mL
de sérum pour le groupe vacciné contre 0 a 3.8 log, EDso/mL de sérum pour les veaux ayant
recu du colostrum de vaches non vaccinées. lls sont eux aussi constants entre le premier jour

de vie et I’épreuve virulente.

Apres épreuve virulente, la Figure 6 souligne que la réponse en anticorps neutralisants
des veaux du groupe non vacciné augmente rapidement a partir de J6 pour atteindre un niveau

similaire a celle des veaux du groupe vacciné a J15. Cette augmentation s’accompagne d’une
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réduction de la variabilité¢ des titres entre veaux. Les veaux du groupe vacciné n’ont pas

montré d’augmentation notable de I’activité séroneutralisante au cours de I’expérimentation.
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Figure 6 : Activité séroneutralisante des anticorps des veaux apres inoculation d’une souche virulente de
VRSB

11.2. Protection clinique des veaux conférée par le colostrum

Aprés épreuve virulente, tous les veaux du groupe non-vaccine ont montré des signes
cliniques d’infection de 1’arbre respiratoire (Tableau 6) :

- nuls a minimes pour 2 veaux (14%) n’ayant manifesté qu’une hyperthermie légére
associée a un jetage muqueux et une toux peu fréquente

- légers a modérés pour 5 veaux (36%), caractérises par un hyperthermie modérée, un
jetage nasal muqueux, de la toux, une élévation de la fréquence respiratoire entre 35 et
65 mouvements par minute, une dyspnée légere associée a des bruits respiratoires
renforcés sans répercussion sur 1’appétit ou I’état général.

- modérés a séveres pour 7 veaux (50%) se traduisant, entre autre, par une fréquence
respiratoire supérieure a 65 mouvements par minute, une dyspnée sévere accompagnée
de bruits respiratoires surajoutés (sifflements et crépitements) ainsi qu’une perte

d’appétit et un abattement pour les plus atteints.
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Au sein du groupe vaccingé, 5 veaux n’ont pas présenté de signes cliniques, 8 avaient
une clinique 1égére a modérée et un seul manifestait une forme plus séveére de 1’atteinte de

I’arbre respiratoire.

Aucun animal des deux groupes n’a présenté de syndrome de détresse respiratoire.

Tableau 6 : Sévérité des signes cliniques par groupe des veaux

Signes cliniques
Groupe N , 5 - C s g Total
nuls a minimes | légers a modérés | modérés a séveres
non vacciné 2 5 7 14
vacciné 5 8 1 14
Total 7 13 8 28

Le délai d’apparition des premiers signes cliniques, le pic et la durée des signes
cliniques ont été évalués pour chaque groupe (Tableau 7). La période d’incubation et le pic des
signes cliniques sont similaires entre les deux groupes. Bien que la durée de la clinique soit
légerement inférieure chez les animaux du groupe vaccing, la différence n’est pas significative

(test non-paramétrique de Mann-Whitney U-test).

Tableau 7 : Délai d’apparition en jours depuis I’infection des signes cliniques, du pic et de leur durée.
Ont été pris en compte les scores cliniques supérieurs a 2, sur base des observations cliniques avant infection.

Manifestation L e
Groupe clinique (n=14) Pic (n=9) Durée (n=9)
Vacciné 34+£16 92+22 7847
Non vacciné 3.8x14 8.8+£17 10+ 3

Les scores cliniques moyens et accumulés (ACS) pour chaque groupe sont présentés
en Figure 7 a et b. Des différences significatives (p<0.05 ou p<0.001) ont été observées pour

les deux groupes entre J7 a J11 pour les scores cliniques moyens, ainsi que sur 1’ensemble de

la période d’étude pour le score accumulé.
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Figure 7 : Score clinique moyen (a) et accumulé (b) des veaux recevant du colostrum de vaches vaccinées ou

non.
* = p<0.05;**= p<0.001

En paralléle nous avons essayé d’exprimer des scores cliniques cumulés (CCS) sur

toute la période observée qui refleteraient ce qui est observé sur le terrain, en déterminant

arbitrairement des classes d’expression clinique. Ainsi 1’intervalle 0-10 correspondrait a des

signes cliniques minimes indétectables sur le terrain, les intervalles 10-30, 30-70 et 70-100

traduiraient respectivement des signes minimes détectables sur le terrain par un observateur

expérimenté, des formes modérée et sévere décrites precédemment. Enfin un CCS >100 ferait

état d’un syndrome de détresse respiratoire aigu. Les résultats, reportés dans le Tableau 8

suggérent que la vaccination des méres empéche I’apparition des formes cliniques Séveres

chez le veau.

