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INTRODUCTION

Les virus respiratoires syncytiaux bovins (VRSBhemains (VRSH) sont des agents
pathogenes importants et fréquents en matiéreed®dins respiratoires. Ils induisent une
pathologie respiratoire, qui se traduit par diffées formes cliniques allant du syndrome
grippal jusqu’au syndrome de détresse respiramigaé. En France, la séroprévalence du
VRSB est de 60 %. Ce virus est coresponsable dedallb0 % des troubles respiratoires chez
les bovins de moins de 12 mois. Il est mis en éddeseul dans 30 % des cas, ce qui le place
en téte des pathogenes respiratoires (Kimman, 1288gaux de mortalité dans cette tranche
d’age varie entre 2 et 5 %, mais peut atteindré&30'étude du VRSB présente donc un
double intérét :

- direct par son aspect médical en élevage bovin,

- indirect par les pertes économiques entrainéesles@leveurs.

La vaccination représente actuellement le seul malgelutte contre I'infection par le
VRSB. Elle est pratiquée depuis plus de vingt angm@nce a l'aide de vaccins atténues et
inactivés. D’'une maniére générale, les vaccinségerit cliniguement les animaux et ont trés
probablement permis de limiter la circulation wralCependant, ils n’empéchent pas la
réinfection du veau par une autre souche. De péusjaccination se heurte a différents
obstacles a savoir 'immunisation en présence targs maternels, la possibilité de réaction

immunopathologique vaccino-induite et la variabibintigénique du virus.

Le VRSB et le VRSH, étant des virus a ARN de ptdaniégative, ils ont la capacité
de muter a chaque cycle de réplication virale. Joache virale est ainsi constituée de
différents génomes hautement hétérogénes qui faromerspectre de mutants ; ce spectre
représente un formidable réservoir de variants @iy@iques, qui confere au virus un
remarquable potentiel de variation et d’adaptatioette capacité adaptative peut donc poser

des problemes variés en matiére de réponse adaason.
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Cette étude avait donc pour but de testervivo une technique permettant de
discriminer différentes souches virales du VRSBd&mnalyser I'impact de la variabilité

génomique sur la vaccination.

Dans une premiere partie, nous ferons une synth@skographique sur les
caractéristiques virales du VRSB, de linfectionr g® virus, puis nous résumerons les

connaissances sur la vaccination contre celui-ci.

Dans une seconde partie, nous présenterons I'éaua vivo d’'une technique de
transcription réverse suivie d’amplification géreq(RT-PCR) en temps réel permettant de
différencier deux souches de VRSB (les souches6926f 3761) et nous montrerons que
l'utilisation d’'un vaccin entier élaboré a partitude souche ancienne (220/69), protége

partiellement d’'une infection hétérologue vis-a-disne souche récente (3761).
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PREMIERE PARTIE :

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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|. LA VIROLOGIE DU VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL BOV IN
I.1. Taxonomie

Le VRSB est un virus a ARN de polarité négativaj gppartient a I'ordre des
Mononegavirales

L'ordre desMononegaviralesest subdivisé en 4 familles différenciées selos de
criteres morphologiques et structuraux : la famiksRhabdoviridaea laquelle appartiennent
le virus de la Stomatite Vésiculeuse et le virudbiae, la famille ded-iloviridae dont
'unique genreFilovirus comprend le virus Ebola, la famille dBsrnaviridaeavec le virus de
la maladie de Borna et la famille d@aramyxoviridaea laquelle appartient le VRSB.

La famille desParamyxoviridaeest divisée en 2 sous-familles : Raramyxovirinae
et lesPneumovirinae La sous-famille de®neumovirinaecomprend 2 genres dont le genre
PneumovirugPhoto 1) auquel appartiennent le VRSH, le VRSBUFfe 1), le pneumovirus
de la souris et les virus respiratoires syncytieaprin (VRSC) et ovin (VRSO).

Photo 1 :Pneumovirus

I.2. Propriétés physico-chimiques

Le VRSB n’est pas un virus résistant dans le mnikxtérieur. Son infectiosité est
détruite en 30 minutes a 56 °C et quelques heuB¥s°&€ (Paccaud, 1970). L'infectiosité du
virus est maintenue pendant des mois voire deseanséle virus est conservé a - 80 °C ou a
- 196 °C (Inaba, 1973).

27



[.3. Structure et génome

La structure du VRSB en microscopie électroniquée \emiable, le virus étant
fregquemment observé sous forme filamenteuse (diaméé 60-110 nm) ou arrondie
(diamétre de 100-350 nm) (Figure 1). Les particwieales du VRSB peuvent, a l'aide de
ponts, former un réseau (Belanger, 1988). Cependeaitie structure n’'a pas de fonction

précise connue.

Le VRSB est un virus enveloppé contenant une noafgside de symétrie hélicoidale.

L’enveloppe virale est une bicouche lipidique foenaitour du virion lors de sa fusion
avec la membrane cytoplasmique de la cellule. kketmes retrouvées sur cette enveloppe
forment a sa surface des spicules de 11 a 20 rlonde

La nucléocapside a un diamétre compris entre 125eam (Ulloa, 1998). Elle est
constituée de la nucléoprotéine (N), de la phospiiéme (P), de la polymérase (L) et d'une
protéine de matrice (M2), protégeant ’ARN génoneiqu

M2, N, P and L nucleacapsid proteins

Figure 1 : Structure du VRSB

Le génome du VRSB est un brin d’ARN simple de p#arégative non segmente, qui
comprend environ 15 140 nucléotides et 10 gengsI(Ei2).

leader

S I -

Figure 2 : Structure du génome du VRSB
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Le génome du VRSB est tres proche de celui du VR8HKsi, a partir des
connaissances sur le VRSB et le VRSH, I'organisatio génome viral est la suivante :

- En 3’, une région «leader », extra génique, de ndicléotides qui contient
vraisemblablement un promoteur viral majeur (Mib891).

- En 5, apres le gene L, une région « traileu» @&pt constituée de 155 nucléotides
(Mink, 1991).

- Deux segments nucléotidiques agissarntisret localisés entre 5’ et 3’ qui paraissent
indispensables pour la transcription, la réplicagb 'assemblage viral. En 3’, cette région est
constituée de 88 nucléotides, comprenant la régideader », le signal d'initiation de
transcription du géne codant pour la protéine nioacturale (NS1) et son extrémité non
codante (Zamora, 1992). En 5, cette région eststitmée de 192 nucléotides, incluant
'extrémité 5’ non codante du géne de la polymérkessignal de terminaison de transcription,
ainsi que I'extrémité 5’ extra génique du génomar(ys, 1998).

- Entre les régions 5’ et 3’, 88 % du génome esfaat. Dix genes ont été identifiés
pour le VRSH et le VRSB. Chaque géne débute pasigmal d’initiation de transcription,
dont la séquence est conservée sur presque togenes chez le VRSB (Zamora, 1992).
Chaque géne se termine par un signal de terminagsomrdonne la fin de la transcription et
la polyadénylation. Ce signal de terminaison estismnservé entre chaque géne et a une
longueur de 12 a 13 nucléotides. Les 9 premieregiéont non chevauchants et séparés par
des régions de longueur de 1 a 52 nucléotides.geeses M2 et L se chevauchent sur 67
nucléotides. Chez le VRSH, ce chevauchement auwnag fonction régulatrice de la

transcription de la polymérase (Collins, 1987).

|.4. Protéines virales

Les 10 genes du VRSB codent pour 11 ARN messagereux-mémes, donnent 11
protéines (le géne M codant pour 2 protéines M2N22) (Tableau 1) :
- Deux protéines non structurales : NS1 et NS2.
- Trois protéines de nucléocapside : la nucléopretéh), la phosphoprotéine
(P) et la polymérase (L).
- Trois protéines de matrice : les protéines M, M&-M2-2.
- Trois protéines d’enveloppe : la protéine de fugie)y la glycoprotéine (G) et

la petite protéine hydrophobe (SH).
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Les protéines non structurales NS1 et NS2 sontt@&rstiques de®neumoviruset

interviennent dans I'inhibition de la réponse delile en interférons de typed étp).

La nucléoprotéine N possede plusieurs fonctiorke:participe a la formation de la
nucléocapside tout en lui conférant une résistameARNases et elle intervient lors de la
réplication et de la transcription (Samal, 1993 3llieddi, 1996) en formant un complexe
avec d’autres protéines. La phosphoprotéine P aestfagteur de transcription et de
réplication. Elle joue aussi un rdle dans l'assemgél du virion. Cette protéine est
phosphorylée (Bishnu, 1997). La polymérase L esNARRpendante (Yunus, 1998). Elle est
responsable de la transcription et de la réplinatio s’associant a la nucléoprotéine N et a la
phosphoprotéine P (Yu, 1995 ; Yunus, 1998).

La protéine hydrophobe SH est présente sous phgsitarmes plus ou moins
glycosylées. La fonction de SH est inconnue. Lagne de fusion F permet la pénétration du
virus dans la cellule cible par fusion avec la meanb plasmique. Elle est aussi responsable
de la formation des syncytia en permettant la fusie la membrane des cellules infectées et
non infectées (Hemingway, 1994). Cette protéinaiestprotéine d’enveloppe peu glycosylée
de 574 acides aminés. Dans la cellule, elle esthétinée sous la forme d'un précurseur
inactif Fo, qui est clivée dans le réticulum endsphique. Le résultat de ce clivage est la
formation d’une protéine mature et fonctionnelledmprenant deux sous unités F1 et F2
reliées par un pont disulfure. La glycoprotéine $6 une protéine fortement glycosylée, qui
présente une grande variabilité entre les diff@®isbuches de VRSB. Elle est composée de
257 a 263 acides aminés selon les souches (Malipd®93). La glycoprotéine G est
synthétisée sous deux formes, une forme ancréel’damsloppe virale et une forme tronquée
sécrétée par la cellule infectée (Hendricks, 19B&)forme tronquée semblerait jouer un role
de leurre pour la réaction immunitaire (Collins96® La forme attachée, sous la forme d’un
trimére a la surface du virion (Langedijk, 19969ra8t responsable de I'attachement aux

cellules cibles en association avec la protéineevifie, 1987).

Les protéines M et M2, possedent respectivement 25686 acides aminés. Par
analogie avec la fonction des protéines de mattiez lesMononegaviralesla protéine M
agirait sur I'arrét de la transcription de la nwdapside et 'association de celle-ci a la future
enveloppe. La protéine M2 jouerait un réle danstzulation de la transcription du génome

viral.

30



Protéine Nom de la protéine Taille M Fonctions
(Acides aminés) (kd)
NS1 Protéine non-structurale 1 136 13,8 Inhibition et résistance aux interférons de type | (a et 8)
NS2 Protéine non-structurale 2 124 14,5 Inhibition et résistance aux interférons de type | (a et 8)
F Protéine de fusion 574 70 Fusion avec la membrane plasmique
G Glycoprotéine 257 - 263 20 Leurre pour la réaction immunitaire
Attachement aux cellules cibles avec F
SH Petite protéine hydrophobe 73 7,5-60 Fonction inconnue
M Protéine de matrice 256 25 Arrét de la transcription de la nucléocapside
Association de la nucléocapside a la future enveloppe
M2-1 Protéine de matrice 2-1 186 22 Régulation de la transcription du génome viral
M2-2 Protéine de matrice 2-2 95 11 Régulation de la transcription du génome viral
N Nucléoprotéine 391 45 Formation de la nucléocapside et résistance aux ARNases
Réplication et transcription en formant un complexe protéique
P Phosphoprotéine 241 33 Transcription, réplication et assemblage du virion
L Polymérase 2161 250 Transcription et réplication

Tableau 1 :Les protéines du VRSB (nom, taille et fonction)
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Il. INFECTION PAR LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL B OVIN

[I.1. Epidémiologie
[1.1.1. Les espéces sensibles

Les bovins sont les hétes naturels du VRSB. Jasqrésent la transmission
interspécifique n'a pas été démontrée, méme siossipilité d’'une transmission entre
hommes et bovins ainsi qu’entre bovins et petitmimants ne peut pas étre écartée.

L’infection par ce virus n’est pas considérée conume zoonose (Thiry, 2000).

[1.1.2. La sensibilité des bovins

En milieu naturel, 'dge des animaux est un facpggdominant par rapport aux signes
cliniques. En effet, les signes cliniques sontaiirbbserves chez les jeunes de moins de 1 an
(Elvander, 1996 Valarcher, 1999 b). Dans cette classe d’age, He&troubles respiratoires
ont été associés au VRSB (Kimman, 1988).

Des signes cliniques peuvent étre observés swedesx agés de moins de 2 semaines,

ainsi que sur des adultes, mais avec une incidemoare mal connue.

[1.1.3. Prévalence de l'infection

De nombreuses enquétes épidémiologiques impligeeX¥RSB dans I'apparition de
troubles respiratoires. En effet, des études meeeeduede, au Danemark et aux Etats-Unis
sur des élevages laitiers ont montré que 60 a d&8droubles respiratoires étaient liés a ce
virus (Elvander, 1996 ; Baker, 1986 Hittenthal, 1996 ). En élevage allaitant, il a #&6ocié
aux troubles respiratoires dans 16 a 61 % desSta#,(1980 ; Caldow, 1988-199Kimman,
1988 ; Schelcher, 1990), ce qui place cette paffmlau premier rang des pathologies
respiratoires. Environ 50 % des animaux sont prinfiectés avant 'age de 12 mois. En

France, sa séroprévalence est supérieure a 60r%n(R979).

[1.1.4. Mortalité et morbidité des bovins

La morbidité est tres élevée, de I'ordre de 8@@24. Mais, la mortalité induite par le
VRSB n’excede pas 5 a 10 %, sauf dans les casddépés au sein d'un méme élevage ou
elle peut atteindre 20 % (Thiry, 2000).
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[1.1.5. Les voies de transmission

Chez le veau, linfection par aérosol a longtergps pressentie comme un mode
majeur de transmission du virus (Bryson, 1978).tlaamsmission par voie aérienne a été
confirmée dans le début des années 1990, notansuemie courtes distances (par exemple

lors des toux ou par contact direct de naseaus@anx) (Van Der Poel, 1993 et 1994).

L’existence d'infection foetale par ce virus n'a pim été démontrée, bien que la
présence d’anticorps anti-VRSB dans le sérum featadéja été décrite (Gould, 1978). De
plus, des avortements sont parfois observés pendampisode clinique sans que ceux-Ci

puissent étre associés a une action directe ds (imaba, 1972).

[1.1.6. Saisonnalité de I'infection et persistanile

Chez les bovins, la saisonnalité de l'infection ted$ importante. En effet, en région
tempérée le nombre de cas de VRSB est culminarutmmne ainsi qu’en hiver (Baker,
1985). Cette saisonnalité serait due aux changeneéntatiques et notamment aux baisses de
température (Mahin, 1982 ; Key, 1984) et de pressitmosphérique (Wellemans, 1975).
Bien que le virus ne semble circuler pendant leerde 'année qu’a un trés faible niveau, des

réinfections sont possibles (Van Der Poel, 199%arkder, 1996).

L’absence de maladie a VRSB pendant la périodeadstipose la question de la
persistance virale. Dans une région déja infectée@ virus, la maladie devient endémique et
peut affecter les mémes troupeaux chaque annéeifigkr 1990). Compte tenu de la fragilité
du virus, la réapparition d’épisodes respiratonlaas les mémes exploitations sur plusieurs
années consécutives, suggere une réintroductiovirda et / ou son maintien au sein du

réservoir animal.

Etant donné que des épisodes respiratoires a VRBBept réapparaitre au sein des
mémes cheptels tous les hivers sans introductiorodeeaux animaux, il semblerait que, soit
le virus circule a bas bruit de facon permanengz ¢bs animaux infectés subcliniques, soit il
persiste au sens strict chez I'animal infecté (\Car Poel, 1994 et 1995). Les modes de
persistance virale ne sont pas encore totalemanidés. Néanmoins, l'infection chronique
est bien connue pour d’autres virus de la famitls Baramyxoviridag(Randall, 1991). De

plus, quelques éléments expérimentaux sont favesabl’hypothése d’'une persistance.
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In vitro, le virus est capable d’infecter des cellulesaih persistante en perdant son pouvoir
cytopathogene (Stott, 1984) et des études ont énaqie le VRSB pouvait étre détecté
jusqu'a 71 jours post-inoculation (p.i.) dans lgmphocytes B des nceuds lymphatiques
trachéobronchiques et médiastinaux (Valarcher, R0D&pendant, une persistance du virus

chez I'animal associée a un phénomene de réexcnétgpas eté démontreée.

[1.1.7. Facteurs favorisants

Selon de nombreuses études épidémiologiques, dgements climatiques paraissent
augmenter les infections par le VRSB, particuliezatmorsque le temps devient humide et
venteux (Baker, 1986 a ; Van Der Poel, 1994).

Parmi les facteurs favorisant cette infection savent les autres infections virales, les
facteurs d’ambiance et tous les facteurs affectéanttivité mucociliaire (forts taux
d’ammoniac, forte humidité, variations importantee température et de pression).
Cependant, méme des animaux vivant dans de traseboronditions d’élevage peuvent
contracter cette maladie et les conditions d’élevag permettent pas d’expliquer les fortes
incidences dans certains élevages (Bryson, 192&emB31986 a ; Van Der Poel, 1994).

[1.2. Signes cliniques et lésions
[1.2.1. Les signes cliniques

L’incubation de la maladie est de 2 a 8 jours Baples observations lors de
contamination naturelle. Dans 21 a 47 % des ciafedtion naturelle est subclinique (Baker,
1985). Sinon, linfection cliniqgue se traduit pan syndrome fébrile et des symptomes
respiratoires.

Les symptomes généraux (hyperthermie élevée, bams¥erée de I'état général,
anorexie) sont souvent transitoires (1 a 3 joutspezceptibles en début d’infection, mais
peuvent s’aggraver en forte dépression et coma.

Ce sont surtout les signes respiratoires qui présem Du jetage nasal muqueux a
mucopurulent et de la toux persistent jusqu'a 1P0gjours dans la moitié des cas. Une
polypnée, un renforcement des bruits a I'auscolatiexpiration trés audible), des bruits
surajoutés (sifflements, crépitements) et une dsmbdominale avec un emphyséme sous-

cutané peuvent durer de 6 a 10 jours.
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Deux tableaux cliniques principaux peuvent aldrs Eencontrés :

- Une atteinte de I'appareil respiratoire supértise traduisant par des signes cliniques
de rhinotrachéite. L’animal présente une difficultspiratoire, de la toux et du jetage.

L’évolution de la maladie est généralement béndjalture grippale.

- Une atteinte de I'appareil respiratoire inférise traduisant par une bronchiolite ou
bronchopneumonie. L’évolution de la maladie pewwsag’aggraver de maniere brutale. Dans
certains cas trés séveres, apparait une exacerlatia bronchiolite qualifiée de « syndrome
de détresse respiratoire aigué ». On note la ptés#ane dyspnée extrémement sévere avec
la téte portée basse sur une encolure tendueutzhbmuverte, des plaintes expiratoires et une
respiration abdominale (témoin de la difficulté eapire causée par I'obstruction des voies
respiratoires inférieures et 'emphyseme pulmonaitéanimal ne peut plus ni bouger, ni
s’alimenter et fait d’énormes efforts pour respifidorzinek, 1990). Il est possible de déceler
a l'auscultation un cedéme et un emphyséme pulmemalet emphyseme peut méme gagner

le tissu conjonctif sous cutané ou abdominal p& yanphatique (Belknap, 1993).

