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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Virus respiratoires syncytiaux : virologie

1.1. Premiére mise en évidence

Au cours de automne 1955 a Washington, un épisode de maladie respiratoire survint
dans un groupe de chimpanzés de laboratoire ainsi que chez un employé en contact avec ces
animaux. Un virus jusqu’alors inconnu fut isolé en 1958 par le Dr J. A. Morris chez 'un des
singes malades, et nommé dans un premier temps : « agent du coryza du chimpanzé ». Ce virus
sera ensuite renommé « virus respiratoire syncytial » (VRS), en raison des effets cytopathiques
observés en cultures cellulaire (Baker et al., 1997a, Chanock et al., 1961, Larsen, 2000a).

Par la suite (début des années soixante), une série d’enquétes établit 'importance du
VRSH dans les maladies respiratoires des enfants du monde entier. Chanock & al. en 1961
mettent en évidence un virus respiratoire syncytial chez 39% de jeunes enfants hospitalisés pour
bronchiolite. Une enquéte sérologique menée en paralléle révele que 91% des enfants de moins

de 4 ans testés ont été exposé au virus syncytial (Chanock et al., 1961).

A la méme époque, la découverte d’anticorps sériques bovins capables d’inhiber la
croissance du VRSH en culture cellulaire, permit d’émettre ’hypothéese de Pexistence d’un virus
respiratoire syncytial bovin (VRSB) (Baker et al., 1997a). Le premier VRSB isolé provenait de

bovins suisses victimes d’une sévere épidémie de maladie respiratoire, en 1970.

1.2. Taxonomie

Otrdre Mononegavirales ARN monocaténaire, négatif, non segmenté
Famille Paramyxoviridae
Sous famille Prnenmovirinae Absence de neuraminidases mais activité de fusion

Agents de maladies respiratoires

Genre Prenmovirus Présence de protéines non structurales (NS1 et NS2)

17




Les membres du genre Prenmovirus sont

- le virus respiratoire syncytial humain (VRSH)
- le virus respiratoire syncytial bovin (VRSB)

- le virus respiratoire syncytial ovin (VRSO)

- le virus respiratoire syncytial caprin (VRSC)

- le pneumovirus murin

- le virus de la rhinotrachéite de la dinde

VRSH, VRSB, VRSO et VRSC sont d’'un point de vue structurel et antigénique tres
similaires. Contrairement aux VRSH, VRSB, VRSO dont la séquence est connue, le séquencage
du génome du VRSC n’a pas été réalisé. Cependant, Smith et al. en 1979, on démontré I’existence
d’un virus distinct chez les caprins par Iétude des niveaux de réactions croisées avec des

anticorps spécifiques anti-VRSB au cours d’épreuves de séroneutralisation.

Récemment un nouveau genre appelé Meétapneumovirus a été rajouté a la nomenclature. En
effet, en 2001 a été découvert aux Pays-Bas, un virus responsable d’infections respiratoires aigués
chez les enfants. Ce virus possede les caractéristiques des Preumovirinae sans avoir de protéines
non-structurales NS1 et NS2, d’ou la création d’un nouveau genre (auquel a été ultérieurement
attaché le virus de la rhinotrachéite de la dinde, aussi appelé Métapneumovirus aviaire.) Ce virus

est donc appelé Métapneumovirus humain.

1.3. Structure virale

Les Pneumovirinae ont une structure virale homogene, similaire a celles des autres virus de
la famille des Paramyxoviridae. La Figure T schématise leur organisation. Bien que pléiomorphes, ils
se présentent généralement sous forme sphérique (diametre de 150 a 200 nm). On peut
également les trouver sous forme de filaments de 400 a 500 nm de long et de 60 a 100 nm de
diametre. Aucune différence fonctionnelle n’a été mise en évidence entre ces différentes formes
de virion. Elles pourraient dépendre du type de cellule infectée (Easton et al., 2004, Valarcher and
Taylor, 2007b).
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Les virions du genre Pneumovirus sont entourés d’une enveloppe, bicouche lipidique
issue de la membrane plasmique de la cellule infectée, dans laquelle sont enchassées trois
glycoprotéines virales : la glycoprotéine G d’attachement, la protéine I de fusion et la protéine

SH (dont le role est mal connu).

Cette enveloppe entoure une nucléocapside hélicoidale formée du monobrin non
segmenté d’ARN négatif (une seule copie du génome, environ 15000 nucléotides), associé¢ a la
nucléoprotéine N, la phosphoprotéine P et la polymérase ARN-dépendante L. Enfin, la protéine
M forme une couche sur la face interne de 'enveloppe lipidique. Le génome code également pour
deux protéines non structurales NS1 et NS2, ainsi que pour des facteurs de régulation de la
transcription M2-1 et M2-2 (Easton et al., 2004, Valarcher and Taylor, 2007a).
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Figure 1 : Représentation schématique du VRSB (d'apres Meyer et al., 2008)
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1.4. Protéines et polypeptides viraux (Valarcher and Taylor, 2007b)

1.4.1. Protéines non-structurales NS1 et NS2

La présence de ces 2 protéines distingue les pneumovirus des autres Paramyxoviridae. 1.es
genes de ces deux protéines sont abondement transcrits dans les cellules infectées bien qu’elles ne

soient détectées qu’en faible quantité dans les virions purifiés.
1.4.2. Protéine hydrophobe (SH)

Sa fonction est encore mal définie a I’heure actuelle. Elle n’est pas indispensable a la
multiplication virale zz vitro ni in vivo. Elle pourrait interagir avec la protéine F pour la fusion

cellulaire.
1.4.3. Glycoprotéine G

Elle joue un role majeur dans 'attachement du virus a la cellule hote, par linteraction de
ces domaines héparan-sulfates avec les glycosaminoglycanes de la membrane cellulaire.
Cependant, elle n’est pas indispensable a la réplication 7z vifro du virus, sur certaines lignées
cellulaires. Elle est synthétisée sous deux formes : une forme ancrée dans 'enveloppe virale et une
forme sécrétée. Cette dernicre jouerait le role de leurre pour le systeme immunitaire en se liant

aux anticorps neutralisants.
1.4.4. Protéine de fusion F

Cette protéine est responsable de I'entrée du virion dans la cellule hote par fusion de sa
membrane cellulaire avec 'enveloppe virale. Elle entraine également la fusion des membranes
cytoplasmiques des cellules infectées avec les cellules saines avoisinantes, entrainant ainsi la
formation de cellules multinuclées géantes ou syncytia. La protéine F induit la formation
d’anticorps neutralisants. Elle est fortement conservée entre les différentes souches virales. Elle

est indispensable a la réplication du virus.
1.4.5. Protéines de la nucléocapside

II s’agit de la nucléoprotéine N, de la phosphoprotéine P et de la polymérase I.. La
protéine N est présente en grande quantité dans les virions et les cellules infectées. Elle a
plusieurs fonctions : en association avec les protéines P, L et possiblement M2-2, elle protege le
génome viral des ARNases. De plus, la protéine N joue un role pour la transition de la phase de
transcription a la phase de réplication virale. La protéine P intervient comme une protéine
chaperonne pour la protéine N soluble et intervient dans la régulation de la transcription et de la
réplication virales. La protéine L est une polymérase ARN dépendante qui responsable de la

transcription et de la réplication virales.
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1.4.6. Protéines de matrice

La protéine M se trouve sur la surface interne de I'enveloppe virale et joue un réle majeur
dans I'assemblage des particules virales. La protéine M2-1 régule la transcription virale (c’est un
facteur anti-terminaison). La protéine M2-2 intervient dans le passage de la phase de transcription

a la phase de réplication.