Tableau 8 : Répartition des scores cliniques cumulés des 9 veaux par groupe présents sur toute la durée

d’étude.
Score clinique . Groupe non
. Groupe vacciné .
cumulé vacciné
0-10 1 0
10-30 3 1
30-70 5 3
70-100 0 5
> 100 0 0
Total 9 9
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1.3 Protection des veaux contre les lésions respiratoires

11.3.1. Lésions macroscopiques

Aucune lésion macroscopique ou histologique n’a été constatée sur les lobes caudaux
des veaux autopsiés a J7 et a J16. Ces lobes pulmonaires n’ont donc pas été considérés dans la

suite des analyses.

A T’examen macroscopique, les lésions observées étaient typiques d’une
bronchopneumonie interstitielle, avec une augmentation modérée de la densification des lobes
craniaux et accessoires, une couleur rouge prune des lobes atteints et, a la coupe, une
augmentation modérée de la lobulation avec un cedéme interstitiel, un aspect luisant de la
coupe et du mucopus a la pression des bronches. Ces lésions étaient d’extension limitée a
diffuse et de caractére aigu. Aucune lésion évocatrice d’une infection bactérienne n’était
observable. L’étendue de la densification et de la coloration rouge prune des lobes atteints a
été notée pour chague veau. La consolidation variait entre 5% et 70% selon les veaux et selon

le jour de I’euthanasie (Figure 8 et Image 1: Vue d’ensemble d’un bloc pulmonaire & J16 d’un veau du

groupe « non vacciné »(a) et détail de I'atteinte lobulaire d’un lobe apical droit a J16 d’un veau du groupe «
vacciné »(b).Image _1). A J7, 3 des 5 veaux de chaque groupe présentaient des Iésions
macroscopiques. A J16, respectivement 3 et 6 des 9 veaux des groupes vacciné et témoin
avaient des Iésions de type pneumonie interstitielle. Les pourcentages moyens d’extension a
J7 étaient de 19% et 16% pour les groupes contrdle et vacciné alors qu’ils étaient de 19% et
34% a J16 (Figure 8 : Pourcentage de consolidation des lobes craniaux et accessoires des groupes vaccinés

et non vaccinés a J7 et J16 (a) et effectif de veaux présentant des Iésions macroscopiques (b).).
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Figure 8 : Pourcentage de consolidation des lobes craniaux et accessoires des groupes vaccings et non
vaccinés a J7 et J16 (a) et effectif de veaux présentant des lésions macroscopiques (b).

Image 1 : Vue d’ensemble d’un bloc pulmonaire a J16 d’un veau du groupe « non vacciné »(a) et détail de
Datteinte lobulaire d’un lobe apical droit a 116 d’un veau du groupe « vacciné »(b).

Sur la photographie de gauche, on note une atteinte sévere du lobe cranial droit, modérée du lobe intermédiaire
et légére du lobe cranial gauche. A droite, on remarque une atteinte légére du lobe crénial droit et une

délimitation nette des lobules atteints
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111.3.2. Lésions tissulaires

A TD’examen histopathologique, la plupart des veaux de chaque groupe (4/5)
présentaient des lésions de pneumonie interstitielle & J7 dans un ou plusieurs lobes
pulmonaires (craniaux et accessoire). Les principales lésions observées étaient des lésions de
bronchopneumonie interstitielle aigué caractérisées par une bronchiolite nécrosante, la
présence de syncytia au sein de ’épithélium bronchiolaire, une alveolite proliférative avec
infiltration du septum inter-alvéolaire principalement par des lymphocytes, macrophages et
neutrophiles. A J16, des lésions histopathologiques étaient présentes chez 8 des 9 veaux du
groupe non vacciné et seulement 4 des 9 veaux du groupe vacciné. Les lésions étaient les
mémes que celles observées a J7 pour la plupart des veaux. Cependant 4 veaux présentaient
des Iésions de bronchopneumonie interstitielle mais de caractére subaigu avec une hyperplasie
de I’épithélium bronchique, une prolifération des pneumocytes de type II, une infiltration

lymphoplasmocytaire des alvéoles et bronches ainsi qu’une alvéolite macrophagique.