Ces 2 tableaux cliniques peuvent étre observésittament dans un méme élevage.

L’observation de ces signes cliniqgues est modud¥edp nombreux facteurs tels que
les particularités anatomiques, physiologiquesnetunitaires du jeune par rapport a I'adulte,
la virulence de la souche virale du VRSB, les d&fianmunitaires congénitaux ou acquis

ainsi que les surinfections bactériennes.

Les symptdbmes observés lors d’infection naturple le VRSB sont difficilement
reproductibles par des inoculations expérimenta&esapparaissent en général avec une
intensité nettement plus faible (Castleman, 198®to0, 1996).

[1.2.2. Les lésions

Deux régions pulmonaires peuvent étre différencgkgde plan des Iésions que I'on
peut observer macroscopiguement lors d’atteintdgp®RSB : la région cranio-ventrale et la

région caudo-dorsale.
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- En région cranio-ventrale, zone d’atteinte pégike lors d’atteinte pulmonaire par
voie aérienne, on retrouve des lésions caractuissi de pneumonie broncho-interstitielle. Le
parenchyme est généralement congestionné (coubeigerbrique a lie de vin) avec une
induration modérée. A la coupe, on peut noter és@mnce de mucopus dans les bronches.

A I'examen histologique, cette pneumonie intersiliéi se caractérise principalement,
lors d’évolution rapide, par des Iésions de browchat bronchiolite nécrosantes avec présence
de cellules épithéliales desquamées dans les lesyisouvent associées a des polynucléaires
neutrophiles et des macrophages, obstruant la tami€astleman, 1985 b). On note
frequemment la présence de cellules syncytiales @snlumieres bronchiques et alvéolaires ;
cellules que I'on peut également retrouver dansniesjueuses nasales et trachéales. Des
fausses membranes de fibrine tapissant les pai@slaires sont également fréquemment
rencontrées. Dans le cas d'évolutions plus longues hyperplasie épithéliale avec

bronchiolite oblitérante peuvent étre observées.

- En région caudo-dorsale, la Iésion macroscopitpminante est généralement un
emphyseme interlobulaire et sous-pleural, parfo&me alvéolaire, associé parfois a une
légere induration du parenchyme. Toutefois, 'absatiemphyseme n’exclut pas une atteinte
pas le VRSB.

A l'examen histologique, les lésions de bronchéolitécrosante et la présence de
syncytia sont plus discretes. On retrouve en rdwarmes Iésions d’emphyseme alvéolaire et
interlobulaire, et la présence fréquente de faussembranes fibrineuses, probablement
responsables de la |égére induration que I'on eeseracroscopiquement (Kimman, 1989 d).
Les lésions peuvent également suivre les voiesrai@atie lymphatique. Ainsi, on observe
parfois un emphyseéme meédiastinal marqué, qui pétdrglre au plan sous-cutané, en région
de I'épaule et de I'encolure (Horzinek, 1990), aimg’'une hypertrophie des nceuds

lymphatiques trachéobronchiques et médiastinauys(Br, 1983).

[1.3. Immunité
[1.3.1. Les structures immunogenes

Les structures immunogénes ont surtout été étugieas le VRSH, cependant des

revues concernant le VRSB sont disponibles (Kimm&80 ; Duncan, 1993).
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Lors d’une primo-infection, les anticorps sont euttdirigés contre les protéines F et
N. En revanche, lors de réinfection, la réponse umitaire est surtout dirigée contre les
protéines F et G, alors que les taux des anticdipgés contre les autres protéines sont
extrémement faibles (Valarcher, 1999 a; Westekbrih989). L'immunogénicité des
protéines non structurales NS1 et NS2, malgré ileportante production au cours du cycle
viral, n’est pas connue.

La glycoprotéine G s’avere moins immunogéne qu@rtdéine F et la protection
induite par G est peu efficace contre un virus daas groupe différent (Johnson, 1982). La
plupart des anticorps monoclonaux spécifiques aelralisent I'infectiosité. En revanche,
trés peu d’anticorps monoclonaux spécifigues deof®t seutralisants, a la différence des
anticorps polyclonaux (Collins, 1996 et 2001). Esumé, les glycoprotéines F et G induisent
une réponse protectrice marquée, évaluée sur leetiéd de la multiplication virale dans les
poumons et basée sur les anticorps neutralisacigdants, avec une efficacité plus marquée
de la réponse induite par la protéine F.

La plupart des connaissances lors d’infection méleirpar le VRSB concernent la
réaction humorale, mais l'induction d’'une réponse les lymphocytes T auxiliaires a été
démontrée pour les protéines F et G. En effetamertepitopes T auxiliaires ont été identifiés
sur les protéines F et G (Corvaisier, 1993), cepenth notion d'épitope protecteur doit étre
considérée avec précaution, car des peptides ctieaais peuvent entrainer des réponses
immunitaires opposées.

Enfin, il a été démontré que les protéines F, IM2tétaient les antigenes majeurs de

la réponse aux lymphocytes T cytotoxiques (Gadd083).

11.3.2. Réponse immunitaire humorale
[1.3.2.1. Cinétique des anticorps

Au début et au cours de l'infection, le VRSB seltiplie dans I'épithélium de
I'appareil respiratoire. Pour cette raison, lescamps sériques neutralisants ne peuvent agir
sur le virus au cours de l'infection précoce conuaka est observé lors de la phase virémique
de certains pathogenes (virus de la rougeole ola daricelle). Cependant, chez le veau et
'enfant, la protection du tractus respiratoirefpra semble étre corrélée a un titre élevé en

anticorps sérigues neutralisants.
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Chez les bovins, la placentation étant de type esmdchoriale, la transmission des
anticorps naturels se fait lors de la prise cofdstdans les premieres heures de la vie du veau.
Les anticorps maternels étant d’origine colostrégedisparaissent en moyenne vers 3 ou 4
mois, mais peuvent persister jusqu’a 7 mois (Bakes6 a - b).

La cinétique des différents isotypes d'immunogloias dirigées contre le VRSB a été
évaluée expérimentalement chez des veaux privésldstrum, lors d’une infection primaire
et lors de réinfection (Kimman, 1987).

Lors d’infection expérimentale, les anticorps naligants apparaissent dans le sérum
entre 3 et 9 jours apres inoculation (Elazhary,11;.9Bhomas, 1984 a - b). Le pic d’anticorps
sériques neutralisants apparait vers 21 a 30 ganés inoculation (Elazhary, 1981). Dans les
conditions naturelles, les anticorps diminuent tkéte pour atteindre des valeurs de
concentration faibles a tres faibles en 3 a 7 rtideker, 1986 a - b).

Les immunoglobulines impliquées dans cette réadtiumunitaire sont : les Ig M, les

lg G (1 et 2), ainsi que les Ig A sécrétoires.

Les immunoglobulines (Ig) M sont les premiéresppaaaitre dans le sérum ou les
sécrétions respiratoires. Dans le sérum, elles détectées 6 a 10 jours p.i. avec un pic vers
10 a 13 jours et restent détectables jusqu’a peetquois (Thomas, 1984 b ; Kimman, 1987).
Les Ig G1 spécifiques apparaissent une semains ga@récédentes, forment un pic vers 24
a 38 jours et sont détectables jusqu’a 8 mois afirdsction (Kimman, 1988 ; Schrijver,
1996 b). Les Ig G2 n'apparaissent pas avant 1 ®i8 post infection, sont au taux le plus
élevé vers 2 a 4 mois et sont présentes au moimape8 mois (Kimman, 1987). Les Ig A et
les Ig M sécrétoires peuvent étre détectées arpdetilO jours p.i. dans les sécrétions
oculaires, nasales et pulmonaires, chez des aninmfectés expérimentalement. Les Ig M
semblent y persister 10 a 18 jours, contrairemertl@ A qui semblent y rester 3 mois voire
plus (Kimman, 1987).

La protection par les anticorps varie en fonctiom ldur isotype et des cibles

antigéniques. Deux types d’anticorps sont a considélifféremment: les anticorps

neutralisants sériques et les anticorps locaux.
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[1.3.2.2. Anticorps sériques

Les Ig G1 et les Ig M dirigées contre le VRSB it le complément en présence de

cellules infectées et provoquent la lyse celluléifenman, 1989 b).

En conditions naturelles, la fréquence et la géadé la maladie sont inversement liées
aux concentrations en anticorps sériques neutndis#iorigine maternelle (Kimman, 1988).
Mais malgré cela, linfection est possible mémecaue titre en anticorps moyennement
élevé, que ceux-ci soient d’'origine passive ou meqguite a une primo-infection (Beem,
1987 ; Van Der Poel, 1993). De méme, un titre émvénticorps neutralisants dirigés contre
le VRSB dans le colostrum ne protége pas le veautr&eaine éventuelle infection et les
anticorps sériques neutralisants post-infectiormp@chent pas non plus une réinfection
(Jacobs, 1975Kimman, 1986 et 1988 ; Westenbrink, 1989).

Des études expérimentales ont également montrépi@s infection expérimentale,
I'excrétion virale est assez proche en durée conemditre entre un veau initialement
séronégatif et un veau porteur d’anticorps matserriorigine colostrale (Ig G1) avant

inoculation (Kimman, 1989 a).

Le rble protecteur de ces anticorps semble supéidétage pulmonaire qu’a I'étage
nasal (Hemming, 1995).

11.3.2.3. Anticorps locaux

La protection contre les réinfections est habiareént attribuée aux anticorps
« sécrétés » dans les mucosités de I'appareilregspe.

La disparition du VRSB dans les sécrétions nasadesorrélée a I'apparition des Ig A
au niveau local. Leur présence dans les sécréniasales est liee a une résistance a la
réinfection. Les Ig A sont peu ou pas neutralissaimtevitro, mais leur role supposé est de
piéger le VRSB dans les mucosités et de favorieer &@imination en synergie avec les
cellules « Natural Killer » et les lymphocytes T &bcytotoxiques (LTc) (Kimman, 1989 a).

Néanmoins, le role protecteur de I'immunité locas plutdt déduit que directement

déterminé. Il intervient surtout a I'étage supériges voies respiratoires.
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11.3.3. Réponse immunitaire cellulaire

Les études sont en pleine expansion en ce quiecomda réponse immunitaire a
médiation cellulaire. L'immunité de type cellulgiret particulierement la réponse de type T
cytotoxique, est essentielle dans I'éliminationvitus. En effet, les déficiences de la réponse
a médiation cellulaire sont associées a des treutliriques plus graves et a une excrétion
prolongée (Hall, 1986 ; Harrington, 1992 ; Taylt®95).

Chez des animaux infectés expérimentalement parVRSB, une activité
lymphocytaire T cytotoxique associée au phénotypP8 € peut étre mise en évidence dans le
sang 7 a 10 jours p.i. et dans les poumons 10 pur&addum, 1996 ; Thomas, 1996).

En outre, une augmentation significative de la nigocellulaire de type CD4 + et des
concentrations accrues en interleukine de typé&-2)let en interféron gamma (IINont été
observés sur des animaux préalablement vaccinés dag vaccins vivants recombinés ou
inactivés (Ellis, 1992 a).

Une augmentation des lymphocytes T de type CD8+(DB +) est présente lors de
primo-infection. Les LT CD8 + semblent posséder@le prépondérant dans I'élimination du
virus.

Les cellules CD4 + et les autres cellules T orienta réponse immunitaire vers une
balance Th 1/ Th 2. La réponse de type Th 1 estrémonse associée a la production difFN
La réponse de type Th 2 permet d’activer les cedlinflammatoires par le biais des IL4, IL5.
Ainsi, l'activation des mastocytes et des éosinigshiest responsable des phénoménes
inflammatoires des bronchiolites et de bronchiadastriction. La réaction et 'orientation de
la réponse immune se font sous l'influence deskiyes produites dans le milieu. Dans une
étude réalisée sur des veaux inoculés expérimemtale avec du VRSB, les profils
d’interleukines obtenus a partir de cellules morubées pulmonaires et sanguines prélevées
7 jours p.i. et sans restimulation sont apparusabbes entre individus. Les cytokines
détectées, a savoir IFNIL-2, IL-4 et IL-10, indiqguent un mélange de rége Th 1 et Th 2
(Mc Innes, 1998). L'orientation de la réponse imitaire vers un profil Th 1 ou Th 2 varie
en fonction des protéines virales et du type dsaqmition (Alwan, 1993 ; Srikiatkhachorn,
1999).
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Une série dinfections expérimentales, par le VRSH souris préalablement
sensibilisées avec des vaccins recombinants exprinredépendamment les protéines
d’enveloppe du virus ont montré que (Srikiatckhanhd997 a et b, 1999 ; Braciale, 2005 ;
Tripp, 2005) :

- la protéine G est a l'origine d’'une forte produntid’IL-4 et IL-5 et d’'une
importante éosinophilie pulmonaire (indication cBuforte induction de la
réponse de type Th 2), mais n’induit aucune répogs®oxique.

- la protéine F entraine une production d’IL-2 et unfiitration de cellules
mononucléaires, ainsi qu’une forte réponse en houoptes T cytotoxiques.

- la protéine G induit une réponse Th 1 simultanénzetd réponse Th 2 et
I'orientation vers l'une ou l'autre semble indépantk de la spécificité
d’épitope.

- les protéines G et / ou SH diminuent la réponse 1Timédiée par les
chemokines CCL2, CCL3 et CCLA4.

- laréponse en LT CD8 + est corrélée a une diminui&s cytokines de type Th

2 et du recrutement des eosinophiles dans le poumon

[1.4. Pouvoir pathogene

Bien que lors d’infections expérimentales, les gigmes soient moins graves que lors
d’infections naturelles, les modeéles expérimentabpermis de compléter I'étude des étapes

de l'infection et des mécanismes pathogéniques.

I1.4.1. Cinétique de l'infection

D’apres les modeles expérimentaux, le temps diiatian chez les bovins est estimé a
4 ou 5 jours (Belknap, 1995).

La contamination de I'animal s’effectue par lesegnasales supérieures en condition
naturelle. La dissémination du virus des cavitésales vers les poumons se réalise par
aspiration de mucosités et de sécrétions contetestparticules virales infectieuses. La
protéine F est a l'origine de la fusion entre lefiutes infectées et non infectées voisines
entrainant ainsi la formation de syncytia et petamtainsi la propagation du virus sans
passage par le milieu extracellulaire. Ce modeatéamination permet au virus d’échapper a
la réaction immunitaire humorale de I'héte (Col}ig®01).
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Chez le veau, il semblerait que l'incubation sait 4 a 5 jours apres l'infection
expérimentale par voie nasale (Thomas, 1984 a knBpl, 1995). Lors d'infection
expérimentale, le VRSB peut étre isolé des séargtioasales entre 1 et 10 jours p.i.
(Elazhary, 1980), et des muqueuses trachéale®ethigues entre 3 et 10 jours p.i. (Jacobs,
1975 ; Castelman, 1985 a). La progression du \semble se faire du tractus respiratoire
supérieur vers le tractus respiratoire profond lear mucosités et les sécrétions (Collins,
1996). Dans certains cas spontanés, l'infectiomipmitée au tractus respiratoire supérieur

sans qu'’il y ait de réplication dans les bronchidesalvéoles (Viuff, 1996).

Le VRS semble étre strictement localisé a I'appaesipiratoire. Ainsi, Larsen (1999)
ne détecte le virus par RT-PCR que dans les pountmsuqueuse trachéale, nasale et les

nceuds lymphatiques trachéo-bronchiques et médaastin

[1.4.2. Cibles cellulaires

Le tropisme cellulaire du VRSB est limité aux ckdkide I'appareil respiratoirén
vivo et ex vivq les cellules ciliées de I'épithélium sont leslesbprimaires du VRS. Ainsi, on
retrouve du VRSB dans les cellules épithélialesaleas trachéales, bronchiques ainsi que
dans les pneumocytes alvéolaires de type | et #isi{il€man, 1985 h Mc Nulty, 1983 ;
Bryson, 1991). Toutes les populations cellulaireparmettent pas la réplication virale avec
la méme intensité. En effet, d’aprés des résubatiro, le VRSH se répliqgue mieux dans les
cellules épithéliales nasales que bronchiques (@ed©92).

De plus, des particules virales peuvent étre d&tsctdans les macrophages
(Castleman, 1985 a - b ; Adair, 1992) et les égdiiles (Olszewska-Pazdrak, 1998), mais la
réplication virale semble limitée dans ces cellugisn qu’aucune donnée ne soit disponible
pour le veau, des antigénes viraux ont aussi éectdsin vitro dans les monocytes et les
lymphocytes de mouton (Sharma, 1996).

Méme si la réplication du VRS ne parait pas optndinfection des cellules
mononucléées semblent modifier les fonctions aales. In vitro, la phagocytose, la
bactéricidie et la production de monoxyde d’azaiatsdiminuées. En plus de la réaction
inflammatoire, les macrophages infectés inhibetalantransformation lymphoblastique et
produiraient des facteurs chimiotactiques pour fesitrophiles, d’ou l'affluence de ces

cellules dans la lumiére broncho-alvéolaire etdatrophilie observée (Adair, 1992).
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I1.4.3. Les mécanismes pathogéniques

Les mécanismes pathogéniques sont mal connusétes lobservées sont dues a un

effet cytopathogéne (ECP) du virus, a des mécasismmunopathogéniques induisant une

réaction inflammatoire exacerbée et enfin & divisteurs influencant le devenir de

I'infection et la gravité des signes cliniques alés (Collins, 2001).

[1.4.3.1. Pathogénie

L’ECP du virus sur I'épithélium respiratoire coritda une bronchiolite nécrosante et

obstructive, ce qui peut expliquer les symptémedmacho-pneumonie. Cette derniére est

plus ou moins grave en fonction de différents fact¢Hoffman, 2004) :

immaturité des poumons des jeunes veaux d’untpdevue anatomique,
physiologique et immunitaire, ainsi que la prédsfon des bovins (surtout
des animaux culards) aux troubles respiratoiredaf@ler, 1999 b ; Collins,
2001).

les déficits immunitaires congénitaux et acquis diavorisent une
multiplication virale et une exacerbation des sgynkniques (Thomas, 1996 ;
Collins, 2001).

D’autres facteurs sont liés au virus :

la virulence de la souche virale infectieuse ajjus la charge virale.

I'inhibition des IFN de type | : les IFN de typgouent un réle important dans
I'activité antivirale et de nombreux virus ont dimpé des stratégies pour
inhiber la voie des IFN. Ainsi, il a été montré des protéines non structurales
NS1 et NS2 du VRS bloquent l'induction des IFN/ B (Young, 2000 ;
Schlender, 2000 ; Bossert, 2003).

les surinfections bactériennes favorisées par éfalion de [I'appareil
mucociliaire, 'accumulation des débris cellulaiegd’altération des fonctions
macrophagiques lors de I'infection par le VRS (AdaD92).
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La réponse inflammatoire locale est confirmée parptésence de médiateurs
inflammatoires non spécifiques retrouvés dans dpidie de lavage broncho-alvéolaire
(LBA) : entre autres les thromboxanes, les cytakigieles prostaglandines (Gershwin, 1989).