Le Tablean 1 résume les caractéristiques des protéines virales.

Tablean 1 : Caractéristiques principales des protéines dn VRSB (d'aprés (Valarcher and Taylor,
20075))

Protéine Nom Fonction

NS1 Protéine non structurale 1 Inhibition et résistance aux interférons de type o/

NS2 Protéine non structurale 2 Inhibition et résistance aux intetférons de type o/f

F Protéine de fusion Fusion avec la membrane dela cellule hote

G Glycoprotéine Attachement a la cellule hote

SH Petite protéine hydrophobique  Inconnue

M Protéine de matrice Assemblage du virion

M2-1 Protéine de matrice 2-1 Terminaison de la transcription virale

M2-2 Protéine de matrice 2-2 Régulation de la transcription virale

, . Formation de la nucléocapside

N Nucléoprotéine Résistance aux ARNases

P Phosphoprotéine Co-facteur de la polymérase

L Polymérase Transcription et réplication virale

I.5. Mécanisme d’infection de la cellule hote et caractéristiques biologiques

Dans un premier temps, le virion s’attache a la cellule cible. La glycoprotéine G joue un
role majeur dans cette étape. On a en effet démontré que des anticorps spécifiques anti-protéine
G sont capables d’empécher la liaison du virus a la cellule cible. Elle interagit avec une ou
plusieurs molécules situées a la surface de la cellule. Ces molécules n’ont pas encore été
précisément identifiées, mais des glycosaminoglycanes ou des molécules « héparin-like » seraient
impliquées (Easton et al., 2004). Ensuite, la protéine F induit une fusion de la membrane
plasmique de la cellule hote avec 'enveloppe virale. Les composants du virion se retrouvent alors
dans le cytoplasme de la cellule. Notons cependant que certaines études remettent en question ce
modele classique « d’attachement-fusion » (Valarcher 2004). Le nom des virus syncytiaux provient
des effets cytopathiques qu’ils entrainent aussi bien in vivo qu’en culture cellulaire : ils conduisent
a la formation de syncytium, qui sont de grosses cellules polynucléaires, issues de la fusion de

plusieurs cellules, sous l'action du virus (Baker et al., 1997a, Larsen, 2000b). L’infection par les
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virus respiratoires syncytiaux conduit également a la formation de corps d’inclusion intra-

cytoplasmiques caractéristiques (Baker et al., 1997b).

L1.6. Especes sensibles

Contrairement au VRSH qui est capable de se répliquer dans de nombreux types
cellulaires, le VRSB se développe préférentiellement sur des cellules de bovins (Baker et al.,
1997b). 11 est capable de se répliquer iz vitro sur un large panel de cellules primaires bovines:
cellules testiculaires, cellules de cornets nasaux, cellules trachéales, cellules aortiques, cellules
spléniques, et cellules pulmonaires (Larsen, 2000b). Certains auteurs affirment pouvoir adapter un
VRSB a la croissance sur des cellules humaines (Matumoto et al. 1974) alors que d’autres

(Paccaud et Jacquire 1970) n’obtiennent pas de croissance sur culture de cellules humaines.

Si en infection expérimentale, le VRSH est capable d’induire sur des veaux des signes
cliniques légers ainsi que quelques lésions pulmonaires macroscopiques, (Stott et al., 1984,
Thomas et al., 1984) il n’y a cependant aucune preuve a 'heure actuelle que le VRSB puisse
infecter les humains de fagon naturelle(Larsen, 2000b). En revanche, la sensibilité et la réceptivité
des ovins au VRSB est avérée. En outre des anticorps anti-VRS ont été isolés a partir de sérum de
chevreuils, de chats et de porcs, mais le virus n’a jamais pu étre isolé a partir de ces espéces
(Larsen, 2000b).

1.7. Parenté VRSB/VRSH

Nous avons déja évoqué la parenté taxonomique et biologique des virus respiratoires
syncytiaux bovin et humain. §’il s’agit de deux virus bien distincts, ils ont un haut degré
d’homologie génétique comme le montrent les études de réactions croisées. Le VRSB est
actuellement le virus connu le plus proche du VRSH d’un point de vue phylogénétique (Easton et
al., 2004, Kalina et al., 2004). Des équipes de microbiologistes ont étudié les pourcentages
d’homologies entre les séquences nucléotidiques et aminoacides des virus VRSB et VRSH, il
s‘avere que certaines protéines, en particulier les protéines P, F et N ont une séquence
aminoacide particuliecrement proche dans les deux virus (voir Tablean 2). Ceci permet d’envisager
des protocoles vaccinaux pour les veaux et les enfants en bas age s’appuyant sur le principe de
protection croisée. Ainsi une équipe américaine a-t-elle réussi a protéger des cobayes contre une
infection expérimentale avec une souche de VRSH par exposition préalable au VRSB (Piazza et
al., 1993).
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Tablean 2 : Degrés d’homologie entre séquences nucléotidiques et aminoacides des protéines constitutives
des virus respiratoires syncytiaux humain et bovin (d'aprés (Mallipeddi and Samal, 1992, Samal and
ZLamora, 1991))

Protéine virale Séquence nucléotidique Séquence aminoacide
P 722 74% 81%
SH 16 2 22%
M
30%
F 80%
N 93%

I1. La maladie
I1.1. Epidémiologie

11.1.1. Prévalence de I'infection et de la maladie

Selon un rapport d’études conduites aupres d’enfants hospitalisés pour pneumonie, le
VRSH est impliqués dans 9 a 39% des cas. Chez les enfants atteints de bronchiolite, le VRSH est
impliqué dans 27 a 70% des cas. Une étude rapporte que 95 a 98% des enfants serait séropositifs
pour le VRSH a la fin de leur troisieme année de vie (Van der Poel et al., 1994).

Suite a la découverte du virus chez les bovins, plusieurs enquétes menées au début des
années 1980 ont confirmé que le VRSB était endémique dans la population des jeunes bovins,
dans le monde entier (Larsen, 2000a). Des études menées dans les années 80-90 montrent en
outre que la séroprévalence augmente avec 'age des animaux : 50% des bovins de moins de 2 ans
seraient séropositifs, tandis que plus de 70% des bovins de plus de 2 ans le seraient (Van der Poel
et al., 1994). Une récente étude conduite aux Etats-Unis sur 1 102 bovins estime a 56,6% la
séroprévalence du VRSB (Grubbs et al., 2001). Cependant le réle de ce virus dans le complexe
des maladies respiratoires des bovins est resté un temps inconnu a cause des difficultés
rencontrées pour lisolement viral. Aujourd’hui, les progres réalisés dans les techniques
diagnostiques permettent d’évaluer 'impact de ce virus sur I’élevage bovin : on sait aujourd’hui
qu’il représente une cause majeure de maladie respiratoire chez les veaux laitiers en élevage
industriel mais aussi chez les jeunes bovins d’engraissement voire méme les vaches adultes (Baker
et al., 1997a). Cependant, I'incidence des épisodes cliniques imputables au VRSB seul semble
inférieure, notamment dans les pays d’Amérique. En revanche, une étude séro-épidémiologique

rétrospective a montré que dans une population donnée, les veaux ayant le plus faible taux
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d’anticorps anti-VRSB a leur arrivée au centre d’engraissement, recevaient plus de traitement
pour maladies respiratoires que les autres animaux (Baker et al., 1997a). Ceci laisse donc supposer
que le VRSB tient une place importante au sein du complexe des maladies respiratoires, et
pourrait favoriser les pneumonies bactériennes secondaires. Différentes études réalisées sur le
terrain en Grande-Bretagne, en Irlande du Nord, en Belgique et dans le Minnesota montrent que
le virus est impliqué dans 14 (Grande Bretagne) a 71% (Minnesota) des épidémies de pneumonies
des veaux (Baker et al., 1997a).