Concernant les moyennes des scores histopathologiques (le score individuel étant
somme des notes attribuées pour les lobes craniaux droit et gauche et le lobe accessoire pour
chaque veau), on n’observait pas de différence significative a J7 entre les deux groupes
(Eigure 9). A J16 les différences étaient plus importantes entre groupes vacciné (score moyen
de 2,5) et controle (score moyen de 6,7) mais la différence n’était statistiquement pas

significative.

En Figure 9 b sont représentés les pourcentages de consolidation pulmonaire
(macroscopique) par rapport aux nombre moyen de lobes présentant des lésions
microscopiques. Les rapports ne différent pas a J7 alors qu’a J16, il est bien plus élevé pour le
groupe contréle. De méme, compte tenu du nombre d’animaux testés et de la grande

variabilité individuelle, les différences ne sont pas significatives.

-72 -



6

Histopathological score
mean score of lobes
with microscopic lesions
IS
1

24

percentage lung consclidation

Day 7 Day 16 B Vaccinated D7 ¥ Vaccinated D16

@ Nonvaccinated D7 A Nonvaccinated D16

Figure 9 : Moyenne des scores histopathologiques par groupe et par session d’euthanasie (a) et corrélation
entre le pourcentage de consolidation des lobes craniaux (b)

1.4. Protection virologique

11.4.1. Réplication virale dans les sécrétions nasales

La mise en évidence d’ARN du VRSB par RT-gPCR dans les sécrétions nasales
(Figure 10) montre un pic d’excrétion virale a J6 a 3.2+0.5 et 3.3+0.4 log;o copies d’ARN/mL
de sécrétion nasale pour le groupe vacciné et controle respectivement. Aucune différence
significative n’a pu étre mise en évidence tant pour le titre viral moyen que pour les titres
viraux accumulés. La durée d’excrétion est de 7.9£2.1 jours et 9+2 jours pour les groupes
vaccinés et contrdle respectivement, elle peut étre mise en lien avec la durée d’expression

clinique évaluée a 7.8 £ 4.7 et 10 * 3 jours respectivement.
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Figure 10 : Charges virales moyennes en ARN de VRSB obtenues par RT-gPCR sur eécouvillon nasal profond
et mesurées tous les deux jours (n=9) (a) et charge virale accumulée (n=9) (b)

111.4.2. Réplication virale dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire

De I’ARN viral spécifique été recherché chez 4 veaux par groupe au cours des lavages
broncho alvéolaires a JO, J3, J6, J10 et J16 (Figure 4).
Le VRSB a été détecté en plus grande quantité chez les veaux du groupe non vacciné a J6, J10
et J16, mais de maniere significative uniquement a J6 (Figure 11).

Pour le groupe contrdle, on note une augmentation des charges virales jusqu’a J6 avec
un pic moyen important de 4,3 log;o RNA copies/mL de LBA. A I’inverse pour le groupe
vacciné, les charges sont similaires, et méme légerement supérieures au groupe contréle a J3

mais ensuite elles diminuent progressivement jusqu’a J16.
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Figure 11 : Charge virale moyenne en ARN de VRSB obtenues par RT-qPCR sur le LLBA (n=4)(a) et charge
virale accumulée (n=4) (b).