[1.4.3.2. Immunopathogénie

La pathogénie du VRSB est trés peu connue, mamuohreuses études montrent que
le systeme immunitaire jouerait un réle primordiad deuxieme composante est donc de
nature immunopathologique (Larsen 2000 ; Collin3)1). Cette composante semble étre
notamment responsable du syndrome de détresseatespi aigué non expliqué par l'effet
direct du virus. Bien qu'’il y ait des évidences siolérables qui suggerent le réle de la réponse
immune innée dans la pathogenése du VRS, son iammartn’a pas encore été confirmée
(Hoffman, 2004). Plusieurs autres hypothéses dantfarmulées, sans pour autant avoir été

confirmées.

- Hypothese d’une hypersensibilité de type Ill

Plusieurs observations sont a l'origine d’'une higpse impliquant I'activation du
complément par des complexes immuns :
- une incohérence entre la durée d’évolution clieigbréve) et la nature des lésions (lésions
microscopiques anciennes et qui paraissent antésiedl I'apparition des signes cliniques)
(Kimman, 1989 c).
- la présence d'anticorps spécifiques, qui seratBotigine passive ou conseécutifs a une
infection discrete sur le plan clinique, chez ledividus infectés.
- la différence de nature des lésions cranio-veegrédobes |égerement densifiés) et caudo-
dorsales (lobes oedémateux et emphysémateux).

- ’hétérogénéite de réepartition des antigenesauxirdans les lobes pulmonaires antérieurs.

L’effet cytopathologique du virus entraine dansltses pulmonaires antérieurs une
lyse cellulaire et ainsi I'apparition d'une réactiomflammatoire et la libération d’antigenes
viraux. Ces derniers formeraient des immuns congdegtrictement localisés aux poumons,
avec des anticorps spécifiques (Ig M ou Ig G1 guiaaaissent 8 a 10 jours apres l'infection)
et provoqueraient un phénomene d’Arthus en actil@rtomplément (Kimman, 1989 b).

L’activation du complément favoriserait I'afflux aeutrophiles. Les facteurs du complément,
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anaphylatoxines C3a et Cbha, diffuseraient dansé&eatble du poumon, induisant la libération
d’histamine et de leucotriénes (LTC4 et LTD4) pas tellules mastocytaires et provoquant
une bronchoconstriction, cedeme et emphyséme pulmofiimman, 1989 a; Valarcher,
1999 a).

Cette hypothése explique donc I'hétérogénéité deartiéion du virus et de
'emphyséme dans les poumons, ainsi que l'allundogabiphasique de la maladie : une
premiere atteinte respiratoire légere suite a dttibn virale, puis une pneumonie

emphysémateuse, apres plusieurs jours lorsquatiesps apparaissent.

De plus, une étude réalisée par Polack (2002) démague la gravité de la maladie
semble étre médiée par les complexes immuns, palkxest abrogée chez les souris
déficientes en élément C3 du complément, et mévatence post mortem une activation du
complément dans les sections de poumon des enétgmts d'une forme sévere de
I'infection par le VRS.

Cependant, chez les bovins atteints de VRSB, desiims complexes n’ont jamais été

identifiés et I'évolution biphasique de la maladst rarement observée chez ces animaux.

- Hypothese d’une hypersensibilité de type |

Des mécanismes pathogéniques analogues a ceuw@bders d’'une HS de type |
sont souvent proposés. Suite a une sensibilisapénifique, I'orientation Th2 pourrait étre la
plaque tournante de la pathogénie. Cette hypotbsisétayée par la démonstration chez des
enfants d’une corrélation précoce et élevée en éf & médiateurs pro-inflammatoires dans
les sécrétions respiratoires, et la gravité de d#adie (Welliver, 1994). De plus, Kimman
(1989 c) observe des mastocytes dégranulés egdeslir des coupes de poumon de veaux

infectés de maniere naturelle par le VRSB.

- Hypothese d’'une modulation de la réponse immunitiee cellulaire

Cette hypothése est en relation avec la détectityE det de meédiateurs pro-

inflammatoires dans les sécrétions respiratoires.
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Les principales études ont été menées avec le VRBHnodeéles souris, dans un
premier temps dans le but d’expliquer I'exacerbaties signes cliniques d( a ce virus chez
les enfants primo-vaccinés avec un vaccin inacf(dévan, 1993 ; Hancock, 1996). Ces
études ont montré que lors d’une primo-infectionvagcination, la glycoprotéine G serait
responsable de I'orientation de la réponse immwtielaire vers une voie Th 2. Lors d’'une
infection ultérieure au VRSH, cette réponse Th2ad#risée par une production d’'IL-4, IL-5
et IL-13, serait a l'origine d’'une libération de dmgteurs pro-inflammatoires, responsables
des signes cliniques observées, et d’'une infiirmBosinophilique dans les poumons. Par la
suite, Antonis (2003), dans un modele d’infectiavih par le VRSB, a retrouvé une réponse
Th2 exacerbée, accompagnée d'une réponse Ig E dofpey, aprés pré-immunisation des

bovins avec un vaccin inactivé a la formaline gtraél a I'alun.

En résumée, la protéine G contient un épitope, sarfii mais non nécessaire, qui peut
induire indifféeremment une réponse LT CD4+ de t¥jpel ou Th 2. Les facteurs influencant
le contexte immunologique induit par G sont muéigpl I'induction préalable de cellules T
mémoires CD4+ de type Th2 spécifiqgues du VRS, hairdition des LT cytotoxiques et des
cellules NK, l'exposition primaire a la protéine &&crétée plutdt qu'a la protéine G
transmembranaire, une inflammation allergique comtante des voies respiratoires, les

propriétés intrinséques de I'h6te favorisant laorége de type Th2 (Graham, 2000).

Ces mécanismes sont décrits principalement chesoless et lors d’'une pré-immunisation.

[1.5. Diagnostic de l'infection par le VRSB

[1.5.1. Généralités

Un diagnostic uniqguement basé sur la symptomatelesgi impossible, car les troubles
respiratoires sont peu spécifiques. Seul un diagna® laboratoire peut confirmer une

suspicion d’infection par le VRSB dans un élevage.

Les résultats obtenus lors des examens de lab@®tdpivent étre interprétés en

tenant compte de plusieurs parametres :
- 'age de I'animal : le pic d’incidence clinique sient sur des animaux de
moins de 6 mois, et les anticorps sériques d’ogigmaternelle, encore

présents a cet age, peuvent géner le diagnostiertitude.
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- le type et la qualité du prélevement : le VRSB &8s fortement lié aux
cellules, donc un prélévement contenant peu deleslest peu utilisable pour
une analyse virologique.

- le mode de conservation des prélevements : ce gsuges faible et fragile,
une conservation sous froid négatif est préféraldéetempérature ambiante.

- la sensibilité de la technique utilisée.

- les délais entre le début des signes cliniques etdlisation des prélevements,
entre la mort et le réalisation des prélevementenére la réalisation des
prélevements et la mise en route des analysedgruke est trés fragile dans le
milieu extérieur et la réplication virale est deude durée dans le tractus

respiratoire.

Les techniques les plus utilisées en médecineimatdr sont la RT-PCR (ARN) ou la
détection d’antigénes viraux chez les animaux \‘&amu morts, car ce sont des techniques
faciles a mettre en ceuvre. Malgré tout, elles roagmt pas toujours une réponse

satisfaisante.

[1.5.2. Animal vivant

[1.5.2.1. Sérologie : recherche indirecte

Le diagnostic sérologique nécessite au moins de¢ieyements, afin de détecter une
séroconversion ou une augmentation significativetithe en anticorps dirigés contre le
VRSB. La premiere prise de sang doit étre effechetmlant la phase aigué de l'infection et la
deuxieme entre 2 et 3 semaines aprées le premigvpréent (Elazhary, 1981 ; Westenbrink,
1989).

Parmi les différentes techniques disponibles puettre en évidence ces anticorps
sériques (immunofluorescence indirecte, séronesdtedn ou fixation du complément), la
plus utilisée reste la technique ELISA. Outre sasirlité et sa spécificité, elle permet une
obtention rapide et facile des résultats. Etaninéda forte séroprévalence du virus chez les
bovins adultes, la fréquence des veaux porteurgidaps anti-VRSB d’origine colostrale est
tres élevée et géne le diagnostic sérologique. himité passive bloque partiellement ou

totalement la synthese d’lg G (mais pas celle Migsuite a une infection. Les tests ELISA
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conventionnels ne détectant que les Ig G sont doagent d’intérét limité dans le diagnostic
de certitude du VRSB chez les jeunes animaux (&3I2001).

[1.5.2.2. Virologie : recherche directe

- Prélevements :

Différentes techniques de prélévements sont @iipour détecter le VRSB, a savoir
'écouvillonnage nasal (EN), l'aspiration transeing@ale (ATT) et le lavage broncho
alvéolaire (LBA). Cependant, les prélevements ishwgractus respiratoire profond (LBA)
semblent plus riches en virus, ce qui peut s’exggligpar la richesse en cellules du LBA et par
la localisation pulmonaire du virus lors d’infectiograves (Jacobs, 1975 ; Larsen, 2000).

- Isolement viral :

C’est la technique classique, mais elle est trésupiisée en diagnostic de routine, car
les résultats sont incertains du fait de la labiditi virus et des difficultés de conditionnement

et de conservation jusqu’au laboratoire.

- Détection d’antigenes viraux :

C’est la technique la plus sdre en phase aiguérdection. La détection d’antigene
est réalisée sur les prélévements obtenus par ENBAuU La contamination des sécrétions
nasales par des bactéries ou des champignonsrfémnet@as avec la détection d’antigéne.

La technique d'immunofluorescence (IF) permet deeaér un plus grand nombre
d’échantillons positifs et sur une plus longue @@ei (jusqu’'a 14 jours p.i. sur des cellules
nasales et 18 jours p.i. sur des cellules de LB49 kjsolement viral, quelque soit I'étage
respiratoire ou est effectué le prélévement (CglI#001).

Des techniqgues immunoenzymatiques de détectiontigéares ont été développées
pour le VRSH avec de tres bonnes spécificité esibaite par rapport a I'isolement viral ou
'lF (Ahluwalia, 1988). Certains de ces tests ot @étilisés pour le VRSB du fait des grandes
similarités antigéniques avec le VRSH (Rodgers, 01991 existe maintenant un test
vétérinaire spécifique (test Speed® ReSpiVB, BidoVeest). L'intérét de ce test de terrain
est qu'il est réalisable par le vétérinaire de menimmeédiate a la clinique. Le prélevement

est réalisé en élevage en 5 minutes, la mise etic@olen 30 secondes et I'analyse réalisée a
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la cliniqgue nécessite : 10 minutes pour l'isolemémtvirus via la solution d’extraction et 15
minutes pour la lecture du test immunochromatogopeh Ce test rapide et fiable permet de
s’affranchir des analyses de laboratoires longoe8teuses et tardives. La conservation des
prélevements a + 4 °C pendant 12 heures ne réaiigpsensibilité de ce test (West, 1998).

- Détection de I'’ARN viral :

La technique de transcription réverse, suivie dl#ination génique (RT-PCR)
semble intéressante, notamment lors d’amplificatitum segment de gene peu variable
comme celui de la nucléoprotéine N (Larsen, 1999).conservation des prélévements
(sécrétions nasales) a + 4 °C pendant 12 heureéduit pas la sensibilité de la RT-PCR
(West, 1998). Selon une étude récente, le VRSB atqgudétecté a partir du LBA de veaux
inoculés expérimentalement jusqu’a 17 jours p..lpadechnique de RT-PCR sur le géene N,
alors gque cette détection n’est possible que jésfyburs p.i. par les techniques d’isolement
viral et d’IF indirecte (Valarcher, 1999 a).

De méme, au laboratoire de 'TUMR INRA-ENVT IHAP alété possible de détecter le
virus jusqu’a 14 jours p.i. dans les EN de veadgdtés grace a une technique de RT-PCR
guantitative (Boxus, 2005).

[1.5.3. Animal mort

A l'autopsie, la mise en évidence des antigénesuxipeut se faire par des techniques
de RT-PCR (fragment de parenchyme pulmonaire fi@is congelé) ou d’immuno-
fluorescence (IF) sur coupes de poumon frais ou gel@én Des techniques
immunoenzymatiques peuvent étre utilisées sur leopus présent dans les bronches, pour
détecter I'antigéne du VRSB (test Speed® ReSpiViB,\R:to Test).

L’examen histologique possede l'avantage de viserlles |ésions caractéristiques
d’infection par le VRSB (voir paragraphe lésionSget examen peut étre complété par des
techniques immunohistochimiques (immunoperoxydB3esdir coupes de poumon congelé ou
sur coupes en paraffine pour mettre en évidenpeglsence des antigénes viraux, ainsi que les

structures cellulaires hébergeant ces antigenesrfién, 1989 a ; Masson, 1993).
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Les tests de capture d’antigenes ont une grandhd@d sans présenter les difficultés
d’interprétation de lI'immunomarquage. Sur 25 préldents de poumons positifs par
détection d’antigénes par immunocapture, 6 ontp&sitifs par IF directe et aucun par
isolement viral (Rodgers, 1990). Dans une autrdeéhasée sur un grand nombre de poumons
(n = 251), le méme test s’est révelé positif sup6Bmons et simultanément sur 37 par IF sur

coupe (Osorio, 1989).

Les prélevements doivent étre effectués de prétéraelans les lobes pulmonaires
cranio-ventraux, en raison notamment de la pauweat@ntigénes viraux des régions plus
caudales (Kimman, 1989 a). En raison de la graabiéité du virus, la réussite du diagnostic
est surtout conditionnée par la fraicheur du pestesnt.
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lIl. VACCINATION CONTRE LE VRSB ET EVOLUTION VIRALE

I11.1. Vaccination

La prévention par la vaccination passe par l'olbentet l'utilisation de vaccins
efficaces. En médecine vétérinaire, des vaccinads et inactivés dirigés contre le VRSB

sont d’'ores et déja commercialisés.

Les vaccins vivants ont pour avantage de susciterréaction immunitaire proche de
celle observée lors d’infection naturelle, méme mdsence d’anticorps maternels. Les
inconvénients de ces vaccins peuvent étre les ionsatéverses et la circulation des souches

vaccinales dans la population (Dudas, 1998).

Les vaccins inactivés sont totalement incapablesedmultiplier, aussi biem vitro
quein vivo. lls sont obtenus par exposition de I'agent paginega un agent physique (chaleur)
ou surtout actuellement chimique (form@lpropiolactone, éthyleneimine, ...) qui entraine
une perte totale d’infectivité sans dénaturer somvpir immunogéne. De maniére a obtenir
une réponse immune satisfaisante, ces vaccins rdois@ntenir une masse importante
d’antigéne et nécessitent frequemment la présetacgudant, deux facteurs qui expliquent

leur colt de production plus élevé que les vacgissuche vivante modifiée.

D’une maniére générale, les vaccins vivants ettivés protégent cliniquement les
animaux et ils ont trés probablement permis detéima circulation du virus. Cependant, ils
n‘empéchent cependant pas la réinfection du veauld9, un des vaccins inactivés a été
retiré du marché (Vacores®), car les études denpdi@ovigilance montraient une fréquence
considérée comme anormalement élevée de mortagécige au VRSB sur des bovins
préalablement vaccinés. Les pays du Sud de 'Eycapeme la France, I'ltalie ou 'Espagne,
pratiguent la vaccination a grande échelle depluis ge 20 ans, tandis que les pays nordiques
comme la Suéde ou le Danemark, pratiquent la vatiom seulement depuis 1996. En
France, d’aprés une étude marketing portant suréd®@eurs possédant au moins 40 bovins
adultes et représentatifs de I'élevage francais, waccinés 16 % des bovins laitiers, 36 % des
bovins allaitants de moins de 1 an et 30 % deslltmg (Petit, J. L., communication

personnelle, Vétoquinol).
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La problématique de la vaccination contre le VR8Bose sur différents critéres :
- linnocuité des vaccins, notamment des vaccinstives.
- la nécessité de vacciner a un age ou le systémeunitaire des veaux est
immature.
- la présence d’anticorps colostraux qui interféaardc le développement d’'une
réponse immunitaire post vaccinale.
- la nécessité d’'induire une réponse immunitaireléofate.

- lavariabilité des souches virales par rapportditigrents vaccins.

[11.1.1. Innocuité

Les problemes liés a I'utilisation du vaccin cortenle VRSH inactivé au formol (Lot
100) ne semblent pas avoir été observés pour |leBVR& d’essais terrains (Kim, 1969).
Expérimentalement, 'immunisation de veaux a I'a@len vaccin formolé peut induire une
exacerbation clinique et lésionnelle lors d’éprewmilente (Gershwin, 1998 ; Antonis,
2003). En revanche, les vaccins vivants modifiést ssouvent considérés comme peu
susceptibles d’induire une exacerbation des trautliaiques. Cependant, une forme clinique
grave est apparue suite a la vaccination par ugirvadvant (Rispoval RS ®) (Kimman,
1989 b). La responsabilité du vaccin n’a cepenghast été clairement démontrée. En 1999,
’AMM d’un vaccin inactivé par |8 propiolactone et adjuvé a I'hydroxyde d’alumini@tna
la saponine (Vacores ®) a été retirée en raison dambre de mortalités attribuées au VRSB
et survenues sur des bovins vaccinés (environ0D0)1€levées. Néanmoins, aucun élément a
'heure actuelle ne permet de déterminer si cesétaient dus a une inefficacité ou a un
manque d’innocuité. De plus, depuis 1999, il exdés vaccins inactives BarVac ® RS et
Bovilis Bovigrip ® qui ont été utilisés sur le maé avec plusieurs milliers de doses, sans

accident connu d’innocuité.

l11.1.2. Activité et réponse immunitaire

La réponse immune protectrice envers le VRSB inygligne réponse humorale et a

médiation cellulaire.
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Pour certains vaccins inactivés, la réponse humqralait satisfaisante a travers le
rapport anticorps neutralisants sur anticorps autot> détectés par technique
immunoenzymatique (Brun, 1994 ; Stott, 1984). Néains ce rapport demeure inférieur a
celui obtenu a l'aide des vaccins vivants (EII®92 b ; Ellis, 1995 ; Thomas, 1984 b).

L’'immunisation de vaches séropositives en fin dstagtion a I'aide du Rispoval RS ®
(vaccin atténué par passage répété en cultureslabeds) provoque une augmentation
significative des anticorps neutralisants sans angation des anticorps totaux détectés par
Elisa (Ellis, 1996 a). Ceci se traduit par un recément de I'immunité passive spécifique
chez le nouveau-né.

La réponse a médiation cellulaire n'a été évalgée par des tests de prolifération
lymphoblastique. La comparaison de vaccins inastos@mmercialisés ou non et de vaccins
vivants modifiés mono ou polyvalents commercialis@ntre qu’une réponse cellulaire est
induite dans tous les cas (Ellis, 1992 a — b sENR95). La réponse immunitaire engendrée
par le Rispoval RS ®, appréciée par des tests difgpation lymphoblastique, devient
supérieure a celle obtenue pour un vaccin inactiué&out de 3 injections successives (Ellis,
1992 a).