11.1.2. Morbidité et mortalité

L’apparition de la maladie est brutale, et le temps d’incubation serait de 'ordre de 3 a 5
jours en cas d’infection naturelle. Le virus se répand rapidement au sein d’une population
sensible, ainsi la morbidité peut atteindre 60 a 80%. La mortalité est trés variable et peut tout
aussi bien étre nulle qu’avoisiner les 20% (Baker et al., 1997a). De plus, certaines pneumonies qui
s’averent bactériennes a examen nécropsique peuvent avoir été initiées par une infection virale, a
VRSB notamment (Larsen, 2000a).

I1.1.3. Age des malades

Dans la plupart des régions du monde, les virus respiratoires syncytiaux sont
endémiques: les cas cliniques apparaissent de fagon sporadique, atteignant le plus souvent
uniquement les individus les plus sensibles. Ainsi, 90% des infections a VRSH touchent des
enfants de moins de 2 ans et les formes cliniques séveres se manifestent chez les enfants de
moins de un an (Van der Poel et al., 1994).

Cependant, si les patients atteints de VRSH sont le plus souvent de jeunes enfants, on
peut également rencontrer des cas chez les individus agés et/ou débilités. Les épidémies de
VRSH sont d’ailleurs une préoccupation importante en maisons de retraite et établissements

concentrant en un méme lieu de nombreuses personnes agées.

De nombreuses études ont montré qu’une hospitalisation pour bronchiolite infectieuse en
bas age augmentait fortement le risque pour 'enfant de développer une pathologie asthmatiforme
par la suite. Une récente étude rétrospective danoise confirme que le risque d’hospitalisation pour
cause d’asthme est multiplié par 6 a 8 dans les 2 mois suivants une hospitalisation pour infection
par le VRSH. En revanche, cette enquéte montre que ce risque accru n’existe plus un an apres
I'infection par le VRSH. Réciproquement, ’'asthme augmente de 3 fois le risque d’hospitalisation
pour bronchiolite infectieuse. Les auteurs évoquent lhypothése de Iexistence d’un facteur
prédisposant génétique ou environnemental commun au développement de I'asthme et d’une

expression clinique sévere suite a I'infection par le VRSH (Stensballe et al., 2009).
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De méme, les bovins atteints sont généralement les veaux au cours de leurs 6 a 9 premiers
mois de vie (Taylor et al., 2005). Le pic d’incidence des cas cliniques sévéres se situe, selon les
auteurs, entre 2 et 7 mois d’age (Grell et al., 20052) ou entre 1 et 3 mois (Kimman et al., 1988).
Cependant on rencontre parfois des adultes séverement atteints. Les formes séveres rencontrées
sur des bovins adultes correspondent trés probablement a une premicre exposition tardive au
virus (Baker et al., 1997b, Larsen, 2000a), bien que la primo-infection chez 'adulte se traduise le

plus souvent par une affection respiratoire bénigne (Van der Poel et al., 1994).
I1.1.4. Saisonnalité de la maladie

Les épidémies de maladies respiratoires a VRS suivent une saisonnalité marquée : les
épisodes cliniques surviennent, dans les zones au climat tempéré, en automne et au début de
Ihiver (Baker et al., 1997a, Larsen, 2000b, Van der Poel et al., 1994). Pendant les autres saisons,
les infections primaires sont rares, mais on peut assister a des épisodes cliniques suite a une
réinfection. Les facteurs de stress comme les mouvements d’animaux, le surpeuplement, les
fluctuations de températures seraient déterminants dans l'apparition des épidémies. A ’heure

actuelle, on ne sait pas précisément comment le virus persiste entre les épidémies (Baker et al.,
1997b).

11.1.5. Modalités de transmission

Le mode de transmission de I'infection naturelle, n’est pas encore clairement défini, mais
un contact étroit est probablement nécessaire. L'infection se transmettrait par voie aérienne a
partir des sécrétions respiratoires des animaux infectés. Cependant, certaines études montrent
qu’une transmission par des aérosols infectieux serait possible sur de courtes distances (Baker et
al., 1997b, Larsen, 2000b, Mars et al., 1999). Les animaux atteints sont donc les principaux
vecteurs de la maladie. En infection expérimentale, la période d’excrétion de virus durerait de 4 a
12 jours post inoculation. Le nombre de particules virales nécessaire a 'infection en conditions

expérimentales est de 10 a 10" TCID,, mais dépend trés probablement de la virulence de la
souche virale (Van der Poel et al., 1994).

11.1.6. Persistance de 'infection

Certains élevages sont victimes d’épidémies récurrentes sans que le virus semble étre
présent entre les épisodes cliniques. Ces observations ont conduit a mener des études
sérologiques au sein d’élevages fermés, lesquelles s’avéraient en faveur d’une persistance virale
chez certains individus, plutoét que d’une circulation virale a bas bruit au sein du troupeau. En
2001, une équipe francaise (Valarcher et al., 2001) a mis en évidence la présence du VRSB (ARN
viral et ARNm) dans les nceuds lymphatiques trachéobronchiques et médiastinaux de veaux 71
jours apres infection expérimentale. De plus, du virus, ayant conservé son pouvoir infectieux

pour des cellules cibles, a été isolé dans les lymphocytes B des animaux. On ne peut cependant
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pas a heure actuelle exclure définitivement ’hypothése d’une circulation virale a bas bruit au sein

des élevages bovins.
I1.2. Signes cliniques

Les symptomes d’une infection par le VRSB sont dominés par une affection du systéme
respiratoire. Les premiers signes sont généralement une baisse d’appétit, un abattement modéré,
une fréquence respiratoire augmentée, une fievre qui peut étre sévere (40°C-42,5°C). Ces
symptomes sont parfois associés a un jetage nasal séreux et un larmoiement. La maladie peut se
manifester uniquement par cette atteinte du systéme respiratoire supérieur, mais dans certains cas
elle évolue vers une affection beaucoup plus sévere. L’évolution de la maladie est alors rapide, et
les premiers signes ne sont pas toujours observés. A mesure que progresse la maladie, peut
apparaitre un syndrome de détresse respiratoire : I'animal se tient alors debout, les membres
écartés, la téte basse, respire tres péniblement avec la bouche ouverte, et souvent une composante
abdominale a Pexpiration. I’animal est alors incapable de boire et de se coucher, rechigne a se
déplacer et un bruit de cornage peut étre audible. On peut noter a ce stade la formation de
mousse parfois teintée de sang dans la bouche de I'animal, et la formation progressive
d’emphyséme sous-cutané. A l'auscultation respiratoire on entend une forte augmentation des
bruits bronchiques, ainsi que des bruits de crépitation. Une évolution biphasique a été décrite
chez des veaux de race a viande. La phase initiale se manifeste par une atteinte respiratoire
modérée a laquelle fait suite une phase de rémission clinique. Puis, apres quelques jours a 2
semaines, une rechute est observée et les animaux manifestent alors une sévere détresse
respiratoire (Baker et al., 1997b, Belknap, 1993, Elvander, 1996). Les différentes formes cliniques

peuvent étre observables dans un méme élevage au cours de la méme épidémie.