111.4.3. Réplication virale dans le parenchyme pulmonaire

La réplication du VRSB, évaluée par RT-gPCR sur les échantillons prélevés lors de
I’autopsie, montre que tous les veaux sont au moins positifs pour I’un des tissus, ce qui est en
accord avec les résultats des lavages broncho alvéolaires pratiqués a I’autopsie. La charge
virale était comprise, pour les 10 veaux autopsiés a J7 entre 3.7 et 5.5 logio copies d’ARN/
100mg de tissu. Elle est divisée par un facteur d’environ 100 a J16 (1.1 a 3.6 logyo copies
d’ARN/100mg de tissu) pour les 18 veaux restants (Figure 12). Aucune différence significative

n’a été mise en évidence entre les deux groupes pour les deux dates considérées.
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Figure 12 : Charges virales moyennes en nombre de copies (logio/100 mg de tissu) dans les différents
prélévements tissulaires a J7(a) et J16 (b) post-infection.
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V. Discussion

L’objectif de ce travail était d’évaluer la protection de jeunes veaux contre une
infection par le VRSB via la vaccination des méres en fin de gestation et le transfert de
I’immunité maternelle. Les principaux résultats obtenus ont montré que la vaccination au
Bovilis Bovigrip® de vaches, séronégatives ou faiblement séropositives, en fin de gestation
induit une forte réponse humorale spécifique dés la premiere injection pour les anticorps
ELISA et aprés la seconde injection pour les anticorps neutralisant le VRSB. A condition
d’assurer une prise colostrale correcte, la vaccination confére aux veaux une protection
significative contre les formes cliniques, et notamment les formes séveéres, apres épreuve
virulente a 3 semaines d’age. Par contre, la présence des anticorps colostraux anti-VRSB
n’empéche pas la multiplication du virus d’épreuve dans les cavités nasales et donc les

contaminations entre individus infectés et sains.

Dans le modele étudi€, I’infection expérimentale avec la souche VRSB 3761 a permis
d’induire des troubles respiratoires notamment chez les veaux du groupe témoin, permettant
de mettre en évidence une protection clinique significative. Les formes cliniques observées au
sein du groupe controle étaient représentatives de celles observées sur le terrain pour la
grande majorité des veaux. En ce sens, le modeéle d’infection utilisé est validé. Toutefois,
notre technique d’infection n’a pas permis de produire de syndrome de détresse respiratoire,
alors que cette forme clinique est observée sur le terrain. Plusieurs raisons peuvent expliquer

ce phénomene :

- lapremiere étant liée a la souche et ses conditions de conservation,
- la seconde a la technique d’inoculation,

- la derniére a I’hote.

La charge virale inoculée était de 2.10° TCIDsy, elle est conforme & celle des inocula
rapportée dans la littérature (Belknap, Ciszewski, Baker, 1995; Gershwin, 2008; Hagglund et
al., 2004, 2011). La souche utilisée, issue de prélevements de terrain, a été passée en cultures
cellulaires, ce qui a pu latténuer. Méme si elle a subi avant inoculation deux passages sur
veaux agammaglobulinémiques, il est possible qu’elle n’ait pas retrouvé la virulence qu’elle
possedait initialement. Ceci est tres fréquent dans les expérimentations utilisant le VRSB. La

technique d’inoculation virale choisie est une inoculation mixte intranasale et intratrachéale.
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Elle semble donner des résultats Iégerement inférieurs aux inoculations générées par aérosols
a I’aide d’un nébuliseur soit au travers d’un masque, Soit dans une enceinte confinée. Ceci se
vérifie d’autant plus Si cette opération est répétée sur plusieurs jours (Gershwin, 2008).
Cependant, les essais utilisant la technique d’aérosolisation testent fréquemment un nombre
d’animaux inférieur a celui utilisé dans notre étude (Theurer, Larson, White 2015),
probablement pour des raisons liées a la durée de I’inoculation et au nombre de nébuliseurs
disponibles. Enfin, I’h6te pourrait aussi jouer un réle. Dans notre étude nous avons utilisé les
veaux d’un méme élevage expérimental de 'INRA et possédant un fond génétiqgue commun,
ce qui n’est pas forcément le cas sur le terrain. Des différences de sensibilité entre races, voire
individus sont fréquemment suggérés pour le VRSB (Glass et al., 2012; O’Neill et al., 2006),
bien qu’il n’existe pas de données publiées, comme pour le cas du VRSH (Rémet, Korppi,
Hallman, 2011).