[11.1.3. Variabilité antigénique et vaccination

Selon des études récentes, la variabilité geneagaatigénique du VRSB semble plus
faible par rapport au VRSH (Prozzi, 1997 ; Stirf@94 ; Larsen, 1998 a — b ; Elvander, 1998).
L’étude de la protection croisée a été peu étu(Bétrijver, 1998). La primo-infection par la
souche Waiboerhoeve (souche WBH), n'appartenanicanades trois sous groupes bovins
antigéniques A, B et AB, n'a suscité qu'une pratectpartielle du tractus respiratoire
supérieur (2/4 veaux) et profond (1/4 veaux) lo¥gprkuve avec une souche hétérologue
(Souche Odjik) appartenant au sous-groupe antigéniy En revanche, la protection a été
totale chez les veaux initialement infectés avesolache Odjik et éprouves avec cette souche.
Cependant, la primo infection avec la souche WBtHrains sévere que celle provoquée par
la souche Odjik tant sur un plan virologique queigle. De plus, la primo infection avec la
souche WBH n’a induit I'apparition d’'lg M spécifiga que sur 2 des 4 veaux inoculés.
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[11.1.4. Immunité passive et vaccination

Les bovins agés de moins de 1 an sont les plusgravt touchés par le VRSB. La
frequence maximale des troubles cliniques est gbseft un age (< 6 mois) ou les anticorps
d’'origine colostrale sont présents. Ces derniersvget interférer avec une immunisation

active.

Deux stratégies sont théoriquement possibles :
- vacciner les vaches en fin de gestation afin diubtene protection suffisante via le
colostrum, qui sera limitée aux premiéres semaileesge,
- vacciner les veaux trés précocement mais, dansasg la période de protection

apparait plus tardivement et I'efficacité peut @auite par les anticorps maternels.

Chez la souris (Brandt, 1997) et chez le veau ENR96 b), la vaccination peut
induire une réponse immune en présence d’anticogisrnels spécifiques. Chez le veau, une
protection a pu étre obtenue avec un vaccin indaivadjuvé, malgré des titres élevés en
anticorps d’origine maternelle (Stott, 1986). Laciaation de veaux agés de moins de trois
semaines porteurs d’anticorps maternels, par vara musculaire avec un vaccin vivant, a
suscité une synthese d’anticorps (Debouk, 1994ank@ins, un rappel parait nécessaire a
'age de 4 mois sur les animaux initialement pagedianticorps pour prolonger la fenétre de
protection (Zygraich, 1982 ; Herout, 1985 ; Debal®94).

L’intérét majeur de 'immunisation par voie intesale est d’apporter une protection
tres précoce, des quelques jours suivant limmunisaréalisée en une seule administration
(Vangeel, 2005). L'immunisation intranasale permiesi le développement d’une immunité
locale au site de multiplication initiale des ageimfectieux : le tissu lymphoide associé aux
étages nasal (Nasal Associated Lymphoid Tissue @WLTIN et bronchique (Bronchus
Associated Lymphoid Tissue ou BALT) et d’'une imntargénérale (Anderson, 1986 ; Chen,
1989 ; Schuh 1992). Chez des veaux porteurs d@psc dorigine maternelle,
immunisation par voie nasale a l'aide d’'un viruwant est apparue plus protectrice que
limmunisation induite par voie intramusculaire (Kinan, 1987 et 1989 b). L'efficacité de
cette immunisation locale a aussi été démontrée des veaux initialement séronégatifs
(Kimman, 1989 b ; Schmidt, 2002 ; Woolums, 2004¥é&topositifs (Kimman, 1988 ; Miao,
2004 ; Woolums, 2004).
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Au cours de ce méme essai, la présence d’'une menmimunitaire a pu étre
démontrée. Lors de la réinfection, une réponse apatigue humorale locale et sérique est
apparue seulement chez les veaux vaccinés pamasade (qu’ils aient été ou non porteurs
d’anticorps passifs). En revanche, par voie intrseculaire, les animaux séropositifs n'ont pas
développé de mémoire immunitaire aprés une prirfeeiion. L'immunisation par voie
nasale parait donc étre une solution intéressamtel@ protection des jeunes veaux porteurs

d’anticorps colostraux.

En l'absence d’anticorps maternels ou en présatioee faible concentration,
limmunisation des veaux rencontre moins d’obstclMais la protection induite par les

vaccins commercialisés semble étre d’'une durééderd 4 mois (Zygraich, 1982).

[11.1.5. La vaccination anti-VRSB en France

Actuellement plusieurs vaccins dirigés contre [eSBRsont commercialisés. Certains
sont des vaccins vivants atténués par passagetesépé culture a « basse température »
(Wellemans, 1975 ; Kubota, 1990) et d’autres soattivés (Stott, 1984). Il n’existe pas de
vaccins recombinants ou « ADN » commercialisés,sntairtains font actuellement I'objet

d’études.

Actuellement en France, les vaccins commerciakedéd au nombre de 5 (4 vaccins
vivants, dont un par voie intra nasale et un vag@ative) et ils sont congus a partir de :

- la souche 220/69 (sous groupe AB et sous groupesdlge en 1969 en Belgique
(Wellemans, 1970) pour les vaccins atténués : RapRS ® et Rispoval RS-BVD ®
(et 'ancien vaccin Vacores®). Le vaccin vivant [pisal RS ® est commercialisé
depuis 1983 en France, depuis 1977 en Belgiqueeptiisl 1978 en Hollande. Il
contient la souche RB 94, qui a été obtenue panadtion de la souche 220/69 par 96
passages successifs en culture cellulaire. llexigssi sous forme de valence associée
au virus BVD (Rispoval RS-BVD ® commercialisé dep@D03 en France). lls sont
tous les deux administrés par voie intra musculaire

- la souche Lehmkuhl ou 375 (sous groupe A et soaspgr lll) isolée en 1975 aux
USA pour les vaccins atténués : Rispoval 3 ® (R&BVYD) et Rispoval RS-PI3
IntraNasal ® (et I'ancien vaccin Bayovac ® BRSVg laccin atténué Rispoval 3 ®
(RS-PI3-BVD) est commercialisé depuis 2003 en Fgant a été obtenu par
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atténuation de la souche Lehmkuhl ou 375 par unbmennconnu de passages
successifs en culture cellulaire. Il est adminigiaé voie intra musculaire. Le vaccin
atténué Rispoval RS-PI3 Intra Nasal ® est commikséiaepuis 2006 en France. Il a
été obtenu comme le Rispoval 3 ® par atténuatiola deuche Lehmkuhl ou 375. Par
contre, sa voie d’administration étant la voie antnasale, elle lui confére des
avantages particuliers : une protection tres pr&clecdéveloppement d’'une immunité
locale et I'acquisition d’'une mémoire immunitaire grésence d’'une immunité passive
d’origine colostrale.

- la souche EV 908 (sous groupe antigénique et gpreéihconnus) isolée en 1990 au
Danemark pour le Bovilis Bovigrip ®. Le vaccin taient Bovilis Bovigrip ® est
dirigé contre le VRSB, le PI3 et Mannheimia haertioty C’est un vaccin inactivé
contenant la souche EV 908 isolée en 1990 au Dahkeetaadjuvé a I'hydroxyde
d’aluminium et a la saponine.

- la souche Tennessee (sous groupe antigénique imatngénétique inconnus) isolée

aux USA (année inconnue) pour le vaccin ancien &af.

Le Vacores® (vaccin inactivé issu de la souche @20/le Bayovac BRSV ® (vaccin
atténué issu de la souche Lehmkuhl ou 375) eBérvac ® (vaccin inactivé issu de la souche

Tennessee) ne sont plus commercialisés en France.

Un tableau récapitulatif des vaccins disponiblesretiennement commercialisés en

France est reporté dans I'annexe n°3.

Une étude comparant un vaccin inactivé (obtenuipation du glutaraldéhyde d’'une
lignée de cellules de muqueuse trachéale bovieetéd de fagcon persistante (souche 127)) et
d’un vaccin vivant modifié (souche 220/69 aprep8@6sages ; Rispoval RS ®) fait apparaitre
une efficacité supérieure, sur un plan virologigpeur le vaccin inactivé, vis a vis de la
souche homologue du vaccin inactivé (Stott, 198BWis ces résultats doivent étre considérés
avec prudence, car la souche d’épreuve n'étaieaque la souche 127. Aux cours d’essais
terrain, ce vaccin inactivé (127) sous forme motewva ou inclus dans un vaccin polyvalent

a eu un effet protecteur significatif sur la moitdidHoward, 1987 ; Stott, 1987).
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L’efficacité du Rispoval RS ® a été évaluée dansegmai terrain au sein de 27
élevages régulierement infectés par le VRSB. Declions par le VRSB ont été détectées
dans 6 des 8 élevages ou aucun veau n'avait étineéaclans 9 des 10 élevages ou 50 % des
veaux avaient été vaccinés et seulement dans 2 élesages ou 100 % des veaux avaient été
vaccinés (Verhoeff, 1984 a — b).

Dans des ateliers d’engraissement des jeunes hdemsésultats de la vaccination
sont favorables sur des criteres médicaux et écniques dans seulement 2 essais sur 4 avec

vaccin inactivé et 2 essais sur 9 avec vaccin viwadifié (Perino, 1997).

Enfin, selon les études, l'efficacité de la vactioma vis-a-vis de VRSB chez les
bovins avant ou aprés sevrage, parait variable.s Daertains essais terrain, l'intérét
economique de la vaccination parait justifié (Bolkler, 1984), tandis que dans d’autres il est

remis en question (Van Donkergoed, 1990).

l11.1.6. Les vaccins du futur (recombinants et aM3D

Pendant ces 15 derniéeres années, des efforts ifet@les recherche ont permis de

proposer de nouveaux vaccins, qui ont été évalu@soelele animal.

Des vaccins recombinants du virus de la vaccinesortout été utilisés en station pour

etudier le réle immunogéne de certaines protéiirageg (Thomas, 1994 a — b).

Le virus de la rhinotrachéite infectieuse de typedélété gE, exprimant la
glycoprotéine G du VRSB (BHV1-G) (vaccin recombinatilisant le BHV-1 comme vecteur
exprimant la glycoprotéine G) induit une protectfi@guivalente a celle observée avec un

vaccin vivant atténué (Schrijver, 1998).

Les recherches actuelles se sont concentrées sprothuction de vaccins sous-
unitaires avec adjuvants orientant la réponse leg#uT CD4+ vers une voie de type Th 1,
sur la production de vaccins vivants atténués coitstpar génie génétique pour le VRSH.
Pour le VRSB, différents candidats vaccins ADN étét testés.
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Les premiers candidats vaccins ADN dirigés cordr& RSB ont fait I'objet d’études
pour évaluer leur efficacité. L'immunisation de ugaavec un plasmide codant pour la
glycoprotéine G induit une moins bonne protectiae g recombinant BHV1-G VRSB. Mais
la vaccination de veaux, par voie intradermiquecawn plasmide exprimant la protéine F du
VRSB suscite une réponse humorale (4/4 veaux)lledaies T cytotoxique (2/4 veaux). Lors
d’épreuve virulente, I'excrétion virale et le scdésionnel ont été réduits par rapport aux
témoins (Thomas, 1998). Pour étre efficace, lestopoles vaccinaux incluent cependant un
nombre trop important de rappels, ce qui limitdilisation de tels vaccins chez les jeunes

animaux ou avoir une immunisation rapide est egpéré

Un vaccin & ADN incluant le géne de fusion (F) dRSB (DNA-F) induit une
protection significative contre l'infection par RSB de jeunes veaux. Cependant, les
anticorps contre le VRSB se développent plus leatenchez les animaux vaccinés avec le
vaccin précédent que chez ceux infectés uniqueansat du VRSB. La protection contre
I'infection par le VRSB n’est donc pas aussi impate que celle induite par une primo
infection. Bien qu'il y ait des différences dansnigeau de protection induit chez des veaux
vaccinés DNA-F par les deux voies IM et SC, sealedie IM induit une réponse spécifique

Ig A plus rapide aprés un challenge vis-a-vis dusBRTaylor, 2005).

Des vaccins plasmidiques codant pour les proté@edsision F et de nucléocapside N
ont été testés chez des jeunes veaux vis-a-visutdrhmunogénicité. Deux administrations
de ces 2 plasmides entraine de faibles niveauxiddaps, mais il permettent une importante
immunité cellulaire caractérisée par une réponsephpproliférative et une production
d’'IFNy in vitro et in vivo. Cette importante réponse cellulaire réduit codrsidlement la
réplication virale, les signes cliniques et lesidés pulmonaires aprés un challenge trés
virulent. Cependant, des veaux vaccinés avec uairvantier a ADN développent de haut
taux d’anticorps neutralisants et sont protégésdotent a la suite du challenge. Ces résultats
indiquent que la vaccination a ADN peut étre urterahtive prometteuse face aux vaccins

classiques contre le VRSB chez les veaux (Boxu¥7 R0
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I11.2. Variabilité du VRSB

Comme tous les virus a ARN, le VRSB a la capacééntuter a chaque cycle de
réplication virale. Une souche virale est ainsistitnée de différents génomes hautement
hétérogénes qui forment un spectre de mutantspeetre représente un formidable réservoir
de variants phénotypiques, qui confere au virusramarquable potentiel de variation et
d’adaptation. Cette capacité adaptative peut dasermpdes problémes variés en matiere de

réponse a la vaccination.

l11.2.1. Réactivité croisée avec des anticorps notmmaux dirigés contre la

glycoprotéine G

Les premiéres expériences concernant la variabiité VRSB ont consisté en
l'analyse de la réactivité des souches existani®s-vis d’anticorps monoclonaux dirigés
contre les protéines virales. Ainsi ces etudesmantré que les différences concernaient
essentiellement la glycoprotéine G et la sous-Uft€Prozzi, 1997 Stine, 1997). Les études
suivantes ont donc été axées principalement sprdgine G, car elle est apparue comme
étant la protéine virale la plus variable de towesine des cibles principales des anticorps
(Elvander, 1998 Furze, 1997 ; Mallipeddi, 1993).

Pour le VRSH, le dimorphisme antigénique (contreoB3ervé a permis de définir
deux sous-groupes A et B (Mufson, 198%orrby, 1986) avec 6 subdivisions au sein du sous
groupe A, et 2 a 3 subdivisions au sein du souspggd.Sur le plan épidémiologique, la
prévalence des sous-groupes varie d'un foyer daréagéographiquement et dans le temps
(Freymuth, 1991). Sur le plan immunitaire, I'importe de la variabilité antigénique n’est pas
claire. Des observations, en nombre limité, suggégele, dans certains cas au moins, les
réinfections seraient plus fréquentes avec deshesurétérologues (Anderson, 1991). Aucune
corrélation entre la variabilité et le pouvoir pagene des souches virales isolées n’a pu étre

mise en évidence.

Par analogie, les souches de VRSB ont été clagséssus-groupes sur la base de la
réactivité antigénique de la protéine G. L'utilisat d'un panel d’anticorps monoclonaux
dirigés contre cette méme protéine G a permis desel les souches de VRSB en 2 sous-
groupes, A et B (Furze, 1994). Par la suite, en61@@ utilisant les mémes anticorps, un
troisieme sous-groupe, nommé AB, a été rajouté r{8eh 1996 a; Prozzi, 1997)
(Tableau 2).
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Sous-groupes antigéniqgues  Mab70 (aa : 199-209) Mab 20 et48 (aa : 174-185
de VRSB
A - +
AB + +
B + -

Tableau 2: Identification des trois sous-groupes antigénsoge VRSB
a l'aide d’anticorps monoclonaux dirigés contrglicoprotéine G
(Schrijver, 1996 b).
En Suede, des souches (n=5) isolées entre 19®¥®8&taht été considérées comme des
souches intermédiaires, car inclassables danlesgoupes A, B et AB (non A, non B et
non AB) (Elvander, 1998). Ainsi, on estimait en 83l existait au moins 4 sous-groupes

différents de souches de VRSB : A, AB, B et intediaie (Tableau 3).

Identité de Groupes
Auteurs Souches séquence génétiques et
des acides antigéniques
aminés
n origine
Mallipeddi, 1993 4 USA >84 % 1
(b) (B)
Furze, 1994 19 Europe ND 2
(b) (A etB)
Schrijver, 1996 b 14 Pays Bas ND 3 (A; AB;nonA,
(@) non B et non AB)
Stine, 1997 18 USA >89 % 1
(b)
Prozzi, 1997 8 Europe, USA, >85 % 3
(b) Japon (A, B, AB)
Elvander, 1998 12 Europe, USA, >84 % intermédiaire
(b) Japon
Larsen, 1998 17 Europe, USA >84 % 3
(b) (A, B, AB)

Tableau 3 :Variabilité de la glycoprotéine G du VRSB sur Isbale la réactivité a des
anticorps monoclonaux et de la séquence en aciega selon plusieurs auteurs ;
(a) poumons infectés par le VRSB ; (b) neutralisatiroisée avec sérum polyclonal.
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De plus, une corrélation entre la réactivité amtigée sur G et des mutations
ponctuelles sur la séquence de cette protéineysixement sur un site épitopique majeur
situé entre les acides aminés 171 et 208 est p@gBirze, 1997 Langedijk, 1997). Enfin,
sur la base de I'étude de la région codante 171-888nombreuses souches récemment

isolées n'appartiennent a aucun des 4 sous-gralgigss (Tableau 4).

Dans la population bovine, les différents sous-gesucirculent simultanément (Stine,
1997), sans qu’une différence de pouvoir pathogeaiepu étre mise en évidence entre eux.
Aucune souche pouvant étre classée dans le soupggBn’a été isolée depuis 1976 (Furze,
1997 ; Furze, 1994).

Sous-groupes Mutations sur le segment 171-208

antigéniques

A | 180 | 183 S84 H®u T205
Q187
AB L 180 8183 5184 Q187 A205
B P180 8183 P184 Ql87 A205
Souche non typée  P'*° [SEE glea Qe 1205
(WBH)

Tableau 4 : Sous-groupes de VRSB et mutations ponctuelles
(Furze, 1997 ; Langedijk, 1997).

l11.2.2. Analyse comparative du génome des dift&ersouches de virus
respiratoire syncytial bovin
L’analyse du génome viral du VRSH a permis de icowr I'hétérogénéité de la
protéine G. La divergence moyenne des séquencasidas aminés de G est de I'ordre de 3 a
20 % entre des souches virales appartenant a ure mé@ms-groupe, et de I'ordre de 40 a 50 %
pour des souches virales de deux sous-groupesetifge(Collins, 1991). Les protéines les

mieux conservees sont les protéines N, F, M et Mit e VRSH.
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Concernant le VRSB, 'homologie entre les diversissgroupes viraux est de 88 a
100%, la variabilité est donc beaucoup moins marqog rapport au VRSH (Elvander,
1998 ; Furze, 1997). Les mécanismes a l'origine lalevariabilité sont principalement

représentés par des mutations ponctuelles.

Valarcher (2000% étudié I'évolution et la variabilité du génome\dRSB a partir de
souches virales isolées durant 32 ans, de 196798. 1%s séquences nucléotidiques de
fragments situés sur les genes codant pour lesipest F, G et N provenant de 54 isolats de
VRSB y ont été déterminées et comparées avec 3&Bégs connues provenant des banques
de données, parmi lesquelles 3 sont des souchematms tres utilisées en Europe. Cette

étude a permis de tirer de nombreuses conclusions.

Premierement, cette étude a mis en évidence uple fariabilité entre les souches de
VRSB avec des taux moyens de divergences nuclgogédide 2 % pour les protéines F et N
et de 8 % pour la protéine G. Ces taux de divergeestent cependant trés inférieurs a ceux
observés entre les protéines G de deux souchesR&H\appartenant a des sous-groupes

différents.