11.3. Lésions

I1.3.1. Lésions macroscopiques

Les muqueuses nasale, trachéale et bronchique sont hyperhémiques dans les premiers
stades de la maladie. Chez les veaux morts d’infection par le VRSB, on constate généralement un
non affaissement du poumon a 'ouverture de la cage thoracique, qui s’explique par 'emphyseme
pulmonaire. L’emphyséme pulmonaire interstitiel, qui peut étre accompagné d’emphyséme sous-
pleural, est généralement plus marqué en portion dorso-caudale du poumon. Des pétéchies et
microhémorragies sous-pleurales sont fréquemment associées a 'emphyséme. 1l s’accompagne
généralement d’'un cedéme interlobulaire marqué. On peut également remarquer la présence
d’emphyséme sous-cutané, péri-rénal et péricardique. Les 1ésions de pneumonie interstitielle sont
le plus souvent localisées cranio-ventralement. Elles se caractérisent macroscopiquement par la
présence de zones modérément indurées, atélectasiées, de couleur rouge sombre. A la coupe on
constate la présence de mucopus dans les bronches et bronchioles. Les nceuds lymphatiques

bronchiques et médiastinaux sont le plus souvent hyperplasiques et cedémateux.
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I1.3.2. Histopathologie

Les lésions microscopiques varient beaucoup en fonction du stade de linfection, et

peuvent étre en outre masquées par une infection bactérienne secondaire.

En région cranio-ventrale du parenchyme pulmonaire, les lésions de VRSB se
caractérisent par une pneumonie broncho-interstitielle et une bronchiolite sévere, généralement
associées a la présence de cellules syncytiales dans les muqueuses nasale et trachéale ainsi que
dans I’épithélium bronchique et alvéolaire. Cette dernicre lésion donne son nom au virus car elle
en est caractéristique, cependant d’autres virus, comme le parainfluenza de type 3, peuvent
conduire a la formation de syncytia. Des corps d’inclusion éosinophiliques peuvent étre présents
dans les cellules multinuclées. I.’épithélium bronchique peut étre hyperplasique ou nécrosé selon
le stade d’infection. La lumicre des bronches et bronchioles se remplit d’exsudat composé
majoritairement de cellules épithéliales, de neutrophiles, de macrophages et occasionnellement
d’éosinophiles, souvent accompagné de liquide d’cedéeme et de la formation de membranes
hyalines (bronchiolite nécrosante oblitérante). On peut noter une infiltration péribronchique de
cellules mononucléaires, accompagnée d’cedeme sous-muqueux (Openshaw and Tregoning,
2005). Les parois alvéolaires sont épaissies par une infiltration cellulaire (Larsen, 2000b). On note
aussi de Pemphyséme et de 'cedéme alvéolaire, qui peut étre présent diffusément dans ensemble
du poumon, mais qui est souvent plus marqué en portion dorso-caudale. On trouve
fréquemment des signes de réparation au niveau des bronchioles, concomitants avec des 1ésions
plus aigués. Dans les cas séveres, on peut observer une congestion généralisée des vaisseaux
sanguins de faible diameétre, associée a un cedéme périvasculaire et des parois vasculaires, ainsi
qu’a des infiltrations lymphoides péri-vasculaire. Une étude rapporte une diminution du nombre
de mastocytes, interprétée comme consécutive a Iactivation et a la dégranulation de ces cellules,
ce qui aurait pour effet de provoquer un bronchospasme et d’augmenter la perméabilité
vasculaire (Bryson, 1993). Certains auteurs (Kimman et al, 1989) affirment que les lésions
caractéristiques de bronchiolite et de syncytia ne se trouvent pas en région dorso-caudale du
poumon, au méme titre qu’aucun antigene viral n’est mis en évidence dans cette région. Des
¢tudes plus récentes contestent cependant cet argument (Baker et al., 1997a). Retenons que le
choix de la zone a prélever pour un diagnostic histopathologique ou antigénique est

probablement déterminant.

I1.4. VRSH et VRSB : deux virus a l'origine de maladies tres semblables

Les similitudes épidémiologiques entre les deux maladies sont marquées : les deux virus
atteignent préférentiellement les nouveau-nés. Les manifestations cliniques les plus séveres sont
observées chez les jeunes patients aussi bien humains qu’animaux, tandis que ces deux virus
n’induisent généralement que de faibles atteintes chez les individus adultes. Dans un cas comme
l'autre, P'immunité acquise passivement (anticorps maternels) ne semble pas empécher I'infection
mais pourrait modifier la gravité de la maladie. Les infections répétées sont observées aussi bien

chez les veaux que chez les nourrissons et conduisent dans les deux espéces a des atteintes moins
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séveres que lors de la premicre infection. Le zablean 3 résume les caractéristiques

épidémiologiques des deux virus.

Enfin, les modifications pathologiques induites par les 2 virus sont identiques
bronchiolite avec afflux massif de lymphocytes, nécrose de Dépithélium bronchique,

inflammation du parenchyme pulmonaire et comblement des alvéoles (Baker et al., 1997b).
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LTablean 3 : Caractéristiques épidémiologiques des virus respiratoires syncytianx humain et bovin (d'aprés

(Van der Poel et al., 1994)

VRSH

VRSB

Hote naturel

Sous-groupes

Ages des individus séverement atteints

Sources d’infection

Réinfection

Persistance de 'infection

Transmission

Distribution géographique

Pics d’incidence

Prévalence de linfection chez les individus de

moins d’un an

Séroprévalence chez les individus de plus de trois

ans

Durée du portage viral

I11. Pouvoir pathogéne et réponse de I’hote

Humain

2:AetB

Moins d’un an

Enfants en infection primaire

Oui, avec portage viral

Contact

Monde entier

Automne et hiver

< 50%

> 95%

2210 jours

II1.1. Infections expérimentales

Bovin

Aucun

Moins de neuf mois

Veaux en infection primaire

Oui, pas de portage viral mis

en évidence

Contact ou aérosols

Monde entier

Automne et hiver

= 50%

>95%

1212 jours

Le virus respiratoire syncytial humain est un pathogene respiratoire majeur en

néonatalogie et pédiatrie, a lorigine d’un syndrome de détresse respiratoire conduisant a

I’hospitalisation de nombreux nourrissons et enfants en bas age. Sa prévalence élevée ainsi que la
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gravité des signes cliniques qu’il peut provoquer, ont fait du VRSH une préoccupation majeure
des chercheurs en médecine humaine, et ce, dés les années 1970. Aussi, de nombreuses études
expérimentales ont été menées afin de trouver un modele animal pour étudier cette maladie.
Différentes especes ont été infectées : bovins, ovins, singes, rongeurs...La proximité antigénique
du VRSB et du VRSH ainsi que le fait que le bovin soit une espece naturellement infectée, fait du
veau le modele animal le plus pertinent (Belknap et al., 1995), bien que peu utilisé dans les phases

précoces d’élaboration d’un vaccin pour des raisons de cout et de logistique.