La démonstration de la protection clinique dépend aussi de la méthode pour noter les
signes cliniques, qui n’est pas standardisée entre les différentes équipes de recherche.
Certaines méthodes n’accordent d’importance a [I’ensemble des signes que lorsqu’une
température seuil est atteinte (Antonis et al., 2003). D’autres mettent au méme niveau tous les
signes avec 1 point par élévation de température de 1°C et un point pour tout autre événement
clinique (tachypnée, toux, dyspnée, jetage,...) (Mawhinney, Burrows, 2005). Les méthodes
les plus répandues dans la littérature sont similaires a celle utilisée ici, elles prennent en
compte la température, selon 3 ou 4 grades au-dessus de 39-39.5°C, la fréquence respiratoire
en 4 ou 5 classes au-dessus de 30 ou 40 mouvements par minute, le comportement, et
éventuellement le refus alimentaire, la dyspnée et la toux (West et al., 1999; Ellis, Gow, Goji,
2010; Vignes, 2002). L’application de coefficients a ces notes est en revanche une méthode
moins répandue. Nous 1’avons utilisé pour privilégier les signes cliniques que nous observons
le plus fréquemment lors d’infections naturelles 8 VRSB. Certains de ces signes sont objectifs
et observables sans biais (température, refus alimentaire, comportement), d’autres dépendent
fortement du temps d’observation accordé (la toux, la fréquence respiratoire) ou du moment
d’observation. Le jetage apparait comme le signe dont 1’observation est la plus variable. Des
veaux présentant du jetage, sans atteinte de 1’état général, nettoient fréquemment leur mufle,
masquant ainsi I’information, la période la plus propice a I’observation du jetage est donc tot
le matin. En bilan, les signes d’auscultation pulmonaire et la fréquence respiratoire sont ainsi

représentés a hauteur de 50% de la note finale. En utilisant les données des examens cliniques
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sans appliquer de coefficients entre les signes observes, les mémes différences statistiques ont

été établies (données non présentées).

Dans notre étude, 1’épreuve virulente est effectuée a 3 semaines d’age. Elle se justifie
par la demi-vie des IgG colostrales de 21 jours (Hurley, Theil, 2011; Murphy et al., 2014). On
considere ainsi qu’apres 21 jours on a une décroissance progressive des anticorps colostraux
dans le sang et donc une baisse de 1’effet protecteur. L’objectif étant ici de protéger les veaux
lors des premiers jours de vie, la date d’inoculation répondait a cette question. Trois semaines
serait aussi 1’age charniére entre I’immunité passive et ’immunité vaccinale, en considérant
une baisse progressive de I’interférence entre les anticorps colostraux et I’immunité vaccinale
des jeunes. Toutefois, en 1’absence de démonstration expérimentale, il est actuellement
impossible de savoir si la vaccination des méres réduit, via le transfert colostral, la capacité de
réponse immunitaire des veaux a la vaccination contre le VRSB. D’autre part, si on considere
que les anticorps d’origine maternelle offrent une protection partielle, il convient donc de
favoriser I’immunité cellulaire le plus rapidement possible. Le Bovilis Bovigrip®, utilisé a 2
semaines d’age, permet d’aprées son AMM la mise en place d’une immunité cellulaire

protectrice. Toutefois cela a été réalisé chez des veaux dépourvus d’anticorps colostraux.

En inoculant a 3 semaines d’age, nous avons montré que les anticorps colostraux
protégeaient significativement contre les formes cliniques. On pourrait ainsi imaginer une
protection meilleure a 15 jours d’age, le taux d’anticorps colostraux étant théoriquement plus
important. Toutefois, dans notre étude, il n’a pas été noté de modification dans les titres en

anticorps neutralisants entre la prise colostrale et le jour de I’inoculation.