Deuxiémement, la constitution d’arbres phylogéng&tgjconcernant les genes F, G et
N a montré une évolution continue et parallele demiches virales. Ces arbres
phylogénétiques obtenus pour les genes F, G et il similaires, ce qui montre que
I'évolution de ces trois genes est paralleéle. l@skes testées de VRSB ont été classées en 6
sous-groupes génétiques (Figure 3). Cette claatdit a une réalité a la fois géographique et
temporelle : en effet, le sous-groupe | contienjuement des souches isolées avant 1976.
Les souches du sous-groupe Il proviennent exaimsent des USA. Celles qui appartiennent

aux sous-groupes I, 1V, V et VI, sont européennes.

Les souches récemment isolées dans les pays ensopg&®me la France, la Grande-
Bretagne, la Belgique et les Pays-Bas, sont regesign haut de l'arbre, dans les sous-
groupes V et VI. Ces pays pratiquent une vaccinaitibensive contre le VRSB depuis de
nombreuses années. Par contre les souches plesaeside ces mémes pays sont regroupées
avec les isolats, anciens et récents jusqu’en 1885 pays nordiques européens (Danemark,
Suede) dans le sous-groupe Il. Jusqu’en 1995 deination contre le VRSB n’existait pas au

Danemark et en Suéde. D’'une fagon générale, audsethaque sous-groupe, les souches ont
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des dates d'obtention trés proches ou des lodalisatoisines. En plus d’'un regroupement
géographique des souches de VRSB au sein desediff§ésous-groupes, les souches virales
européennes sont également rassemblées tempommtlente les sous-groupes IV, V et VI,

supposant une évolution du VRSB.

L’analyse de I'évolution virale en fonction du pagi$solement a montré que les

souches qui ont évolué le plus rapidement sonessde pays pratiquant la vaccination contre

le VRSB.

Pays (années)

UK, F, B, NL SW, DEN
K1
2 lvi (97-98)
75P
58P
88P
J1,32,11, L2
P2, P7
P10
394, 673, Bioch
A2, A1, D1, D2, P4, P5 V
B1,B2
C1,C2 -
o ¢ (93-98)
8352, 8356, 8346, 7313
P3
P6,P8, P9
11,12, 13
5761 -
Dorset IV (7 1 90)
- snook
}— WBH
VC464
4556SW
271SW
9402020DK
951023DK
9511581DK
950237DK
8307027DK
I (69-86) (83-95)

87LU195
9510597DK
9304899DK
9510796DK

MRV553,B35, D80, RBI4/ RISPQVAL|
RB 94, 220.69 / VACORES oV

37NL
FV160,Lelystad
W2

BovX | (<76)

236-652
87-14594 11
NDKS-7
3012
234-489
375.1
FS-1 Lehmkuhl 375 / BAYOVAC
3752

ORSV

18537

= s

Figure 3 : Arbre phylogénétique sur la glycoprotéine G des®iats de VRSB, 1 isolat de
VRSO (Virus Respiratoire Syncytial Ovin) et 2 idslde VRSH.
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Enfin, une pression de sélection positive seragr@e sur les souches provenant de
pays ou la vaccination est largement pratiquées(plySud de I'Europe comme la France)
(Valarcher, 2000). Les analyses dsi(nombre de substitutions nt par site synonyme)mu
(nombre de substitutions nt par site non synonyeheu rapportin/dsdu segment étudié de
G eétaient significativement plus élevées que call@enues sur N et F. La méme analyse sur
un segment de G a été effectuée sur des souchageaamt aux sous-groupes V et VI, c’est-
a-dire provenant de pays ou la vaccination estoqu@e depuis au moins 15 ans, d’une part et
sur des souches appartenant aux sous-groupesl,lietllant les 3 souches vaccinales, a
savoir de l'isolat le plus ancien (Belgique, 19@9Jjisolat le plus récent (Danemark, 1995),
représentant 26 années d’évolution sans aucunsiqmede sélection. Le rappaih/dsdes
souches des sous-groupes V et VI est plus élevéajuiedes souches du sous-groupe Il. Cela
montre alors I'existence d’'une pression de sélegbositive dans les sous-groupes V et VI
par rapport aux autres souches virales testéesalgsd’évolution calculés sur les protéines
N, F et G indiquent une évolution continue des eégas nucléotidiques du VRSB en

présence de la vaccination.

[11.2.3. Notion de quasi-espéce et potentiel d’ad#pn

En raison du taux de mutation élevé, une populadi®rvirus a ARN est constituée
d'un spectre de génomes mutants, décrit sous teetele quasi-espéce virale. Le concept
théorique de quasi-espece fut établi initialemeant igen (1979) pour la description des
premiers réplicons sur terre. Ce concept décriptgrilations virales comme des distributions
dynamiques de génomes mutants étroitement appareméis non identiques et qui se
trouvent soumis a un processus continu de variagoétique, de compétition et de sélection
(Domingo, 1999). Le modéle de quasi-espece s'applétous les virus a ARN étudiés a ce

jour.

Les implications biologiques de la variabilité V&@&ont nombreuses :
- I'échappement aux anticorps neutralisants ou allleg cytotoxiques,
- larésistance aux agents antiviraux,
- laréversion de I'atténuation de la virulence,
- I'inhibition de la réponse antivirale,
- la persistance virale,

- les changements de tropisme cellulaire.
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Une série de parametres peuvent influencer la dépdiadaptation des virus a ARN.
Ces parametres sont, par exemple, la taille depalption virale, la complexité du génome,
la fréquence de mutations nécessaires pour répangheacteur de sélection.

Récemment, les travaux de Deplanche et al. (2007nontré que le VRSB évoluait
aussi sous forme de quasi-espdoegtro etin vivo avec des fréquences de mutation variant
entre 6 et 10 x IH substitutions par nucléotide. Vu les fréquencesnigations observées
pour le VRSB, le risque de sélectionner rapidendest mutants d’échappement aux vaccins
peut se poser, notamment dans le cadre de vacpiidipee. Le développement de tels
vaccins ne représente donc pas une solution adgeguatiutte contre I'infection par le VRSB.
La vaccination a l'aide de vaccins a agents vivantsnactivés ou modifiés dans lesquels
coexistent divers mutants viraux reste probablemientmeilleur moyen pour éviter

'échappement a la réponse immune.

[11.2.4. Bilan sur la variabilité du VRSB

Grace a ces études, une évolution spatiale et tethpau VRSB a pu étre mise en
évidence ainsi que I'existence d’'une pression tectén positive exercée par la vaccination
sur celui-ci. En effet, les souches virales les @loignées des souches vaccinales anciennes
ont récemment éteé isolées dans les pays pratiduamiccination intensive depuis longtemps
contre le VRSB. Ainsi, la vaccination sélectionriesur le terrain de nouvelles souches
possédant des mutations dans des régions immurseogdnpouvant ainsi échapper a la
réponse immunitaire induite par la vaccination.

Cependant, aucune démonstration n’a encore €t daiicernant une résistance des
souches virales, qui circulent actuellement vissade la réponse immune post-vaccinale

induite par des vaccins utilisant des souches aneg

Cette étude avait pour but de testewivo une technique permettant de discriminer
différentes souches virales et d’analyser avececttthnique l'impact de la variabilité
génomique sur la vaccination.

Dans cette seconde partie expérimentale, nousmis¥ens I'évaluatiom vivo d’'une
RT-PCR en temps réel permettant de différenciex dewches de VRSB (souches 220/69 et
3761) et nous montrerons que l'utilisation d’'un aiacentier élaboré a partir d'une souche
ancienne (220/69), protége partiellement d’'uneciinde hétérologue vis-a-vis d'une souche
récente (3761).
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DEUXIEME PARTIE :

EXPERIMENTATION ANIMALE
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|. MATERIEL ET METHODES

l.1. Préparation de I'inoculum viral

[.1.1. Cultures cellulaires

La lignée utilisée est une lignée cellulaire djame épithéliale constituée de cellules
des cornets nasaux d’origine bovine. Elle a pounodénation BT Bovine turbinate)
(n° ATCC: CRL-1390).

Les cellules sont cultivées en étuve a 37 °C et 8e%Q. Le milieu de culture de
base est composée de 500 ml de Milieu Essentiehiviim contenant des sels de Earle et de
la L-glutamine (MEM 1 X), de 5 ml d’acides aminésnnessentiels (AANE) 100 X, et 5 ml
d’une solution d’antibiotiques composée de péemmlia 10 000 U / ml et de streptomycine a

10 000 pg / ml (Invitrogen) (concentration initiale 100 X).

Les cellules sont entretenues en flacon de 175 Ettes sont utilisées entre les*?8
et 32™ passages. Pour chaque passage, ces cellulesygmmibdes sur un tapis confluent,
puis diluées en milieu MEM de base contenant es plu% de sérum de veau fcetal (SVF).
Aprés dissociation des cellules par action de ypsine et centrifugation, la suspension
cellulaire est diluée & 1 x 4@ellules / ml puis répartie sur une plaque de @tsmu dans des
flacons de 25 et 75 ¢n

Les cellules turbinates ont été utilisées pour dmaple VRSB et titrer le virus. Lors

d’infection a partir de LBA le milieu de cultureteamené a 3 % de SVF final pour les deux

premiers passages, additionnés de 5 ml de fungae@&® g / ml (Invitrogen).
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[.1.2. Isolement des souches virales
.1.2.1. Isolement de la souche virale 3761

La premiere souche virale utilisée dans cette étstieine souche nommée 3761 (sous
groupes antigénique et génétique inconnus). Efie@ asolée en 2003 en Europe a partir d’'un
écouvillonnage nasal d'un veau présentant des sigireques respiratoires. Des dilutions au
1/5° et 1/2G ont été déposées le jour de l'isolement sur urit loe culture cellulaire BT (25
cn?) puis agitées doucement a 37 °C pendant 2 heliiesculum a ensuite été éliminé et
remplacé par 5 ml de milieu de base + 3 % de SVF% de fungizone. Le milieu est a
nouveau changé au bout de 24 heures. Le flacog aogigelé a — 80 °C sept jours apres
inoculation. Cing passages successifs sur desle®IBT ont été réalisés. Pour cela, les
cellules infectées ont été rapidement décongelédsam-marie a 37 °C et ainsi récupérées.
Un a 2 ml de suspension cellulaire infectée sotépesés sur une boite de cellules BT. Le
reste de la suspension cellulaire est conserv@a°€ en tube de 5 ml.

Un effet cytopathique caractéristique du VRSB aoftgervé lors du deuxieme passage
sur les cellules BT. Le virus a alors été identfé immunocytochimie (ICC) sur les cellules

BT fixées a I'acétone.

1.1.2.2. Isolement de la souche virale 220/69

La deuxieme souche virale utilisée dans cette éastlaine souche nommée 220/69
H4b (sous groupe antigénique AB et sous groupetiggéll). Cette souche a été isolée sur
des lavages bronchoalvéolaires de jeunes boviestéd naturellement en Belgique en 1969
(souche aimablement fournie par P Kherkhofs, COIZRUA-LMMA Belgique). Cette
souche avait été isolé en 1969 par Wellemans @del'diécouvillons nasaux mis en culture sur
des cellules de reins de fcetus et des cellulesukstes de veaux , puis 3 passages aveugles
sur cobayes par inoculation intranasale et injactiotrapéritonéale (Wellemans, 1975 ;
Wellemans, 1970). Le virus du BVD est un contamirfaéguent du sérum de veau fecetal
(SVF), mais aussi un cofacteur des troubles resjries. Ce virus a été retrouvé dans
'inoculum par RT-PCR. Cette souche a donc étédeasar 2 lignées cellulaires : initialement
sur Hep2 (cellules épithéliales d’origine humainglis sur BHK21 (cellules de rein de
hamster, cellules non permissives au BVD) pourfrgiathir du virus BVD. L'utilisation
additionnelle d’AcMO (Monoclonal) antipestivirus @ermis I'élimination du BVDV qui

infectait cette souche.
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1.1.3. Titrage des souches virales

A partir d'une suspension virale de 100 pul, destiihs au dixieme sont réalisées dans
des tubes contenant chacun initialement 900 ul B&Mans sérum. 200 ul de ces dilutions
sont ensuite déposées sur une plaque de 24 praisan de 4 puits par points de dilution.
Cette plaque est incubée 2 heures a 37 °C (adso)ppuis le surnageant est enleve. Un ml
de milieu contenant 3 % de SVF est déposé dansiehagjts, puis la plague est incubée a 37

°C sous C@pendant 5 jours. La révélation est réalisée péar. IC

1.1.4. Préparation des souches virales

Les deux inoculum ont été préparé de la méme nm@anién inoculum viral a été
fabriqué a partir de la souche VRSB 3761 ou 22@6% passage en BT (5 passages en
culture cellulaire).

L’inoculum a été obtenu en réalisant 3 passagesissirveaux nouveaux-nés. Pour
cela, des veaux nouveaux nés de race Prim Holstal@épourvus d’anticorps colostraux ont
éte inoculés par voie intranasale et intratrachéatee 2 et 3 jours apres la naissance avec la
souche VRSB 3761 ou 220/69 diupassage en cellules BT.

Le premier veau a recu AQFP au total. 5 jours aprés l'inoculation, lesweaont
euthanasiés sous anesthésie générale, le poumenseste récupéré pour réaliser un lavage
bronchoalvéolaire (LBA), avec 500 ml de milieu MEMomplémenté a 100 pl
d’enrofloxacine a 50 mg / ml, 2 ml de gentamycin8amg / ml et 5 ml de fungizone a
250 pg / ml. Le LBA ainsi obtenu permet l'isolemeletvirus et est conservé en azote liquide
a — 196 °C. Le veau suivant est inoculé avec le ldBA/eau précédent a raison de 10 ml par
voie intranasale et 10 ml par voie intratrachéble.3 passage est réalisé suivant le méme
protocole. Le LBA récupéré alf passage sur veaux (Photo 2) est utilisé commeulinoc
pour I'expérimentation animale. Son titre est d& 20° UFP / ml. Il a été testé comme
indemne des pathogénes recherchés : BoHV-1, AdB3/,B¥DV, CoronavirusPasteurella

multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma hovis

71



Photo 2 :Réalisation du LBA lors du troisieme passage saux.

1.1.5. Inoculum final

L’inoculum final correspond & un mélange de liggideoncho-alvéolaires dérivés de
veaux inoculés expérimentalement par le VRSB :
- LBA 3761 p3.2 (titre de 2 x FQFP / ml)
- LBA 220/69 HB4 (titre de 2 x TAUFP / ml)

On prépare un mélange 220/69 / 3761 a raisonrdede LBA 220/69 H4b pour 4 mli
de LBA 3761 p3.2, afin d’obtenir un mélange desofckes virales dans des proportions
recherchées et connues : 4 X UFP de 220/69 / ml et 1,6 x 10FP de 3761 / ml.

[.2. Expérimentation animale

L’expérimentation animale a consisté a infectele@ux répartis en deux groupes : un
lot de 3 veaux vaccinés et un lot de 3 veaux naccimés. Un veau supplémentaire non

vacciné et non infecté a servi de sentinelle péemveaux vaccinés.

1.2.1. Animaux et entretien des animaux

Les veaux males de race Prim Holstein ont étéémetirla naissance de leur mere et
privés de colostrum d’origine maternelle. Ils oe¢u dans les 24 premiéres heures 1 a 2 litres
de colostrum négatif en anticorps anti-VRSB impdeéSuede par 'lUMR 1225.
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Une sérologie VRSB a été réalisée a 7 jours, passsrer qu'il n'y a pas eu de prise
colostrale (Ig G d’origine maternelle).

L’entretien des veaux avant infection expérimentakt le suivant: pendant les
36 premiéres heures, ils recoivent un lactoremplafnergaid®, Elanco Vétérinaire), puis
de la poudre de lait premier age. Par la suite,vEmux sont nourris au seau de lait de
remplacement 2 fois par jour & heures régulieneantda réalisation des examens cliniques et
des prélévements.

Les animaliers responsables des veaux, ayant mgdoumation spécifique, sont au
nombre de 5 ou 6, et ont alterné au cours de |igxpee.

Les veaux sont ainsi maintenus en unités expératentde niveau 2 de biosécurité
(Photos 3 et 4), pour éviter toute infection ndtargar le VRSB (unité de pathologie

infectieuse et immunologique (Pl11), INRA de Tourstidilly).

bl

Photo 3, photo 4 :Batiments de niveau 2 de biosécurité de I'INRATders-Nouzilly

Durant cette période de pré-infection, les animsant évalués cliniquement 2 fois par
semaine et des contrdles sont réalisés pour exidute infection naturelle par le VRSB. Une
sérologie VRSB est réalisée 7 jours avant la vatitin, 10 jours avant I'infection et le jour
de I'infection avant inoculation. Des tests par iomocapture rapide d’antigenes (test Speed®
ReSpiVB, Bio Veto Test) sur EN sont réalisés aipalt jour précédant I'inoculation. Un
contr6le de l'infection par le BVDV est réalisé artigénémie a la naissance (pour s’assurer
gu’il N’y ait aucun veau IPI vis-a-vis du BVDV) ptr sérologie 7 jours avant la vaccination
et 7 jours avant le début de I'épreuve virulente.

Une fois les veaux agés de 4 a 6 semaines, orseéafie vaccination vis-a-vis du
VRSB (souche 220/69) chez les animaux du groupeinv@avec le vaccin Rispoval® RS
(Pfizer Santé Animale) avec une dose de 2 ml panalnaprés reconstitution du vaccin,

selon le protocole suivant : 2 injections a 4 seesd’intervalle par voie intramusculaire.
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1.2.2. Infection expérimentale

Les veaux sont inoculés a I'age de 91,5 +/- 10ufsiq1 lot vacciné et 1 lot non

vacciné). Le veau sentinelle présent dans le grolggeanimaux vaccinés n'a été ni vacciné

vis-a-vis du VRSB, ni inoculé. Cet animal sert éeoin d’'une éventuelle circulation et

excrétion du virus dans le groupe vacciné. Dewuges de 3 veaux ont été réalisés par

groupage en fonction de la date de naissance @able

10)

Numéro du vealiRéférence attribuée Lot Date de naissan¢éAge a JO Age moyen par lot a JO Commune d'origine
Le Boulay
2446 Al 09/09/2005 90 jours (37110)
Lot Le Boulay
2447 A2 vacciné (A)|  01/09/2005 98 jours 94,3 +/-4,0 (37110)
2466 A3 04/09/2005 95 jours Les Hermites (37110
9029 Se Sentinellg 05/10/2005 64 jours 64 NeuvRRbe(37370)
606 Bl 05/09/2005 94 jours Les Hermites (371
Lot non
615 B2 vacciné (B)|  28/09/2005 71 jours 88,7 +/- 15,7 Les Hermites (81
Le Boulay
2448 B3 29/08/2005 101 jours (37110)

Tableau 5 : Origine et classement des veaux.

L'inoculation est réalisée avec un volume d'inocnlfinal de 20 ml au total a raison

de 10 ml par voie intranasale (IN) et 10 ml parevaoitratrachéale (IT), soit un total de
3,2 x 1¢ UFP du virus 3761 et de 8 x“IOFP du virus 220/69 par animal, quel que soit te lo
(et 'animal).