Les études menées dans les années 1970-80 chez le veau peinent a reproduire la forme
clinique sévere de la maladie. Le tableau en Annexe 1 récapitule les résultats des études rapportés
dans la revue de littérature de E. Belknap. (Belknap et al., 1995) Une étude irlandaise (Bryson et
al., 1983) montre qu’une double voie d’inoculation (intranasale et intratrachéale) provoque des
signes cliniques et des lésions plus séveres (par rapport a une inoculation nasale seule). Le fait
d’inoculer pendant plusieurs jours de suite semble également améliorer les résultats et provoquer
des symptomes plus séveres. Plus récemment, plusieurs équipes (Tjornehoj et al., 2003, West et

al.

bl

19992) ont réussi a reproduire des signes cliniques séveres. Leur modéle d’infection
expérimentale utilise une souche virale ayant subi un nombre réduit de passages en culture
cellulaire, multipliée ensuite par passage sur veau nouveau-né. Cette méthode permet de
s’affranchir de la perte de virulence généralement observée au cours des passages successifs en
culture cellulaire. D’autre part, linfection intranasale est faite a l'aide d’un nébulisateur sur
plusieurs minutes, ce qui permet peut ¢tre de mimer plus fidelement ce qui se passe en cas

d’infection naturelle.

Cependant, en 'absence de score clinique commun a toutes ces études, il est difficile de
comparer les résultats cliniques observés dans les différents protocoles. Afin de contréler
Pefficacité du protocole d’infection et de comparer au cours du temps, les réponses d’animaux
vaccinés par rapport a des animaux témoins par exemple, les études expérimentales s’appuient sur
différents criteéres objectifs. Compte tenu du fait qu’il n’existe pas de phase virémique dans cette
maladie, Iisolement viral a partir d’écouvillons nasaux ou de lavages broncho-alvéolaires sont les
seuls moyens d’établir une cinétique virale du vivant de I'animal. Des analyses virologiques
peuvent étre réalisées sur des prélevements nécropsiques, en particulier pulmonaires, permettant
ainsi de faire le lien entre les lésions observées et la présence virale. Les analyses sérologiques
permettent de suivre et de caractériser une réponse systémique consécutive a I'infection ou au
vaccin. Les méthodes d’analyses immunologiques sont d’autant plus pertinentes que la pathogénie
de la maladie fait intervenir des phénomeénes immunopathologiques. Aussi différentes études
s'intéressent a la prolifération lymphocytaire, et aux différentes interleukines sécrétées... afin de

caractériser la réponse a I'infection naturelle et la réponse vaccinale.
II1.2. Pouvoir pathogene

Le temps d’incubation serait de 3 a 5 jours en infection naturelle. Le virus se réplique

dans un premier temps dans les cellules épithéliales du nasopharynx. Le mécanisme exact par
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lequel TI'infection gagne Pappareil respiratoire inférieur reste inconnu. Il pourrait s’agir d’une
propagation de cellule a cellule, ou de I'inhalation de sécrétions nasopharyngées. Les signes
d’atteinte du bas appareil respiratoire peuvent apparaitre 1 a 3 jours apres apparition des
premiers signes, soit environ 6 jours post-infection. Ensuite (7 a 8 jours post infection), la
quantité de virus vivant ou d’antigene détectables commencent a diminuer. Généralement, on ne
retrouve plus de virus ni d’antigene 15 jours apres infection (Grell et al.,, 2005a). Les effets
cytopathiques directs du virus se manifestent au niveau de ’épithélium pulmonaire par la perte
de fonctions spécialisées telles que la motilité ciliaire, voire parfois par sa destruction (Openshaw
and Tregoning, 2005). Le virus se cantonne au tractus respiratoire : il ne semble pas exister de
phase de virémie, méme si certains auteurs (Rohwedder & al., 1998 ; Domurat & al., 1985) ont
mis en évidence de PARN viral dans le sang (Brandenburg et al., 2001). Les virus syncytiaux
n’induisent pas ou peu d’effet cytopathiques lorsqu’on infecte zz vitro des cellules différenciées de
Iépithélium respiratoire aussi bien humain que bovin. Ceci porte de nombreux auteurs a croire
que la réponse de 'hote est prédominante dans le développement de la maladie (Larsen, 2000b,
Valarcher and Taylor, 2007b). Il semblerait que les effets cytopathiques du virus s’averent
déléteres et a lorigine de signes cliniques uniquement chez les patients immunodéficients
(Openshaw and Tregoning, 2005). De nombreuses hypotheses ont été élaborées pour expliquer
une exacerbation de la réponse immunitaire lors d’infection par le VRS. Le fait que la maladie
survienne préférentiellement chez de jeunes individus, ayant donc un taux d’anticorps maternels
maximal, a conduit a penser quun phénomene d’hypersensibilité de type III était impliqué.
Cependant aucune étude n’a pu mettre en évidence de complexes immuns dans les poumons des
individus atteints. Une étude a montré une corrélation positive entre la gravité des symptomes
des enfants malades et le titre d’IgE anti-VRSH et d’histamine dans leurs sécrétions nasales.
Aussli, on a envisagé I'implication d’une hypersensibilité de type I, ce qui était avancé comme une
explication de I'existence des formes biphasiques parfois observées en infection naturelle. Cette
hypothese n’a pas pu étre confirmée, voire a été infirmée par des études épidémiologiques et
expérimentales (Baker, 1991). Le fait est qu’encore a l’heure actuelle, on connait mal la
pathogénie du virus dans la plupart des cas, qui ne se manifestent que par des signes respiratoires

modérés.

Le role de chacune des protéines virales dans le pouvoir pathogene du virus a été étudié
par I’élaboration de virus mutés ou délétés par génie génétique. Les protéines NS agissent en
synergie pour limiter la production d’IFN «/f par I’héte et par ce biais diminuent la réponse
antivirale (Easton et al., 2004). La protéine F aurait un role multiple. D’une part, le clivage de la
protéine primaire FO du VRSB pour I'acquisition de sa forme fonctionnelle libére un polypeptide
capable d’induire 7z witro la contraction de muscles lisses, et qui pourrait intervenir dans le
mécanisme de bronchoconstriction (ceci n’est pas le cas pour le VRSH). Ce méme polypeptide
pourrait intervenir dans le recrutement des éosinophiles, et limiter la prolifération des
lymphocytes. La protéine G semble essentielle a la réplication virale iz vzvo, et particulicrement a la
colonisation de l'appareil respiratoire inférieur (Valarcher and Taylor, 2007b). D’autre part,

certains auteurs ((Srikiatkhachorn and Braciale, 1997); Jackson & al., 1996) affirment que cette
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protéine joue un role majeur dans I'orientation de la réponse humorale vers une réponse de type

Th-2 et favoriserait par ce biais, 'afflux massif et délétere d’éosinophiles dans le poumon.

II1.3. Réponse de I'hote

La multiplication virale est plus intense et le virus reste détectable plus longtemps en cas
d’infection primaire, par rapport a une infection consécutive a une premicre sensibilisation
naturelle ou vaccinale, ce qui révele la mise en place d’'une certaine immunité acquise. La Figure 2
illustre les différences et points communs entre une infection primaire et secondaire. Lors d’une
infection primaire, le virus se multiplie a des niveaux importants, et les signes cliniques
apparaissent de fagon décalés par rapport au pic de réplication virale. Ce décalage dans le temps
correspond a la mise en place de la réaction immunitaire a médiation cellulaire, responsable de la
clairance virale. Chez les individus préalablement sensibilisés, la réplication virale est moins

importante, et ’élimination du virus intervient plus rapidement. (Openshaw and Tregoning,
2005).