Si on regarde le groupe vacciné, on s’apercoit que les veaux ont manifestés des formes
cliniques minimes a modérées et donc que la protection n’est que partielle. Toutefois sur le
terrain, cela apporte un avantage indéniable en termes de morbidité (voire mortalité), de
traitements et probablement de pertes économiques. Les explications d’une protection
partielle sont d’abord la variabilit¢ individuelle de réponse de I’infection a VRSB. Cette
variabilité est fréquemment observée sur le terrain, et se retrouve donc dans nos expériences.
Elle explique notre choix d’utiliser 14 veaux alors que la plupart des études réalisées portent
sur 5 a 8 veaux par groupe. La protection partielle pourrait aussi étre liée a la quantité
d’anticorps colostraux présents chez les veaux lors de l’inoculation. Pour cela il faudra

vérifier individuellement si les veaux les mieux protégés étaient ceux qui avaient des titres en
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anticorps neutralisants les plus importants. On note toutefois une faible dispersion des valeurs
des anticorps neutralisants deés le premier jour de vie quand on regarde les valeurs moyennes
par groupe. Enfin, la réponse cellulaire de I’hote n’a pas encore été évaluée, elle peut étre une
piste d’explication supplémentaire. Il est prévu de réaliser sur les LBA une étude de la
réponse transcriptomique d’une cinquantaine de génes bovins impliqués dans la réponse

inflammatoire et la réponse cellulaire adaptative, par RT-gPCR.

Si la protection clinique n’est que partielle, il n’a pas été observé de formes graves
chez les veaux ayant ingéré le colostrum des vaches vaccinées. Les formes sévéres résultent
d’une atteinte des bronchioles et des alvéoles pulmonaires (appareil respiratoire profond). Les
anticorps colostraux sont des IgG sériques qui se retrouvent dans I’appareil respiratoire
profond, les principales immunoglobulines retrouvées dans les cavités nasales étant des IgA.
Cela expliquerait qu’elles puissent en partie neutraliser le virus, comme cela est montré par
les RT-gPCR des LBA (baisse des titres dés J3 chez les vaux du groupe vaccing), et ainsi

limiter la maladie.

A T’inverse des LBA, il n’a pas été observé de différences entre les titres viraux dans
les cavités nasales. Cela s’explique par 1’absence d’IgG colostrales dans 1’appareil respiratoire
supérieur, comme cela avait été montré par Kimman (Kimman et al., 1988). D’un point de
vue épidémiologique, le but de la vaccination est de protéger les individus sensibles et de
diminuer la pression virale en limitant le nombre d’individus excréteurs. La protection des
animaux sensibles a été montrée, en revanche, nous n’avons pas mis en évidence de réduction
d’excrétion virale alors que le veau est une source importante de dissemination. Méme si la
protection épidémiologique ou virologique n’est pas forcément recherché pour le VRSB, la
possibilité qu’ont les veaux atteints de contaminer des veaux sains est un risque
supplémentaire, notamment si les veaux naifs possédent eux-mémes peu d’anticorps
colostraux. Il est a noter que, méme s’il est admis que la transmission virale s’effectue par
aérosol, la cinétique de dissémination virale inter- et intra-troupeau ainsi que les mécanismes
de persistance du virus d’une saison a 1’autre ne sont toujours pas connus. Quand on se place
a I’unité épidémiologique troupeau, il a ét€ montré sur le terrain que vacciner les vaches avec
Bovilis Bovigrip® diminue la prévalence des affections respiratoires chez les veaux au cours
de I’année suivante (Assié, communication Journées Nationales des GTV, Nantes 2014). Une
des hypothéses était la protection clinique et virologique des veaux par les anticorps VRSB.

Notre étude montre bien que la vaccination peut réduire la prévalence de la maladie, mais que
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la prévalence des infections n’est pas réduite. Toutefois la vaccination des meres stimule en
premier leurs réponses immunitaires humorale et cellulaire. Méme si les meres présentent peu
de signes cliniques, on ne connait pas leur capacité a étre infectées et a maintenir une
circulation a bas bruit du virus. La vaccination des méres pourrait alors permettre de réduire
cette circulation avec un effet indirect sur les troubles respiratoires des veaux. Dans cette
optique, le relais vaccinal des jeunes aprés quelques semaines, par la mise en place d’une
immunité humorale et cellulaire, pourrait aussi permettre une réduction de la circulation virale

au sein du troupeau.