L’inoculation intratrachéale est réalisée a l'aidein cathéter veau (Intraflon 2,

Vycon, apres tonte, rasage et deésinfection) (Phbtes 6) et la nébullisation intranasale a

l'aide d'un instillateur nasal (Vaccin IBR atténuéfizer Santé Animale) (Photos 7 et 8).

L'intérét de cet appareil est de permettre de pideé 'inoculum sur toute la muqueuse de la

cavité nasale. Linoculum a été titré sur culturelldaire (BT) aprés [Iinfection

expérimentale : titre de 8,4 x20FP / ml. Le titre attendu aurait pu étre procke & x 16

UFP / ml. Le titre faible obtenu aprés la mise atiuce peut s’expliquer par le délai post

inoculation supérieur a 12 heures pour la miseudture, c’est a dire le trajet Tours-Toulouse

et la grande fragilité du VRSB.
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Photo 7, photo 8 :Instillateur pour inoculation intranasale et iiation intranasale.

Le jour de 'inoculation est considéré comme larjo (J 0).

Les euthanasies sont réalisées a J 14 p.i. (pfestion) pour tous les veaux.

1.2.3. Suivi expérimental

- Examen clinique il est réalisé 2 fois par jour de J -1 a J 14 (fiche de suivi

clinique en annexe 1) par le méme examinateur safoprotocole bien défini (I'ordre de
réalisation a toujours été le méme, d’abord levimtciné, puis le lot non vacciné). Dans
chaque lot, une fois I'évaluation clinique étable, fait les prélevements avant de passer au
lot suivant afin de limiter les passages dansdes |

- Sérologie deux prises de sang sur tube sec sont réaliséebhague animal de J -1 a
J14. Les prélevements sanguins sont conservés &C+pdis, aprés centrifugation, aliquotés
sous forme de sérum, identifiés avec le jour etefitifiant correspondant a I'animal et
conservés a — 20 °C.
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- Ecouvillonage nasaldes EN sont réalisés dans chaque narine de 1-14ap.i.,

15 minutes aprés la fin de la buvée et conservis da sérum physiologique et du tampon
d’extraction d’ARN (tampon RLT, Qiagen). Les test$mmunocapture d’antigéne (test
Speed® ReSpiVB, Bio Veto Test) sont realisés dament et les EN dans le tampon RLT
sont immédiatement conservés a — 80 °C pour étiesést plus tard en RT-PCR

discriminative.

- Lavages broncho alvéolairetes LBA ont été realisés les jours J 5 et J 6sglon la

meéthode suivante : ils sont réalisés a I'aide @&dndoscope a fibre optique (GIF-Q, Olympus)
stérile. Sous anesthésie générale (kétamine hymiddla la posologie de 3 a 4 mg / kg en
Intra Veineuse), les veaux sont couchés en déaubdtéral sur un plan de travail.
L’endoscope passe a lintérieur d’'un tuyau rigiggacé dans la bouche et destiné a le
protéger, avant d’étre dirigé dans le larynx, paisrachée jusqu’a la bifurcation bronchique
principale. Enfin, 'endoscope est stabilisé danbronche droite. On lave 2 a 3 fois avec 50
ml de milieu de culture (Milieu Essentiel Minimunordenant des sels de Earle, de la L-
glutamine, des acides aminés non essentiels (AANBY) mg / ml de Gentamicine,
0,2ug / ml d’Enrofloxacine et 2,5g / ml de Fungizone). Le prélevement propremenduiie
moins de 5 minutes. Les LBA sont conservés dansongélateur a — 80 °C. Les endoscopes
sont décontaminés chimiquement entre chaque titisa

- Prélevements post-mortenhes échantillons sont conservés dans du formdl o1l

pour I'histologie et directement & - 80°C ou dansndilieu RLT (pour extraction de '’ARN

viral).

I.3. Tests sérologiques

- Sérologies VRSB ta recherche a été réalisée au laboratoire deairmua I'aide du

kit LSI® Elisa RSV Ig G Sérum Bicupule (InsititutSl), permettant la recherche des
anticorps spécifiques du VRSB par méthode Elisa timsérums.

- Recherche des immunoglobulines M (Ilg M)es Ig M ont été détectées et dosées a

l'aide du kit Pourquier® Elisa RSV Ig M Sérum Biaue (Institut Pourquier), permettant la
recherche des anticorps spécifigues du VRSB panadétElisa dans les sérums.
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I.4. Techniques de suivi virologique

Les techniques utilisées sont des techniques @etd#t d’antigene et d’ARN viral.

l.4.1. Immunocapture (antigéne)

Le suivi virologique par immunocapture rapide digéhe est réalisé a l'aide du
kit Speed® ReSpiVB, Bio Veto Test.

1.4.2. RT-PCR discriminative quantitative (ARN Y)ra

Les échantillons sont repris dans un tampon de ($680 pul), puis I'ARN est extrait
selon le protocole QIAGEN RNeasy. La solution rémée, contenant de I'ARN total, est
conservée a — 80 °C. La RT-PCR discriminative aréafisée sur les EN selon le protocole
mis en placen vitro a FTENVT (UMR 1225 IHAP) :

1.4.2.1. Détermination des séquences completegélasmes viraux des
souches 3761 et 220/69
La mise au point d'un test de PCR discriminativeessite la caractérisation génétique
des souches a analyser. Les séquences completegenemes des souches 3764, It
220/69 H4b issues des LBA ont été déterminéesipiaiR 1225 IHAP.

1.4.2.2. Selection d'amorces discriminatives pas $ouches 37613 P
et 220/69 H4b (%°étape)

Afin d'identifier des régions spécifiques, les ses des génomes viraux 376% P
et 220/69H4b ont été comparées grace a l'utilisation duclebiSegMan (DNASTAR). Un
alignement entre les génomes viraux 37@% et 220/69 H4b a été réalisé. Les résultats
montrent la présence de nombreuses différences ldamgion située entre les nucléotides
4000 et 4116 (située dans la région du géne M (@naodant)), ce qui en fait une région
particulierement favorable a la sélection d'amomtissriminatives (Figure 4). Les couples
d'amorces discriminatives spécifiques des génoniéd ®u 220/69 sont présentés dans la
figure 5. Les amorces F4009 3761 et F4009 220 tintsélectionnées manuellement en
positionnant l'extrémité 3' des oligonucléotidesnateau des positions divergentes entre les

deux génomes viraux (Figures 5, 6 et 7).
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Les figures 6 et 7 montrent les mésappariement® é&$ amorces et les génomes
contraires. Ces figures montrent aussi les difiggsrentre les amorces F4009 et les génomes
apparentés. Une mutation supplémentaire a étédinteo dans la région 3' des amorces
F4009 3761 et F4009 220 afin d'augmenter le degmfiveergence de l'oligonucléotide avec
le génome apparenté et de diminuer ainsi le rigsjamplification non-discriminative. Les
amorces antisens R4095 3761 et R4095 220 ont kdétisanées grace a l'utilisation du
logiciel Primer Express® (applied Biosystems). diste 7 différences nt entre les amorces
220/69 et 3761. La température d'hybridation deerees a été fixée a 59°C. Les couples

d’amorces génerent des amplicons de 107 nucléotides

3761 - CATCTTAACACAACAGAAGICCCTTEACAACCTATAAATC....CATCATATTTTCTCAACCTGATAACCCTTG
220 - TATCTTAACACAACAGAAGECCCTPRATAGCTTACAAATC....CATCATATTTTCTCAACCTGATAACCCTTE

Figure 4 : Comparaison des génomes viraux 220/69 et 376& kstpositions 4000 et 4116

F4009_ 3761 ACAACAGAAGAATCCCTTGACGACC->
3761 -CATCTTAACACAACAGAAGAATCCCTTGACAACCTATAAATCATCPATAATCATCATATTTTCTCAACCTGATTAACCCTTCG
GTAGAATTGTGTTGTCTTCTTAGGGAACTGTTGGATATTTAGTAGTATRAGTAGTATAAAAGAGTTGGACTAATTGGGAA
R4095_ 3761 <- AGAGTTGGACTAATTGGGAAG

()
@]

F4009_ 220 ACAACAGAAGACTCCCTTAATGGCT->
220 -TATCTTAACACAACAGAAGACTCCCTTAATAGCTTACAAATCATCREATAATCATCATATTTTCTCAACCTGATCAACCCTTCA
ATAGAATTGTGTTGTCTTCTGAGGGAATTATCGAATGTTTAGTAGTAGIAGTAGTATAAAAGAGTTGGACTAGTTGGGAAGT
R4095_ 220 <-AGAGTTGGACTAGTTGGGAAGT

Figure 5 : Séquence des amorces discriminatives et
hybridation sur leur fragment complémentaire

F4009_ 3761 ACAACAGAAGAATCCCTTGACGACC->
220 -TATCTTAACACAACAGAAGACTCCCTTAATAGCTTACAAATCATCREATAATCATCATATTTTCTCAACCTGATCAACCCTTCA
ATAGAATTGTGTTGTCTTCTGAGGGAATTATCGAATGTTTAGTAGTAGAGTAGTATAAAAGAGTTGGACTAGTTGGGAAGT
R4095_ 3761 <-AGAGTTGGACTAATTGGGAAGC

Figure 6 : Hybridation des amorces 3761 sur le génome viraleZ2
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F4009_ 220 ACAACAGAAGACTCCCTTAATGGCT->
3761 -CATCTTAACACAACAGAAGAATCCCTTGACAACCTATAAATCATGPATAATCATCATATTTTCTCAACCTGATTAACCCTTICG
GTAGAATTGTGTTGTCTTCTTAGGGAACTGTTGGATATTTAGTAGTAGIRAGTAGTATAAAAGAGTTGGACTAATTGGGAAGC
R4095_ 220 <-AGAGTTGGACTAGTTGGGAAG[

Figure 7 : Hybridation des amorces 220/69 sur le génome 8ifél

Légende des figures 5, 6 et 7 : Les différencestd@ences sont indiquées en jaune.

Les différences de séquence entre les amorcese21é yénome viral 220/69 sont indiquées danglard 6. De
méme, les différences de séquence entre les amP2E289 et le génome viral 3761 sont indiquées dans
figure 7.

1.4.2.3. Amplification des génomes viraux des s@scB761 et 220/69 a
I'aide des amorces discriminatives : vérificatianld spécificité des amorces

L'étape de la transciption réverse (RT) a étéigéal sur ARN total extrait de 2
échantillons de LBA. L'amorce N2.1, qui s’hybridend une région conservée entre les deux
génomes viraux, a été utilisée pour cette étapasba premier temps, ces amorces ont été
validées sur des LBA issus des souches 220/69 HIB/@&L R, (voir préparation des
inoculums en 1.1.).

Puis une PCR qualitative a été réalisée. Les te#sulmontrent une bonne
discrimination (Figure 8). Les ADNc des LBA 3761-P2&t 220/69 Hb4 sont bien amplifiés
par les amorces spécifiques de chaque génomenveise, ils ne sont pas amplifiés par les
amorces non spécifiques (c'est-a-dire amplificatitn LBA 3761 P3-2 par les couples
d’amorces 3761, mais pas par les couples d’am@2@%9 et idem pour le LBA 220/69 Hb4

non reconnu par les amorces 3761).

Amorces: 220/69 3761

Figure 8 : Essai d'amplification des génomes 3761d® 220/69 H4b
a l'aide d'amorces discriminatives (PCR qualitative
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Note : Dans le premier puits est déposé le marqueur ddspmoléculaire. Amorces
discriminatives 220/69 (220/69) ou 3761 (3761); ADd génome 220/69 H4b (A) ou 3761
P;2(B); sans ADNCc (-). Les amplicons ont été sépanégsl de polyacrylamide pour réaliser
une électrophorese.

1.4.2.4. Validation de la PCR discriminative quéative

Des essais de la PCR discriminative tiizive avec différentes températures ont
permis d’obtenir la température optimale, qui est5® °C. Une gamme de dilution des
plasmides de référence 220/69 et 3761 est utiiséehaque plaque pour générer une courbe
étalon 220/69 et 3761. Les échantillons d'ADNc sdes prélevements d’EN de veaux

infectés par un seul virus apres des temps d’intcuimdifférents.

1.4.2.4.1. Construction des plasmides de référepoar la
réalisation de la gamme

Les séquences virales qui correspondent aux amglizd0/69 et 3761 ont été clonées
dans un plasmide d’Escherichia coli pCR 2.1-TOR®Ii{flogen).

La vérification de ces constructions plasmidiquensuite été réalisée par analyse du
profil de restriction par EcoRI, puis électroph@&ésur gel d'agarose, par PCR et par
séquencage nucléotidique.

Ensuite, la concentration des préparations plasmédi, qui seront utilisées en PCR
guantitative pour obtenir une gamme de dilutiomsifbe étalon) des plasmides de référence,
a eté mesurée. Ce dosage est réalisé par spedtopioe.

Afin de construire les courbes étalons, une gammditltion des plasmides de
référence 220/69 et 3761 a été préparée en lemntidie 10 en 10 a partir d'une solution mére
4 0,1 ng/pL (équivalent & 2. 16opies (1 pL) (gamme de 14 10)

1.4.2.4.2. Analyse des courbes étalons

Les courbes étalons obtenues indiquent des caafteede corrélation Révaluant les
performances des amorces) supérieurs a 0,99 pogatemes de dilution des plasmides 3761
et 220/69. Or, les coefficients de corrélation egpérieurs a 0,99, on a une efficacité de 95

a 100 % dans nos essais.
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1.4.2.4.3. Analyse des courbes de dénaturation

Les courbes de dénaturation des amplicons géngagdamplification des plasmides
3761 et 220/69 sont homogénes et superposablé&xcagtion des puits correspondant aux
contréles sans matrice (NTC). Ces courbes de deéxamto indiquent la spécificité des

amplifications.

1.4.2.4.4. Spécificité et sensibilité de la PCRedminative

Des études de comparaison de I'amplification desrpides 3761 et 220 par les
amorces spécifigues du génome viral 3761 montrard tp spécificité de la PCR
discriminative est bien supérieure pour les plassi@761 que pour les plasmides 220/69
(données non montrées).

Les résultats obtenus avec la gamme de dilutiorptissnides de référence indiquent
gue, dans les conditions utilisées (Tm = 59 °C)linasite de détection de notre PCR

discriminative est de f@opies de plasmides pour les séquences 220/6B&t(8ensibilité).

1.4.2.4.5. Amplification sur des échantillons bigigues apres
validation

A partir des échantillons biologiques (EN de bovinfectés expérimentalement), on a
une bonne spécificité sur le couple d’amorces 3Wtdis une hybridation non spécifique de
'ADNc A6 (3761) par le couple d’amorces 220/69.uiefois, le signal de fluorescence non

spécifique est nettement inférieur au signal derfiacence spécifique (Figures 9 et 10).
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Ab (3761)

NTC

J4 (220/69)

Figure 9 : Essais d’amplification avec les amorces 3761 sarADNc

J4 (220/69)

A6 (3761)

NTC

Figure 10 : Essais d’amplification avec les amorces 220/691esrADNc
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II. RESULTATS

Dans la suite de notre exposé, nous décrironselgs lbts d’animaux en utilisant les
dénominations suivantes :

- Pour le lot non vacciné : « lot non vacciné » (aamB1, B2, B3)

- Pour le lot vacciné avec le vaccin Rispoval® R8zer Santé Animale) :

« lot vacciné » (animaux Al, A2, A3)

- Un veau non vacciné et non infecté nomme senti(®t¢ a été introduit parmi le

lot de veaux vaccinés.

[I.1. Résultats du suivi clinique

[1.1.1. Observations cliniques

* Pour le lot non vaccing, des signes cliniquepiratoires avec ou sans atteinte de
I'état général ont été observés.

Les veaux Bl et B2 ont présenté progressivemenbdets respiratoires légerement
renforcés et quelques bruits surajoutés légersaasdultation (bruits respiratoires de
siflement en zone craniale de l'aire d’auscultatpulmonaire essentiellement a l'inspiration)
associés a une respiration dyspnéique discordantEnde (pendant 1 a 3 jours). lls ont
présenté un jetage d'intensité modérée de J 54plilet des épisodes de toux d'intensité
légere n'excédant pas 3 jours. Aucune atteinte’a@at|général n’a été observée chez ces
veaux.

Le veau B3 a présenté progressivement des brgipgragoires renforcés et surajoutés
marqués a séveres a l'auscultation (bruits regpiest de rale et de sifflement en zone
craniale de l'aire d’auscultation pulmonaire a djuiration et a I'expiration) associés a une
respiration dyspnéique discordante marquée (dealJ414 p.i.). Il a présenté un jetage
d’intensité modérée a marquée de J 4 a J 14 pe.taux d’intensité marquée de J 3 a J 9 p.i.
et une phase d’abattement Iéger pendant 3 joudsbdeJ 7 p.i..

Un léger refus alimentaire des concentrés a étstatinsur tout le lot aux jours J 4, J 6
etJ 7 p.i.
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* Pour le lot vacciné, des signes cliniques d’ateirespiratoire sans atteinte générale
ont été observés.

Tous les veaux ont présenté progressivement dess lnespiratoires légéerement
renforcés et quelques bruits surajoutés légersaasdultation (bruits respiratoires de
siflement en zone craniale de l'aire d’auscultatpulmonaire essentiellement a l'inspiration)
associés a une respiration dyspnéique discordaotEnmde uniquement chez le veau A2 (de
J 9 aJ 14 p.i). Tous les animaux ont présentgethge d’intensité modérée durant des
périodes variant de 1 (Al) a 6 jours (A2 et A3).u3des veaux ont présenté une toux
d’intensité modérée (Al et A3) a marquée (A2). asodes de toux n'ont jamais excédeé 1 a
3 jours. Le veau Al a eu le plus grand nombre desjde toux (9 au total). Aucune atteinte de
I'état général n’a été observée chez les animawedgroupe. Un Iéger refus alimentaire des

concentrés a été constaté sur tout le lot (ainsisgu le veau Se) a J 3 p.i..

* Le veau Se a présenté progressivement a partlt 8ep.i. des bruits respiratoires
légerement renforcés et quelques bruits surajdétgss a I'auscultation (bruits respiratoires
de sifflement en zone créaniale de l'aire d'ausdidte pulmonaire essentiellement a
l'inspiration) associés a une respiration dyspneigiscordante modérée a marqueée. Il a
présenté un jetage d’intensité modérée de J 623pJi.1 de la toux d'intensité légere de J 6 a

J 13 p.i.. Aucune atteinte de I'état général néadgkiservée chez ce veau.

[1.1.2. Scores cliniques moyens

La détermination du score clinique se réalise &apm mode de calcul (détaillé dans
'annexe 2) prenant en compte la température eectalfréquence respiratoire, le refus de

concentrés, le jetage, la toux, la dyspnée abddenegtde comportement de I'animal.

Les moyennes des scores cliniques par lot et pasfnt représentées sur la figure 11.
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—@— Lot vacciné
—— Lot non vacciné
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Figure 11 : Moyenne des scores cliniques pour les lots vaatimé&n vacciné

On note des scores cliniques moyens plus élevésldadot non vacciné que dans le lot
vaccine.

On note une difféerence significative quant a I'mgé¢ des signes cliniques entre les
animaux du lot vacciné et ceux du lot non vaccioeérpes jours J 4 a J 8 p.i. (test de rang de
Wilcoxon avec p < 0,05, sauf pour le jour J5 odiféérence est marginalement significative).
Avec le test de la médiane, on note aussi deselifé&s significatives entre les animaux des 2
groupes pour tous les joursde J 4 a J 8 p.i..