Anticorps

0 4 7 14

Figure 2 : Séquence des évenements de la réponse immunitaire (d'aprés (Openshaw and Tregoning,

2005). Lors d’infection ptimaire chez un individu non vacciné (A), lexcrétion virale est maximale autour
du 4¢me jour p.i. et s’accompagne du recrutement de cellules Nazural Killer INK) qui secretent de Pinterféron
y. Le virus est éliminé entre les jours 5 et 8 p.i.., temps pendant lequel sont activés les lymphocytes LT CD4

et LT CD8 qui produisent des cytokines locales. Le maximum d’expression des signes cliniques correspond
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a cette période. Les anticorps sériques dirigés contre le VRS n’apparaissent que tardivement. Chez les
individus vaccinés ou préalablement infectés (B), le titre viral maximal intervient plus tot (2 jours p.i.) et

atteint des niveaux 100 a 1 000 fois inférieurs a ceux observés lors de primo-infection.

Cette clairance virale accélérée peut étre attribuée, du moins en partie a la réponse
humorale. Lors d’infection expérimentale, les anticorps neutralisants apparaissent dans le sérum
entre 3 et 9 jours apres inoculation (Elazhary et al., 1981 ; Thomas et al., 1984a-b). Le titre
maximal d’anticorps sériques neutralisants apparait entre 21 et 30 jours aprés inoculation
(Elazhary et al., 1981). Les anticorps neutralisants sont principalement dirigés contre les protéines
virales F et G. En se fixant sur celles-ci, ils inhibent le mécanisme d’entrée du virus dans la cellule
hote. Dans les conditions naturelles, le titre d’anticorps diminue rapidement et atteint un niveau
faible a tres faible en 3 a 7 mois (Baker et al., 1986a-b). Les immunoglobulines impliquées dans
cette réaction immunitaire sont : Les IgM, les IgG (1 et 2), ainsi que les IgA sécrétoires. Les IgM
sont les premicres détectées dans le sérum et les sécrétions respiratoires, 6 a 7 jours post-
inoculation (Thomas et al., 1984). Les IgG1 sont détectées une semaine plus tard, alors que les
IgG2 le sont uniquement a partir de 1 a 3 mois post-inoculation. Les IgA apparaissent en méme
temps que les IgM, mais peuvent rester indétectables chez certains animaux apres infection
expérimentale (Kimman et al., 1987 ; Thomas, 1984)(Kimman et al., 1987). Les Ig G1 et les Ig M
activent le complément et provoquent ainsi la cytolyse des cellules infectées. Les Ig A quant a
elles sembleraient bloquer le virus dans les mucosités pour favoriser son élimination (Kimman et
al., 1989). Les anticorps sériques assurent principalement la protection de I'appareil respiratoire
inférieur, c’est dailleurs a cette fin qu’actuellement les nourrissons considérés comme a haut
risque regoivent des traitements prophylactiques a base de préparations d’immunoglobulines
riches en anticorps anti-VRSH, ou de préparations d’anticorps monoclonaux anti-protéine F
VRSH (Easton et al, 2004). Cependant, des réinfections sont possibles, car I’hote est

généralement incapable de mettre en place une mémoire immunitaire a long terme.

La présence d’anticorps au niveau de la muqueuse nasale est probablement essentielle
pour limiter I'infection des voies aériennes supérieures. Cette protection repose également sur la
présence locale d’IgA, d’IgM et I’'IgG (Meyer et al., 2008). Les anticorps locaux auraient un role
majeur lors de réinfection. La disparition du VRSH dans les sécrétions nasales est corrélée a
Iapparition des Ig A au niveau local. Les Ig A sont peu ou pas neutralisantes 7z vitro, mais leur
role supposé est de piéger le VRSB dans les mucosités et de favoriser son élimination en synergie

avec les cellules « Natural Killer » et les LTc.

Les modeles expérimentaux, en particulier le modele murin, ont permis d’étudier
précisément le role et les interactions des différentes cellules de la réaction immunitaire dans la
pathologie des VRS. Les cellules dendritiques sont capables d’initier une réponse spécifique par
des cellules T naives. Chez la souris, on a montré que le nombre des cellules dendritiques
augmentait fortement suite a une infection par le RSV (Beyer, 2004) et que cette augmentation
était accompagnée d’une diminution de la production d’INFy et d’une augmentation de la

production de prostaglandine E2, IL-10 et IL-11 par ces cellules, ce qui signe une orientation de

33



la réponse immunitaire vers un systeme de type Th-2. De nombreuses études soulignent le réle
majeur des cellules LT-CD4 dans la mise en place de la réponse cellulaire, par la production de
cytokines telles que I'IL-2 et I’ IFN-y. L’ IFN-y en particulier jouerait un role majeur dans
lorientation de la répons immunitaire vers un type Thl ou Th2. En son absence, la réponse
s’oriente vers un type Th2 et s’exprime par une forme sévere de la maladie. Chez la souris, on a
montré quune déplétion en cellules LT-CD4 ou un transfert de cellules LT-CD8 pouvait
modérer I’éosinophilie pulmonaire induite par un virus recombinant exprimant la protéine G.
Ceci suggere qu’une suractivation des cellules LT-CD4 Th-2 provoque I’éosinophilie, alors que
les cellules LT-CDS8 I'inhibe. Or chez le nouveau-né, la réponse immunitaire tend généralement
vers un type Th-2, en raison notamment d’une faible expression des cytokines IFN-y et I1.-12.
Cependant, les mécanismes immunopathogenes ne sont probablement pas imputables
uniquement aux mécanismes de type Th-2. Des études ont montré quun virus recombinant
exprimant la protéine M-2 entraine une forme grave de la maladie due a I'afflux massif de cellules

LT-CD8 cytotoxiques dans le poumon (Openshaw and Tregoning, 2005).

De récentes études se sont intéressées au dosage des protéines de la phase inflammatoire
aigué, et en particulier de '’haptoglobuline, chez des animaux atteints de VRSB. Bien qu’elle soit
habituellement considérée comme un marqueur d’infection bactérienne, plusieurs études ont
montré une augmentation du taux d’haptoglobuline sérique chez des veaux expérimentalement
infectés par du VRSB. La réponse maximale en haptoglobuline survient 6 a 8 jours post-infection,
et atteint 8 2 10 mg/ml (généralement inférieur 2 18 pg/ml chez un bovin sain) (Grell et al.,
2005b, Heegaard et al, 2000). Ce pic correspond chez la plupart des animaux a la phase
d’hyperthermie. Une étude a de plus montré une corrélation entre le titre d’haptoglobuline et la
sévérité des 1ésions pulmonaires observées (Heegaard et al., 2000). En revanche, 'augmentation
du taux d’haptoglobuline n’est pas observée en cas de deuxieme infection expérimentale (Grell et