En termes de stratégie vaccinale, la persistance des titres en anticorps colostraux, par
ELISA, chez des veaux ayant regu du colostrum de vaches immunisées avec le méme vaccin a
été évaluée a environ 10 semaines (Dudek et al., 2014). De plus il a été démontré que des
veaux présentant des titres en anticorps ELISA d’origine maternelle spécifiques VRSB
moyens a eleves, et vaccinés avec Bovilis Bovigrip® a 1 semaine d’age, étaient protégés vis-
a-vis d’une épreuve virulente 3 semaines plus tard (Mawhinney, Burrows, 2005). Ces résultats
ont été confirmés par Van der Sluijs chez des veaux vaccinés a 2 semaines d’age (van der
Sluijs, Kuhn, Makoschey, 2010), dont les titres en anticorps colostraux (séroneutralisation et

ELISA) étaient proches a la fois de ceux observés dans notre étude et de ceux de Mawhinney.

Ces résultats soulévent la question d’établir un protocole vaccinal incluant la
vaccination des vaches en fin de gestation, puis de prendre le relais par voie parentérale sur
les veaux avec un protocole classique. Les veaux sont en partie protégés par les anticorps
colostraux le temps que le protocole soit achevé. D’un autre c6té, si les veaux présentent des
titres en anticorps colostraux élevés au moment de leur vaccination, ceux-ci pourraient étre
préjudiciables a la mise en place d’une immunité humorale. Il serait alors nécessaire de
retarder la mise en place du protocole chez les veaux. Par ailleurs introduire la vaccination des
vaches en fin de gestation pourrait perturber les schémas de vaccination déja bien établis pour
lutter contre les entérites néonatales. Sur le terrain, depuis une trentaine d’années, des vaccins
dirigés contre une partie des agents responsables des entérites néonatales (rotavirus,
coronavirus, Escherichia coli K99, CS31A,...) sont largement utilisés, avec succes, en
élevage. Etant donné la précocité des affections diarrhéiques, il n’est pas possible
d’immuniser convenablement et économiquement les veaux par une autre méthode que la

vaccination des meres. D’autant plus que les anticorps dirigés contre ces agents pathogénes
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agissent a la fois par voie systémique apres absorption pendant la phase colostrale et par voie
locale par leur présence pendant les quelques jours de transition entre colostrum et lait. I
parait indispensable de s’assurer qu’il n’y pas d’antagonisme a mettre en place pendant le
tarissement, a la fois une vaccination dirigée contre certains agents responsables d’entérites
néonatales et une vaccination dirigée contre une partie des agents d’affections respiratoires.
Aucun vaccin ne combine a ce jour de valences dirigées contre les agents étiologiques de ces

affections.
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CONCLUSION

En élevage, protéger les animaux du VRSB s’appuie a la fois sur les pratiques et
conditions d’¢levages (batiments et ventilation, conduite en lots homogenes, alimentation,...)
pour réduire la pression infectieuse mais aussi sur les protocoles de vaccination. Les stratégies
de vaccination contre le VRS en élevage bovin relévent a la fois de ’efficacité intrinséque des
vaccins ainsi que du choix des protocoles pour assurer une couverture précoce ou la renforcer
pendant les phases les plus & risque. A I’heure actuelle, étant donné les particularités du
VRSB, aucun vaccin n’est apte a offrir une protection compléte pendant une durée

relativement longue.

La plupart du temps, I’objectif reste donc une protection la plus précoce possible, et,
compte tenu de la problématique de la vaccination des jeunes, un rappel si les animaux se

trouvent toujours pendant la période a risque automno-hivernale.

Dans ce cadre, la vaccination des vaches pendant la fin de gestation pourrait permettre
de réduire la circulation a bas bruit dans le troupeau tout en protégeant cliniquement les veaux
dans les premieres semaines de vie. On ne peut la considérer comme la solution a la
prévention des infections & VRSB, mais elle représente plutét un arsenal de lutte

supplémentaire a considérer avec les protocoles de vaccination conventionnels.