Le lot non vacciné a également exprimé de manikre iptense et plus précoce les
signes cliniques que le lot vacciné. Il y a entetiiee difference dans le délai d’apparition et
dans la cinétique d’évolution de la maladie entiedeux lots (vacciné et non vaccing) ainsi
que dans l'intensité de I'expression du pic (magstec différence n’est pas significative
statistiguement). Pour le lot non vacciné, le picigue moyen apparait a J 6,3 +/- 0,44 p.i.
pour une valeur de 18,3 +/- 5,78, puis décroit msgjvement jusqu’'a J 14 p.i. avec une
valeur de 4 +/- 1,33. Pour le lot vacciné, le dinique moyen apparait a J 8,7 +/- 0,44 p.i.
pour une valeur de 11,0 +/- 2,00.
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11.1.3. Température rectale et fréquence respinatoi

Les courbes de température rectale (TR) et deudmdze respiratoire (FR) sont

présentées respectivement sur les figures 12 et 13.
[1.1.3.1. Courbes de température rectale

Pour la TR moyenne par lot, la valeur a J 0 eg8jé +/- 0,04 °C pour le lot vacciné
et de 38,8 +/- 0,07 °C pour le lot non vacciné.

Pour le lot non vacciné, il y a deux pics de TR:auJ 1 p.i. d’'une valeur de 40,0
+/- 0,29 °C etun a J 5 p.i. de 39,5 +/- 0,64 °€@.D1 a J 6 p.i., les valeurs moyennes de TR
sont supérieures a 39,0 °C.

Pour le lot vaccinég, il y a un pic de TR a J 1 ghitne valeur de 39,8 +/- 0,49 °C, puis
la TR reste supérieure a 39,0 °C jusqua J 4 38,3 +/- 0,41 °C), puis décroit
progressivement pour atteindre la valeur de 38,948 °C a J 14 p.i..

Pour la TR moyenne par lot, il n’y a pas de diffe significative (statistiquement a
'aide des tests de rang de Wilcoxon et de la nm&jigntre les 2 lots (vacciné et non

vacciné), excepté au jour J 5 p.i.

40,5

40,0

—8— Lot vacciné

TR (T)

= Lot non vacciné

39,0

38,0 T T T T T T T T T T T T T T —
J-1 Jo J1i J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 Jio Ji1 J12 Ji13 Ji4

Jours

Figure 12 : Moyenne des températures rectales pour les lotsnaet non vacciné
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[1.1.3.2. Courbes de fréquence respiratoire

Pour la FR moyenne, la valeur a J 0 est de 21 mivt8 / min pour les 2 lots.

Pour le lot non vacciné, la courbe démarre a pakirJ 3 p.i., avec un pic a
J 7,7 +/- 0,44 p.i. d’'une valeur de 63 +/- 18 mivtsin, puis diminue progressivement jusqu’a
J 14 p.i. a une valeur de 29 +/- 8 mvts / min.

Pour le lot vacciné, la courbe démarre a partirJdé, avec un premier pic a
J 8,3 +/- 0,44 p.i. d’'une valeur de 44 +/- 4 mvimih, puis décroit jusqu'a J 10 p.i., pour
réaliser un deuxieme pic a J 12,7 +/- 0,44 p.ind’valeur de 40 +/- 5 mvts / min.

On n'observe pas de décalage dans le temps enpie bes 2 groupes, par contre on
observe un pic plus important pour le groupe nocciveé par rapport a celui du groupe
vacciné (différences significatives entre les Z@tatistiguement a I'aide du test de rang de
Wilcoxon).

On observe des différences significatives entrelgsoupes entre les jours J5a J 8

p.i. (test de rang de Wilcoxon avec p < 0,05).

80

70

60 -

50

—@— Lot vacciné
—— Lot non vacciné

40

FR (/ min)

30

20 A

10

J-1 Jo J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 Ji1 Ji12 J13 J14
Jours

Figure 13 : Moyenne des fréquences respiratoires pour levémisiné et non vacciné
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[1.2. Résultats lésionnels

Les veaux ont tous été autopsiés a J 14 p.i..

Leurs résultats Iésionnels sont présentés daasblieaiu 6.

Lobe(s)
Veau Lésions atteint(s)
(% du lobe
atteint)
Al RAS
Lot vacciné A2 RAS
A3 RAS
Se RAS
Bl RAS
Lot non B2 5 LCrD

vacciné B3 RAS

Tableau 6 : Résultats Iésionnels exprimés en pourcentageldupgalmonaire atteint
Légende : L Cr G : Lobe Cranial Gauche ; L Cr Dobk Cranial Droit

L’atteinte est absente a trés limitée, quel quelsdot infecté (photos 9, 10 et 11).
Les rares lésions observées sont des lésions nmoeléréndurées, de couleur rouge
brique a lie de vin.

Photo 9, photo 10, photo 11 Photos des poumons des veaux Al (lot vaccinét 82 (lot
non vacciné) a l'autopsie.
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[1.3. Suivi virologique
11.3.1. Immunocapture d’antigenes

Les résultats de recherche du VRSB par le kit SpardSpiVB, Bio Veto Test sont
reportés dans le tableau 7.
Dans les deux lots, la détection d’antigenes dréssfaible. Elle a eu lieu chez tous les

animaux du groupe vacciné et chez 2 animaux sur@alpe non vacciné.

Lot vacciné Lot non vacciné
JOUR\VEAU| A1 | A2 | A3 | Se| B1| B2| B3
J-1 - - - - - - -
JO ND|{ND |ND [ND | ND | ND | ND
J1 -| -|NDIND| * | - | -
J2 |- - ND| -] -] -
J3 - - - |ND| - | -] -
J4 - -ND| - | -] -
J5 |- - ND| -] -] -
J6 - -|tIND| - | - | -
J7 - - - |ND| - | -] -
78 + |+ |+ (Nl |+ -
79 + |+ |+ NnD| - + -
J10 - - - | ND| - - -
Ji1l - -t |IND| - | - | -
J12 + |+ | . |NnD| - | -] -
J13 - - - | ND| - - -

Tableau 7 :Résultats des tests Speed ReSpiVB pour les lotsnéet non vacciné

[1.3.2. RT-PCR discriminative sur les écouvillomsaux

Les résultats de la RT-PCR discriminative sontgméss sur la figure 16.

La charge virale est exprimée en équivalents deesaje plasmides d’Escherichia coli
pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) établie & partir d’'unengae test.

On n’a pas réussi a détecter d’ARN viral chez ks A2, A3 et B2, B3 (la limite de

détection de la RT-PCR discriminative étant dé dquivalents de copies de plasmides pour
les séquences 220/69 et 3761).
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Chez le veau Al (groupe vacciné), on a détectécldfARN viral a J 4 p.i.
correspondant & une valeur de 1,3 % éQuivalents de copies de plasmides pour la souche
3761 et & une valeur de 2,6 ¥ Egjuivalents de copies de plasmides pour la SOC22B#S9.

Chez le veau B1 (groupe non vaccing), on a dégeptés successifs d’ARN viral pour
chaque souche & J 5 (2,1 X ¥quivalents de copies de plasmides pour la soBite et 6,4
x 10° équivalents de copies de plasmides pour la so@&8é69) et J 7 p.i. (2,5 x 10
équivalents de copies de plasmides pour la sourbe &t 1,1 x 1Déquivalents de copies de

plasmides pour la souche 220/69).

Animal A1 du Groupe vacciné Animal B1 dw@pe non vacciné

Al (2446) B1 (606)
3,0E+03

3761 3,0E+03
2,5E+03 o— 220-69 — —8— 3761
! —— 220-69

2,0E+03

2,0E+03 q

1,5E+03 4 1,5E+03 4

1,0E+03 q 1,0E+03 4

Equivalents copies plasmides
Equivalents copies plasmides

5,0E+02 - 5,0E+02 -

0,0E+00 , S e 9 0,0E+H00 —F—F———F———— 7T W
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Jours aprés inoculation Jours aprés inoculation

Figure 14 : Charge virale en virus 3761 et 220/69 dans leawdlbons nasaux des veaux Al
(lot vacciné) et B1 (lot non vacciné) exprimée goigalents de copies de plasmides

[1.3.3. RT-PCR discriminative et quantitative tetaiur N sur les LBA

Les résultats de la RT-PCR discriminative et quativie totale sur N sont présentés
sur le tableau 8. La RT-PCR quantitative totaleNwr été réalisée selon la méthode décrite
par Boxus (2005).

Pour le lot vacciné, I'ARN viral n’a été détectéeqehez le veau Al avec des valeurs
de 1,5 x 1®équivalents de copies de plasmides pour la soBE6& et 2,5 x 1équivalents
de copies de plasmides pour la souche 220/69 ayeTHPCR discriminative et une valeur de
1,1 x 1d équivalents de copies de plasmides pour la RT-P@Rtiative totale sur N. Pour le
veau Al, la valeur des équivalents plasmides pmwoliche 3761 est plus élevée que celle
pour la souche 220/69.
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Pour le lot non vacciné, 'ARN viral a été détectiz les 3 animaux avec les 2 RT-
PCR (RT-PCR discriminative des souches 220/69 é1 & RT-PCR quantitative totale sur

N). Les valeurs des équivalents plasmides pospblehe 3761 sont plus élevées que celles

pour la souche 220/69.

g RT PCR Discriminative g RT PCR
Amorces Amorces
220/69 3761 VRSB

Al 2,50E+02 1,50E+03 1,10E+04
A2 <10 <10 <10
A3 <10 <10 <10
Bl 2,50E+03 1,60E+04 2,90E+04
B2 6,00E+02 3,30E+03 1,30E+04
B3 7,50E+04 9,50E+04 1,90E+05

Tableau 8 :Comparaison des résultats sur les LBA

de la RT-PCR discriminative et de la RT-PCR quatitié totale sur N

[1.4. Suivi immunologique

I1.4.1. Réponse sérologique

Les résultats du suivi sérologique figurent sualdeau 9.

Primovaccination 1 :

le 12/10/2005

Primovaccination 2 :
le 09/11/2005

Epreuve Virulente :
le 08/12/2005

Date | 19/10/2005 | 26/10/2005 | 02/11/2005 | 09/11/2005 | 15/11/2005 | 23/11/2005 | 07/12/2005 | 14/12/2005
AL | 0%() 0% () 0% (-) 0% (-) 0% () 25 % (+) 32 % (+) 36 % (+)
A2 | 0%() 0% () 0% (-) 8% () | 35%(+) | 37%(+) 53 % (+) 49 % (+)
A3 | 0w%() 0% () 0% () | 13%(+) | 38%(+) | 50% (+) 54 % (+) 59 % (+)
BL| 0%() 0% (-) ND 0% (-) 0% (-) 9% (-) 13 % (dout) 2 % (-)
B2 | 0%() 0% () ND 0% (-) 0%(-) | 10% (dout) | 0% () 1% ()
B3 | 0%() 0% () ND 0% (-) 0%(-) | 10% (dout) | 8% () 6% ()

Tableau 9: Sérologies réalisés avant et au cours de I'expégie
(test Pourquier réalisé au Laboratoire de Tour¢dig

Pour le lot vacciné, le taux d’anticorps augmeritelevient positif 1 a 2 semaines

apres la deuxieme injection de primo vaccinatiovalcin Rispoval RS ®.
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Pour le lot non vacciné, le taux d’Ac est toujonégatif ou douteux, ce qui montre
une absence d’infection par le VRSB avant le déleda manipulation (jour de I'inoculation :
le 08/12/2005).

11.4.2. Réponse sérologique des Ig M

La réponse sérologique en Ig M est présentée digulae 15.

Pour le lot vaccing, le taux d’'lg M reste toujodiasble, tandis que pour le lot non
vacciné le taux d’'lg M augmente fortement a padiér J 8 p.i. (22 %) et présente une
augmentation continue jusqu’a J 10 p.i. (81 %)smtagnent jusqu’'a J 13 p.i. (74 %). Les Ig
M apparaissent a J 9 p.i. pour B2 et B3 et a J.lQopur B1. On observe des différences
significatives entre les 2 groupes pour les jol#a1 14 p.i. (test de rang de Wilcoxon avec p

< 0,05) (J 14 exclu par manque une donnée).

120

100 A

80

—&— Lot vacciné
—— Lot non vacciné
Sentinelle

60

E/P (%)

40 A

20 %
L n—rA _y—" ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

J-1 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 Ji1 Ji2 Ji3 J14

Figure 15 :Réponse en Ig M (E/P en %) pour les lots « vacsia€« non vacciné » testés

Légende : E/P = (D0O.450 corrigée de I'échantilldester / DO.450 moyenne corrigée de I'échantitien
contrdle positif) x 100 Tout échantillon dont E/& supérieur a 20 % sera considéré comme issuadiumal
ayant eu un contact récent (< 15 jours post-irdegtavec le VRSB.
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DISCUSSION

Cette étude était la premiere étape d’'une expeériergant a déterminer I'effet de la
vaccination sur I'évolution du VRSB. Elle avait pdaut d’évaluerin vivo une technique de
RT-PCR en temps réel permettant de différenciex dewches de VRSB (souches 220/69 et
3761) et d’avoir une premiére idée de I'impactaledccination sur la variabilité du virus.

Pour ce dernier point, nous voulions savoir :

- si Iimmunité vaccinale contre une souche ancieatténuée (220/69) pouvait
modifier le fitness relatif d'un mélange de deuwlatss comprenant la souche
ancienne vaccinale non atténuée (220/69) et uneheaécente (3761) de VRSB,

- si cette vaccination protégeait sur un plan clieides animaux infectés avec la
souche 3761.

La souche 220/69 a été isolée en 1969 et la sauazteinale dérivée a été atténuée par
96 passages en culture cellulaire. La comparaissrsélguences nucléotidiques entre ces deux
souches 220/69 sauvage et atténuée n'a pas peenmeetire en évidence de différences au
niveau des séguences consensus des genes immunégene. La souche 3761 a été isolée
en 2003.

Modele expérimental et protection clinique hétérglee

Etudier la protection clinique et virologique intkiipar un vaccin nécessite
l'utilisation d'un modele animal efficace permettatie reproduire des signes cliniques
suffisamment importants et correspondant a ceurrgbs lors d’infection naturelle. Pour le
VRSB, de nombreux modeles d’infection expérimentaié été proposés, notamment pour

évaluer le pouvoir pathogene du virus ou pour td'gfficacité de vaccins.
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Sur les plans cliniques et Iésionnels, les résullatsont souvent avérés insatisfaisants
(Jacobs, 1975 ; Bryson, 1983 ; Thomas, 1984 a-bg, @996 ; Van Der Poel, 1996). Les
signes cliniques ne sont souvent que transitoides,faible intensité, limités aux voies
respiratoires supérieures. lls ne sont la plupartainps observés que sur une fraction des
animaux inoculés. Au niveau macroscopique, le®méssont rarement observées, souvent de
faible intensité et d’extension modérée. Sur lenmhnique, les meilleurs résultats ont été
observés avec des souches a faible nombre de passagultures cellulaires (4 a 7), a un
titre élevé (> 10 & 10 UFP / ml), avec une combinaison de voies d'indéoie (voie
intranasale et intratrachéale), pendant 3 a 4 joomsécutifs sur de jeunes veaux (< 2 mois)
séronégatifs. Dans ces conditions, aucune mortai&it observée mais, aprés 3 a 5 jours
d’incubation, apparaissaient des signes clinigets qu’'un syndrome fébrile, des troubles
respiratoires associés a de la polypnée et deslané, ainsi que des lésions macroscopiques
d’extension légere a modérée (15 a 20 % de la curfaulmonaire) (Belknap, 1991 ;
Ciszewski, 1991). Récemment, des modeéles expéramerd’infection utilisant des souches
virales préalablement passées sur veaux et ingcuwékaide de nébuliseur ou par voies
intranasale et intratrachéale ont permis de repredies signes cliniques proches de ceux
obtenus dans les conditions naturelles (West, 1&%9; Ellis, 2001 ; Tjornehoj, 2003,
Valarcher, 2003, Le Mercier, 2005). L’hypothéseualie consiste a dire que le passage en
cultures cellulaires du VRSB sélectionne des scaioh@ns pathogenes pour I’'hdte naturel et
gue la réamplification sur veaux resélectionnedgs mutants mieux adaptés et plus
pathogenes. Dans notre étude, nous avons utiliggpeede modele en utilisant le méme
protocole que Le Mercier (2005). Ce protocole dimlation intranasale et intratrachéale de la
souche 3761 préalablement amplifiee sur veaux asmiteffet permis de reproduire la
pathologie observée dans les conditions natureflesc des signes cliniques respiratoires
majeurs chez les veaux infectés.

Dans notre étude, les résultats cliniques, virojogs et la présence d’'une réponse
humorale en Ig M indiquent que l'infection virale éé correctement réalisée. D’autres
recherches comme la détection d’'lsMNbérés lors de la réponse immunitaire cellulgitkis,
2001) ou le dosage de protéines sériques inflamreatcomme I'haptoglobuline (Boxus,
2007) n'ont pas été envisagées, car elles ne paoméaient pas au but fixé. Des signes
cliniques respiratoires ont bien été observés talnt infecté non vacciné, mais seulement de
manieére modérée par rapport a ce qui aurait pu a@tendu. Ainsi, aucun syndrome de
détresse respiratoire n’a pu étre observe, coatrant a une étude précédente (Le Mercier,

2005). Différentes hypothéses peuvent étre dissuiéar expliquer ces différences.
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Premierement, le choix des souches virales utdig®r I'inoculation d’épreuve, les
titre en virus (exprimé en UFP / ml) et les voluméBsés pour I'inoculation peuvent étre trés
différents selon les protocoles (Mohanty, 1975az&thy, 1980 ; Kimman, 1987 ; Belknap,
1991 ; Thomas, 1984 a et b ; Ellis, 2001 ; Jacb®g5). Le volume de I'inoculum administré
est trés variable et les titres généraux sont halkément compris entre i@t 16 UFP / ml.
Dans notre étude, I'inoculum 3761 ne semble pasigariminé, car il est le méme que celui
précédemment utilisé par Le Mercier (2005) et Bofa¥7). Dans ces études, I'inoculation
de la souche 3761 entrainait de graves signesjgésirespiratoires. De méme, le protocole
d’inoculation était le méme pour les trois expécEs Notre inoculum étant un mélange de 2
souches virales, on peut supposer une compétitibe souches avec la prédominance d’'une
souche moins pathogeéne, telle que la 220/69. Liihoa 220/69 avait été testé au préalable
pour induire des signes cliniques sur des veaug dgél semaine, mais pas sur des animaux
plus agés (Bryson, 1983). De plus, nous n'avonsopésnu d’éléments concrets allant dans
ce sens au vu des résultats virologiques sur LBAEMt car la souche 3761 semble
prédominante dans ces échantillons. La qualitéréesltats ne nous permet cependant pas

d’avoir une interprétation univoque.