al., 2005b)
III.4. Role immunogene des protéines virales

Préalablement a I’élaboration de vaccins sous-unités, le role de chacune des protéines
virales dans la réaction immunitaire a été étudié. Lors de primo infection naturelle par le VRSB,
chez des veaux séronégatifs de 6 a 7 mois, les animaux qui guérissent de la maladie développent
une forte réponse en anticorps dirigée essentiellement contre les protéines I et N. Il a d’ailleurs
¢tait démontré 7z vitro 'activité neutralisante des anticorps anti-F qui empéchent le passage viral
de cellule a cellule. Cependant un taux élevé d’anticorps maternels dirigés contre les protéines N
et F ne suffit pas a protéger le veau nouveau-né d’une infection (Westenbrink et al., 1989). On a
montré en outre, quun virus recombinant de la vaccine exprimant les protéines F, G ou N du
VRSH était capable de protéger des souris, des rats et des singes contre la réplication du virus
dans le poumon apres épreuve expérimentale avec une souche de VRSH. Cependant le méme
protocole testé chez le chimpanzé (espece dont les signes cliniques de l'infection par le VRSH
sont tres proches de ceux observés chez 'Homme) a donné des résultats nettement moins

concluants. Ce type de vaccins recombinant a également été testé chez le veau, espece cible. 1l
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s’avere 1a encore que des virus exprimant les protéines F, G et N (mais pas ceux exprimant la
protéine M2) du VRSB sont capables d’induire une résistance au challenge viral et de limiter
lapparition de lésions pulmonaires. Cependant la nature de la réponse induite par les différents
virus recombinants différe. La protéine F induit la formation d’anticorps neutralisants, la protéine
G également mais en quantité nettement inférieure et dont I'activité de séroneutralisation ne se
manifeste qu’apres ajout au milieu de complément, enfin la protéine N n’induit pas d’anticorps
neutralisants. De plus, la protéine F induit une réponse pulmonaire post challenge constituée
majoritairement d’IgG1 et I’IgA, tandis que la protéine G n’induit qu’une tres faible réponse en
anticorps au niveau pulmonaire (Taylor et al., 1997). Une étude sérologique suggere 'importance
des anticorps anti-protéine G pour la protection des bovins contre le VRSB. En effet, celle-ci a
montré que chez les bovins victimes d’une réinfection par le VRSB, les titres en anticorps anti-
protéine G était plus de dix fois inférieurs a ceux des animaux issus des mémes élevages et
n’ayant pas subi de nouvelle infection (Schrijver et al., 1996). Cette protéine exprimée par un
virus recombinant de la vaccine, est a lorigine dune protection qui se limite a I'appareil
respiratoire inférieur. Aussi, une équipe a eu I'idée de la faire exprimer par un virus vecteur ayant
un bon tropisme pour I'appareil respiratoire supérieur : herpes virus bovin de type 1 (BHV-1).
De cette fagon, la protection de I'appareil respiratoire supérieur induite par la protéine G a été
améliorée (mais reste cependant inférieure a celle induite au niveau pulmonaire)(Taylor et al.,

1998).

Drautre part, on sait que lactivité des lymphocytes et notamment des LT CDy est
importante pour la clairance virale, aussi est-il important d’identifier le role de chacune des
protéines virales dans I’activation de ces cellules. L’antigene majeur du VRSH reconnu par les
cellules cytotoxiques chez P'Homme est situé sur la nucléoprotéine. Les protéines SH, F, M et
NS1 sont également capables dans une moindre mesure d’activer ces cellules. Chez le veau en
revanche, ce sont les protéines I, N et M2 qui sont reconnues chez la plupart des animaux
vaccinés et/ou infectés par le VRSB (Roux et al., 2008). Cependant, il semble que la vaccination
puisse orienter la réponse cellulaire préférentiellement vers un antigéne. Ainsi chez des veaux
vaccinés avec un virus recombinant de la vaccine exprimant la protéine G du VRSB, la protéine
G est fortement reconnue par les lymphocytes cytotoxiques lors d’une épreuve virale ultérieure. 11
semblerait aussi qu’il existe des différences quant a la durée de la mémoire immunitaire induite

par les différentes protéines, mais cet aspect reste a étudier (Gaddum et al., 2003).
IIL.5. Role de 'immunité passivement acquise

Le role protecteur des anticorps maternels est questionnable dans la mesure ou le virus est
capable d’infecter des individus sous couvert de I'immunité passive. Les formes séveres de la
maladie s’expriment méme chez les trés jeunes animaux, c'est-a-dire au moment ou la protection
par les anticorps maternels spécifiques devrait ¢tre maximale. On a méme pensé que la présence
d’anticorps maternels pouvait exacerber la maladie. Cependant les études épidémiologiques ont
permis de réfuter cette hypothese et d’affirmer que I'immunité passive apportait une certaine

protection et pouvait probablement prévenir des conséquences séveres dune primo-infection.
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Une étude hollandaise montre que le nombre d’animaux malades et la sévérité des signes
cliniques est inversement corrélée au taux d’IgG chez des veaux de 1 a 3 mois présents dans des
élevages ayant subi une épidémie de VRSB (Kimman et al.,, 1988). Plusieurs études ont été
menées sur des animaux de laboratoire. On a montré que des furets nés de meres infectées
expérimentalement avec du VRSH pendant la gestation étaient protégés contre une épreuve
infectieuse néonatale. Chez le cobaye, ladministration de sérum issu d’autres animaux
préalablement infectés protége presque intégralement les animaux receveurs de la réplication du
virus dans le poumon, en revanche, le portage viral au niveau de la muqueuse nasale n’est
quasiment pas affecté par la présence des anticorps transférés passivement. Des résultats
similaires sont obtenus avec 'administration d’anticorps monoclonaux dirigés contre les protéines
G et F du virus. De méme, chez le veau, l'ingestion de colostrum provenant de meéres
séropositives pour le VRSB et également vaccinées contre le VRSB, diminue la gravité des signes
cliniques suite a I'inoculation expérimentale (Belknap et al., 1991). Cependant la durée de la
protection apportée par les anticorps maternels reste inconnue, de méme que le titre d’anticorps

nécessaire a un effet clinique.
III.6. Causes de variation de la gravité des signes cliniques

Il n’existe pas a l'heure actuelle de données concernant d’éventuelles différences de
virulence entre les souches naturelles de VRSB. Cependant, il semble que des facteurs
intrinseques a l’hote existent puisque formes bénignes et séveres peuvent sexprimer
conjointement au cours d’'une méme épidémie. Il existerait une différence de sensibilité au VRSB
entre les races. Les races rouges aux Etats-Unis et les Blancs-Bleus belges seraient plus
séverement atteintes par exemple. Une étude rapporte que des veaux croisés Angus-Holstein se
seraient montrés plus sensibles que des veaux Holstein du méme élevage. Aucune différence n’est

par contre rapportée entre les males et les femelles (Baker et al., 1997b)

En médecine humaine, les chercheurs travaillent sur une hypothése génétique pour
expliquer les différences de gravité des signes cliniques d’un individu a Iautre. Les différents
haplotypes des genes IL-8 et IL-4 auraient une influence majeure (Openshaw and Tregoning,
2005).

IIL.7. Immunopathologie vaccino-induite

I’étude des formes cliniques aggravées par la vaccination renseigne sur les mécanismes
immunopathogenes associés aux VRS. Cependant, il ne faut pas confondre une forme de la
maladie aggravée par une immunisation vaccinale préalable et une forme clinique sévere suite a

une primo-infection, car les mécanismes en sont probablement différents.