La priorité de la plupart des unités de recherche reste toujours a I’heure actuelle, tant
en medecine humaine que Vvétérinaire, la mise au point d’un vaccin permettant le
développement d’une immunité précoce, forte et durable chez des sujets jeunes. Cependant,
plusieurs axes de recherches complémentaires sont envisageables pour prolonger la présente

étude.

L’¢étude de la réponse inflammatoire de I’hote est une voie d’approfondissement pour
évaluer 1’effet des anticorps colostraux sur la réponse cellulaire de 1’hote. D’autre part, il
conviendrait d’étudier les interactions entre le Bovilis Bovigrip® et les vaccins dirigés contre
les agents d’entérites néonatales, voire le développement d’un vaccin combinant les
différentes valences. Il semble de plus nécessaire d’objectiver si a la campagne suivante, la
réponse des vaches est suffisante avec une seule injection de rappel ou si la reprise d’un
protocole complet est nécessaire. Enfin, dans un contexte de réduction de 1’usage des
antibiotiques en santé animale, d’un agrandissement des structures d’élevages, combiné a la

baisse de main d’ceuvre, et de gestion des affections d’un point de vue collectif, une
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évaluation du bénéfice économique apporté par cette stratégie vaccinale est nécessaire. Elle
permettrait de proposer, en clientele, en fonction de la prévalence du VRSB (et des troubles
respiratoires d’une maniére plus générale) et du systeme naisseur, un plan de vaccination

économiquement viable et adapté au contexte de 1’élevage considéré.
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ANNEXES

tenant une valence VRSB disponibles en France en 2015.
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Annexe 3 : Comparaison des techniques d’inoculation, souches et leur résultat

extrait de Gershwin et al., 2008
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TITRE : Protection des veaux contre le virus respiratoire syncytial bovin (VRSB) par le
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RESUME :

Le virus respiratoire syncytial bovin (VRSB) est un agent pathogéne majeur des bronchopneumonies infectieuses
des jeunes bovins. La vaccination des veaux contre le VRSB est fréquemment utilisée en élevage, elle permet
une protection au plus tdt vers 15-20 jours d’age. L objectif de cette thése était d’évaluer la protection contre le
VRSB chez les tres jeunes veaux par la vaccination des meéres en fin de gestation et le transfert de I'immunité
maternelle. Deux groupes de 14 veaux, ayant recu ou non un colostrum de vaches vaccinées en fin de gestation
par un vaccin inactivé (Bovilis Bovigrip®, MSD Santé Animale), ont été infectés a trois semaines d’age par une
souche sauvage 3761 de VRSB. La vaccination des vaches gestantes, séronégatives en VRSB, a induit une forte
réponse en anticorps anti VRSB aprés la 2° injection de vaccin. Elle a permis, aprés transfert du colostrum, de
protéger partiellement mais significativement les veaux contre la maladie, et notamment les formes cliniques
sévéres. Les anticorps colostraux n’empéchent cependant pas la réplication du virus d’épreuve dans les
sécrétions nasales, et donc sa transmission.
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TITLE : Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) protection provided by BRSV-maternal
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ABSTRACT :

Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) is a major pathogen of young calves, involved in the bovine
respiratory disease complex (BRD). To date, BRSV vaccination of young calves induces a protection as soon as
2 to 3 weeks of age. This study aims to confirm the hypothesis that maternal antibodies from cows previously
vaccinated with an inactivated BRSV vaccine (Bovilis Bovigrip®) protect very young calves, after colostrum
intake, against a bovine respiratory syncytial virus (BRSV) challenge. Two groups of three week-old calves, fed
with the colostrum of vaccinated or non-vaccinated pregnant cows, were challenged with a BRSV 3761 French
strain. Vaccination of seronegative cows in late pregnancy was followed by the development of a strong BRSV
antibody response. Provided that colostrum is efficiently transferred to calves, vaccination of pregnant cows
induces partial but significant clinical protection of the calves against the BRSV disease, especially against
severe respiratory signs. Finally, the calves fed with the colostrum of vaccinated cows were not protected against
BRSV replication in their nasal cavities. There is no protection against BRSV shedding and contamination.
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