Deuxiemement, concernant I'dge des animaux, dasiscdmditions naturelles, les
troubles respiratoires sont préférentiellement nlsesur des veaux agés entre 1 et 7 mois.
Dans les conditions expérimentales, les veaux &gés de 3 jours a 7 mois avec le plus
souvent des inoculations réalisées entre 4 et fitaiges (Smith, 1975 ; Mohanty, 1975 ;
Moteane, 1977 ; Kimman, 1987 ; Bryson, 1983 ; Mdtyyul 983 ; Knott, 1998). L’expression
clinique et lésionnelle est apparue maximale s@r\d=aux de 3 a 6 jours (Bryson, 1983).
Toutefois, les veaux de cet age sont trés rareategints dans les conditions naturelles. Dans
les protocoles de Ellis (2001) et West (1999 a)efutilisation de veaux agés jusqu’a 7 mois
ne semble pas empécher I'observation de signeis|utia séveres. Les veaux de notre étude
ont été inoculés a I'age d’environ 3 mois (91,5 1J;7 jours), temps nécessaire au protocole
vaccinal et a la mise en place de I'immunité. Leaux utilisés dans notre étude avaient deux
mois de plus que ceux utilisés dans I'expérienceal®lercier (2005), ce qui peut expliquer
les différences observées. Cependant, d’autresrierpés avec veaux du méme age et
inoculés avec la méme souche virale (3761) ont jsenme expression clinique forte (Boxus,
2007). L'age ne peut donc a lui tout seul expligles différences observées. Malgré,
limportance tres probable de ce critére, il n'é&xisucune étude comparative en infection

expérimentale de la pathogénie du VRSB en fona®hage des veaux.
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Troisiemement, la réponse de I'héte joue un rdéledrtant dans la pathogénie des
infections a VRS et de nombreux critéres liés atéhpeuvent intervenir. Les veaux utilisés
lors des infections expérimentales sont la pludartemps des veaux de race Prim Holstein
(Le Mercier, 2005 ; Boxus, 2007) comme dans notamipulation. Toutefois, Bryson (1983)
a infecté parallelement a 11 veaux PH, 5 veauxsésoPH x Hereford et 1 veau Simmental. |l
a obtenu des signes cliniques séveres chez touedas inoculés, sans distinction. L'effet
race n'est pas connu lors d'infection expérimentakr la race PH reste trés largement
majoritaire dans les plans d’expérimentation pas hisons pratiques et économiques, mais
il semble que certaines différences de sensilakistent.

Dans notre étude, le score clinigue moyen et léguiEnces respiratoires ont été
significativement supérieurs dans le lot non va&@ar rapport au lot vacciné respectivement
entre J 4 et J 8 et entre J 5 et C&8a suggere une protection clinique par le vacoimtre un
meélange de souches hétérologue et homologoetefois, compte tenu de la variabilité
individuelle entre veaux d’'un méme lot, il auratid utiliser plus d’animaux par lot. De plus,
si nous avions voulu faire une expérience complet@rotection hétérologue, il aurait fallu
pouvoir intégrer dans I'expérience les lots témamisants : un lot non vacciné et non infecté,
un lot vacciné et infecté par la souche 220/69 wemaent, un lot vacciné et infecté par la
souche 3761 uniquement, deux lots non vaccinédesités uniquement par les souches 3761
ou 220/69. Toutefois, le but premier de cette padipulation était de savoir si 'immunité
vaccinale contre une souche ancienne atténuée6@2duvait modifier le fitness relatif d’'un
meélange de deux isolats comprenant la souche arecieon atténuée (220/69) et une souche
récente (3761) de VRSB. Ces lots témoins ont ddacvelontairement exclus dans un
premier temps. Le faible nombre d’animaux utilis@sns chaque lot s’explique en partie par
le colt des manipulations dans des unités de nilleda biosécurité et par la difficulté a
obtenir sur le terrain des veaux séronégatifs.

En effet, en raison de la forte prévalence du VRB&st trés difficile de trouver sur le
terrain des veaux séronégatifs. Comme les antiamlostraux peuvent limiter l'intensité des
signes cliniques et contrecarrer la réponse humanduite (Belknap, 1995), la maitrise de ce
statut est ainsi évidente lors d’expériences aegis@accinales chez des veaux. Pour obtenir
des veaux séronégatifs, nous avons séparé les dedexr mere a la mise bas, puis nous les
avons alimenté avec uniguement du colostrum nespant aucun anticorps dirigés contre le
VRSB. Ce type de colostrum est difficile a obtesmr France. C’est pourguoi, nous avons dd
nous fournir en Suéde. La faible quantité de calostdisponible a ainsi limité le nombre

d’animaux dans notre expérience.
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Malgré ces difficultés, on peut émettre certairEes quant aux résultats obtenus. Les
différences cliniques observées entre les deux dotggérent une protection des veaux
conférée par le vaccin actuel contre I'ensemble2desuches et donc la souche hétérologue
3761 récemment isolée. Il n'y a donc pas d’évasiaccinale complete avec cette souche.
Cela peut s’expliquer par le fait que le vaccin aststitué du virus complet contenant par
conséquent I'ensemble des épitopes viraux. Si #igphment a un site épitopique est assez
facile pour un virus & ARN, I'échappement a plussesites est extrémement compliqué et ne
peut probablement se réaliser que de maniere censur plusieurs années. Les souches
utilisées ont été isolées a 34 ans d'intervalles @ssultats doivent aussi étre discutés en

rapport avec les résultats du suivi virologiqueEhiret LBA.

Vaccination et suivi virologique

Le suivi virologique a porté sur des EN réalisédadmn quotidienne pour quantifier
l'infection de I'étage naso-pharyngé et sur des LiBAlisés a J 5 ou J 6 p.i. pour optimiser la
détection du virus a I'étage pulmonaire. En effes, EN permettent un suivi quotidien de
fagcon non invasive et n'influengent donc pas I'egsion clinique. Malgré tout, la réalisation
de ces prélevements limite I'étude a 'atteinte daes respiratoires hautes. Le choix des EN
provient d’une manipulation précédente (Le Merci2005) avec l'inoculum 3761 ayant
permis la détection du virus entre J 1 et J 17vimi.une techniqgue de RT-PCR quantitative
(Boxus, 2007). La détection de virus au niveauvi#ss respiratoires basses a été réalisée sur
un seul point de cinétique. Ce choix a été dictdefait que nous voulions privilégier les EN
et par le fait que les LBA présentent I'inconvénierétre invasifs et risquent de moduler
I'expression clinique. Les techniques de détection VRSB choisies ont été la détection
d’antigénes et la détection d’ARN via des RT-PCResnps réel discriminative et totale.

La détection d’antigenes sur les EN a fait appetesti Speed® ReSpiVB, Bio Veto
Test (réalisé directement aprés la réalisationaditalité des prélevements), qui utilise une
technique d’immunocapture d’antigenes. Cette teplmia une sensibilité de 88 %, une
spécificité de 100 % et est plus facile a utilipeur les EN que I'lF et I'isolement viral (Mc
Nulty, 1983 ; Kimman, 1986 ; Collins, 1996). Darwne étude, la détection d’antigénes a éte

possible chez tous les individus sauf un, maisuemntent sur un faible nombre de jours. Cela
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suggere soit que I'excrétion du virus était limitians les deux groupes, soit que nous étions
en limite de sensibilité avec cette technique. Etection d’ARN viral dans les EN a été
pratiguée tous les jours a l'aide de la RT-PCRrilisnative. La détection de I'’ARN viral
dans les LBA a été pratiquée a J 5 et J 6 p.ia@ld’ de deux RT-PCR : une RT-PCR

guantitative totale sur N et la RT-PCR discrimivatélaborée lors d'une étude précédente.

La techniqgue de RT-PCR discriminative n'a permisdéécter de I'’ARN viral dans
les EN que chez deux animaux, I'animal A1 du groupeciné et I'animal B1 du groupe non
vacciné. Cela pose le probleme de la non détedtionirus chez les 2 veaux infectés et non
vaccinés. Pour les animaux vaccinés, on peut seppgge la vaccination induit une
protection virologique. Toutefois, du virus a pueétiétecté chez presque tous les animaux
dans les EN par le test Speed® ReSpiVB, qui esttecienique considérée comme moins
sensible. D’autres hypotheses peuvent étre avanecBettant en cause soit le modele

expérimental, soit la technique en elle-méme :

- Le premier probleme concerne la conservation dedulum non optimale. L’ inoculum a
étée transporté dans de la carboglace (— 80 °C)aldolise a Tours. Il a été conserve
ensuite au congélateur a — 80 °C a son arrivéeitejgsqu’au lendemain matin, ou il a
été décongelé au bain marie et inoculé aux animtasuite, un échantillon de I'inoculum
a été conservé au frigo a + 4°C, puis ramené sousgect du froid positif de Tours a
Toulouse pour y étre dosé. Le titre aprés miseutmre de I'inoculum est de 8,4 x 40
UFP / ml. Le titre attendu aurait pu étre de :6,80° UFP / ml. Ce titre plus faible peut
s’expliquer par le délai post inoculation supérieut2 heures pour la mise en culture,

(c’est a dire le trajet Tours-Toulouse) vu I'imgaorte fragilité du virus.

- Par ailleurs, il peut y avoir eu un défaut lorspadélévement des EN avec une insuffisance
de raclage de la muqueuse nasale, ne permettantigascueillir suffisamment de
cellules, auxquelles sont étroitement lices lediquaes virales. Cela n’explique pas
pourquoi les veaux Al et B1, testés en premierdonné des résultats quantitatifs et pas
les veaux suivants. Cette hypothese est ausseecfudr les contréles dosantplactine
(témoin de I'ARN cellulaire) sur les EN. Ces cofegp actine montrent la présence
d’ARN cellulaire (mais pas de témoin de I'ARN viralans les EN a des concentrations

souvent proches de 5 x°léquivalents de plasmides (Annexes n°4 et 5).
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- Un défaut lors de I'extraction et de la conservaties ARN peut également entrer en jeu.
Cependant, les control@sactine témoignent de la bonne extraction et coasien des
ARN.

- Un défaut dans la RT-PCR discriminative peut enébre envisagé, avec soit :

o Un manque de sensibilité dans la RT-PCR non erdéceuvert, avec un seuil
de détection minimal pas assez faible. Cette hygsettprovient du fait que la détection du
virus dans les EN par les tests Speed RespiSViggmeu sensibles, est possible chez 5
veaux sur 6 et uniguement chez 2 sur 6 par la RR-8i€criminative. Une comparaison entre
la RT-PCR discriminative et la RT-PCR quantitatigtale sur N sur les mémes EN pourrait

étre réalisée.

o0 Une erreur lors la manipulation technique des iBsachypothése peu probable
sachant que, chez 2 veaux, de I'ARN viral a étéatét

In fine de nombreuses vérifications ont été entrepris@isy€ permettent pas pour le moment
d’identifier de causes précises au manque de atsude la RT-PCR discriminative pour les
EN.

Concernant les résultats des LBA, les résultatgéxemt que la vaccination protége
partiellement vis-a-vis d’'une infection de I'appérespiratoire bas. En effet, 'ARN viral est
détecté chez 1 animal vacciné sur 3, tandis gstidétecté chez tous les veaux non vaccinés.
Cependant un seul point de cinétique a été réalmg les LBA, ce qui ne permet pas
d’exclure une cinétique de réplication différentdre les 2 lots. Cette différence n’a pas pu
étre observée sur les EN. Soit il n'y a pas deédifices en terme de protection virale de
'appareil respiratoire haut, soit les échecs d'ificption probablement inhérents a la
technique ne permettent pas d’interprétation. Erfamimal sentinelle du groupe vacciné a
présenté un tableau clinique et une réponse Ig 6Aldé par rapport aux autres veaux du
méme groupe. Cet animal a trés probablement égeténfa partir d'un de ses congénéres

vaccineés et donc la vaccination semble ne pas dmpéc contamination entre animaux.
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Compétition entre souches 220/69 et 3761

Un des objectifs de cette thése était de savda saccination a I'aide de la souche
220/69 pouvait modifier le fitness entre deux s@schirales, la souche vaccinale ancienne
220/69 et une souche récente 3761. L’idée étantdijlee vaccination pouvait avoir un impact
sur I'évolution virale, le fithess de la souche B7far rapport a celui de la souche 220/69
serait supérieur chez les veaux vaccinés. Le Bté&st mesuré a I'aide d’'une RT-PCR temps

réelle discriminative, préalablement élabaregitro a lTUMR.

Les 2 souches de virus ont été détectées par RTdeRminative dans les EN des
veaux AlaJ5etBlaJ5etd7. Chezles 2 aimas pics d’ARN viraux de la souche
3761 sont plus élevés que ceux de la souche 226168 les rapports 3761 / 220-69 en
charge virale ne sont pas significativement difi€seentre les 2 lots. Le faible nombre de
veaux utilisés et le faible nombre de points deect&n obtenus ne permettent aucune

interprétation.

Le virus a aussi été isolé et quantifie dans le L&Ak les veaux de chaque groupe
grace a 2 RT-PCR temps réel. Les résultats montesansibilité légerement supérieure pour
la RT-PCR quantitative totale sur N, des charggsrEment supérieures pour les animaux
non vaccinés et une absence de différences sigtivigs pour les rapports 3761/220-69 entre
les deux lots. La encore, le faible nombre d’inding et de points de cinétique ne permettent
pas d'interprétation. Ainsi, a partir des élématligponibles, nous ne pouvons pas conclure

sur 'impact de la vaccination sur I'évolution \ga

102



CONCLUSION
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CONCLUSION

Le VRSB est un pathogene majeur en élevage bownvaccination représente
actuellement le seul moyen de lutte contre I'infatipar le VRSB. Beaucoup de vaccins ont
été développés depuis plus de vingt ans en Framcgwot en cours de développement en
médecine vétérinaire pour le VRSB. La médecine linenas’intéresse aussi au
développement de vaccins contre le VRSH. Le VRSB 8RSH, étant des virus a ARN de
polarité négative, ils ont la capacité de muterhagoe cycle de réplication virale. Cette

capacité adaptative peut donc poser des problear&s\en matiere de vaccination.

Cette étude avait pour but d’analyser I'impact @evdriabilité génomique du VRSB
sur la vaccination, et d’évaluén vivo une technique permettant de discriminer différente

souches virales de VRSB.

Nous avons présenté I'évaluationvivo d'une RT-PCR en temps réel permettant de
différencier deux souches de VRSB (souches 220t69761), mais il reste encore des

incertitudes quant a la sensibilité de cette teqmein vivo.

Nous avons montré que l'utilisation d’un vaccinien€laboré a partir d’'une souche
ancienne (220/69), protége partiellement d’unecind@ vis-a-vis d’'une combinaison de
souches homologue et hétérologue sur le plan aénimais pas sur le plan virologique. Cette
pré-étude doit cependant étre complétée avec mngrand nombre d’animaux par lots et la

présence de groupes témoins supplémentaires.
Enfin, en I'état actuel des connaissances, riepammet de dire si la vaccination a un

impact sur I'évolution du VRSB. De plus, ce travadnfirme également les difficultés

inhérentes aux essarsvivo sur veaux avec du VRSB.
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Annexe 1 :Fiche d’évaluation clinique biquotidienne

INRA - ENVT
UMR 1225 [HAP

Veau :
Groupe :
N° d’identification :

Semaine n° ;

Fiche clinique

Code: ACI 2003

Race :
Sexe :
Date de naissance :

Date :

Jour :

Heure :

Température
rectale :

Fréquence
respiratoire :

Toux :
0 = nulle
1 = modérée
2 = forte

Jetage :
0 = absent
1 = partiel
2 = total

Dyspnée
abdominale :
0 = absente
1 = modérée
2 = forte

Refus alimentaire :
0 = absent
1=0a30%
2=30a60%

3 = plus de 60 %

Comportement :
0 = normal
1 = triste
2 = abattu

Préléevements :
EN :
PS .
Autre :

Remarques :

Paraphe :
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Annexe 2 :Mode de calcul du score clinique

Signes Note Coefficient
Température rectale
<395<T 0
395TC < <40<C 1 1
40C £ <405<T 2
240,5<T 3
Fréquence respiratoire
< 30 mvts / min 0
30 mvts / min £ <40 mvts /
min 1 3
40 mvts / min £ < 60 mvts /
min 2
= 60 mvts / min 3
Refus de concentrés (lait)
0 0
0% < <30% 1 3
30% < <60% 2
260 % 3
Comportement général
Normal 0
Moyennement altéré 1 3
Trés altéré 2
Ecoulement nasal
Nul 0
Modéré 1 2
Fort 2
Toux
Nulle 0
Modérée 1 3
Forte 2
Dyspnée
Absente 0
Abdominale modérée 1 3
Abdominale forte 2
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Sous Sous
groupe groupe
Firme Souche virale antigénique | génétique Dose en virus Adjuvant
Vaccins vivants
BAYER
(actuellement plus Lehmkuhl 375
Bayovac® BRSV commercialisé) A Il 10° DICCs -
Rispoval® RS PFIZER RB 94 = 220/69 AB Il > 10°° DICCs, -
Rispoval® RSBVD PFIZER RB 94 = 220/69 AB I > 10°° DICCs -
Rispoval® 3 (BRSV-Pi3- Lehmkuhl 375
BVD) PFIZER like A 1 > 10° DICCsq -
Rispoval® RS+Pi3 Lehmkuhl 375
IntraNasal PFIZER like A 1 > 10° DICCs -
Vaccins inactivés
BOEHRINGER
INGELHEIM
(actuellement plus 1,5 x 10° DICTs
BarVac® RS commercialisé) Tennessee inconnu inconnu avant inactivation alun + saponine
hydroxyde d'aluminium +
Bovilis® Bovigrip INTERVET EV 908 inconnu inconnu 1,98 - 4,16 unités VN saponine
MERIAL
(actuellement plus
Vacores® commercialisé) 220/69 AB Il 0,80 USN aluminium + saponine

Annexe 3 :Récapitulatif des vaccins disponibles et des vecayant été commercialisés en France.
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Dosage Bactine
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Equivalents plasmides

Annexe 4: dosages des equivalents plasmidep detine sur les EN
des veaux du groupe vacciné et du groupe non v@ccin
auxjoursJ4,J5etJ6
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Annexe 5: dosages des equivalents plasmidep detine sur les EN
des veaux Al (du groupe vacciné) et B1 (du growqgrevaccing)
desjoursJl1aldil4

132






TOULOUSE, 2007
NOM : DEUTSCHER PRENOMMATHIEU

TITRE : INFECTION EXPERIMENTALE PAR LE VIRUS RESPIRATOIRE S YNCYTIAL BOVIN :
ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE LA VACCINATION ET L'EV OLUTION DU VIRUS

RESUME :

Le virus respiratoire syncytial bovin (VRSB) esteucause majeure de maladie respiratoire chez les
bovins. La vaccination représente actuellementelé moyen de lutte contre I'infection par le VR3HIe se
heurte tout de méme a différents obstacles: imsation en présence d'anticorps maternels, réaction
immunopathologique possible et variabilité antigéei pour le VRSH et le VRSB. En effet, ces viruanéa
ARN, ont la capacité de muter a chaque cycle dicegpn virale et de donner des souches viralegau Cette
capacité adaptative peut donc poser des probléamésven matiére de réponse a la vaccination. [Datte
étude, aprés avoir rassemblé des données surrbegérastiques virales du VRSB, l'infection par\geus et la
vaccination contre celui-ci, nous présentons I'@atbnin vivo d'une technique de RT-PCR en temps réel
permettant de différencier deux souches de VRSB/@®et 3761) et nous montrons que I'utilisatiomrd’
vaccin entier élaboré a partir d'une souche aneef@20/69) protége partiellement d'une infectios-&ivis

d’une souche récente (3761) sur le plan cliniquesmas sur le plan virologique.
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