Dans les années 1960, un vaccin inactivé au formol (formalin inactivated, FI-RSV) a été
testé sur des enfants et des nourrissons. Il s’est avéré peu protecteur, mais surtout dangereux

puisqu’associé a une plus grande prévalence et une plus grande sévérité de la maladie. Suite a ce
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probléme, les premicres études menées chez le cobaye ont révélé que ce vaccin induisait des
titres élevés en anticorps anti-VRS (titres évalués par méthode ELISA), mais que, en revanche, il
induisait une tres faible activité séroneutralisante. On en a conclut alors que le traitement au
formol altérait les épitopes situés sur les protéines F et G. En outre, ce modéle a permis de
montrer que malgré une diminution de 90% des titres viraux dans les poumons des animaux
vaccinés avec le vaccin FI-RSV, ceux-ci souffraient de péribronchiolite et d’alvéolite plus séveres,
et de dissocier ainsi les effets immunopathologiques des effets directs du virus (Openshaw and
Tregoning, 2005). Ce phénomeéne de maladie vaccinale imputable aux vaccins FI-RSV a été
largement étudié, et n’est malgré tout pas entierement élucidé. Des études menées sur le modele
murin, ont montré que ce vaccin orienterait la réponse immunitaire vers une réponse de type
Th2, par I'expression massive de cytokines I1L-5, IL-10 et IL-13, et la diminution des IL-12, ce qui
aurait pour conséquence de libérer massivement des composés pro-inflammatoires et d’aggraver
la bronchiolite et la bronchoconstriction. La sécrétion d’IL-5 serait en outre corrélée a
Iinfiltration éosinophilique (Openshaw and Tregoning, 2005). Ce méme modele révéle également
une diminution de activité des cellules LT CD, et LT CDy, et donc de lactivité des cellules
cytotoxiques a lorigine de la clairance du virus. Des phénomenes immunopathologiques ont
également été décrits chez le veau, chez qui le vaccin FI-RSV induit un taux d’anticorps
neutralisants suffisant mais provoque une réaction inflammatoire importante et l'afflux massif
d’éosinophiles dans les poumons, associé a un niveau élevé d’IgE sériques (Openshaw and
Tregoning, 2005). De plus, le vaccin n’est pas capable d’activer les cellules T mémoire, et ne
prévaut donc pas d’une protection a long terme. Chez le veau, la réponse immunitaire a la
vaccination FI-RSV semble étre de type mixte Th1l-Th2. Certains auteurs affirment que les
phénomenes immunopathologiques pourraient étre da au dépot de complexes immuns, a

activation du complément et/ou a 'induction d’une forte réponse de type Th2.
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Primo-infection Vaccin rVV-G ou FI-VRS préalable

Réaction immunitaire «normale» Orientation Th2 de la réponse
Rétrocontréle mutuel
Th1 inhibe Th2 via IFN i CD4+
/ Th1 Th2 inhibe Th1 via IL-4 Th2
\ \ LT
IFN IL-12 IL-10

l\ j: IL-4, IL-13
LT e NK ;. »- / 1 \
i G

lgG2a cytotoxiques
Mastocytes ‘ 3 IgE
‘ IgG1

Eosinophilie ‘

Histamine

!

Gueérison Forme clinique aggravée

Figure 3 (d'aprés (Openshaw and Tregoning, 2005)). En cas d’infections asymptomatique ou
d’expression clinique modérée, les cellules « Natural Killers » (NK) et les lymphocytes T CD4+ et CDg+ sécretent de
Pinterféron y (IFN). Celui-ci oriente la réponse immunitaire vers un type Th1, ce qui conduit a la guérison (@ gauche de
la fignre). En revanche chez les individus qui développent une forme sévere de la maladie, on a une réaction
immunitaire rapide et massive orientée vers un type Th2. Cette orientation de la réponse immunitaire peut étre due a
un défaut de cytokines majeures (IL 12 en particulier) au moment de linfection, ou étre consécutive a une
vaccination (vaccin FI-RSV). Ceci conduit a la production de cytokines (IL 5, IL. 13) a 'origine de I’éosinophilie et

de la bronchiolite oblitérante.

Par la suite, le développement de vecteurs recombinants a permis de préciser le role des
antigenes viraux dans les phénomenes immunopathologiques. 11 a été montré chez la souris que
les vaccins exprimant la protéine G entrainaient une réponse de type Th2 et 'expression de la
maladie en cas d’infection post-vaccinale, tandis que les vaccins exprimant la protéine F
provoquaient une réponse de type Thl et la stimulation de cellules cytotoxiques dirigées contre le
virus. En outre, une étude a montré qu’un vaccin formulé a base de protéine M2, provoquait une
aggravation de la maladie par un exceés d’activité des cellules cytotoxiques. Cependant, les
maladies vaccinales induites par des vaccins recombinants sont moins séveres que celles induites
par les vaccins FI-RSV. D’autre part il faut garder a lesprit que les phénomeénes
immunopathologiques observés sur un modele animal n’existent pas obligatoirement chez
Pespece cible. Ainsi, un virus recombinant de la vaccine exprimant la protéine F du VRSH

entraine chez la souris une aggravation des lésions pulmonaires histologiques lors d’une infection
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ultérieure par le VRSH, alors que ce phénoméne n’est pas observé chez le veau ou lenfant
(Taylor et al., 1997).

IV. Prophylaxie

IV.1. Enjeux et difficultés de la vaccination contre les virus respiratoires

syncytiaux
IV.1.1. Trouver un mod¢le animal pertinent

Lorsqu’il s’agit de mettre au point un vaccin pour 'Homme, il est évident que les
premicres expérimentations vont s’effectuer en modélisation animale. Un modcle animal idéal
devrait permettre de déterminer quels antigenes utiliser pour Iélaboration d’un vaccin,
d’améliorer les voies et modalités d’administration pour de meilleurs résultats, de prévoir les
effets de variables telles que 'environnement ou les facteurs génétiques, d’anticiper les effets
néfastes et les défauts du candidat vaccin. En réalité, les modeles animaux permettent d’étudier
les réponses de systemes biologiques complexes a une stimulation, d’imaginer des protocoles
expérimentaux dans des conditions standardisées, d’évaluer leffet de facteurs génétiques
prédéterminés, de mimer des phénomeénes naturels et finalement d’élaborer des hypothéses. En
revanche, 'expérimentation animale ne permet pas de prévoir exactement les effets protecteurs
ou pathogenes du vaccin chez ’'Homme ni d’envisager les conséquences des facteurs génétiques
individuels ou de prévoir les effets adverses du vaccin (Openshaw and Tregoning, 2005). Pour le
VRSH, la souris, le cobaye sont les modeles couramment employés. Ils ont 'avantage d’étre
permissif pour la réplication virale, mais ne développe pas réellement la maladie. Les chimpanzés
sont les seuls animaux de laboratoire proches de 'THomme a ce point de vue, mais leur emploi est
difficile et limité. Compte tenu de la proximité du VRSB et du VRSH, le bovin est un excellent
mode¢le comparatif pour 'étude du VRSH. Pour le VRSB, les veaux étant les hotes naturels, ils
sont bien entendus employés pour ’évaluation des vaccins. Cependant, la plupart des modeles
d’infection expérimentale échouent dans la reproduction de signes cliniques et lésions séveres
comme nous avons pu le voir dans le paragraphe II1.1. Aussi, Iefficacité d’un vaccin doit étre

évaluée par la diminution des titres viraux plus que par les effets cliniques (Meyer et al., 2008).

IV.1.2. Vacciner des individus en bas age

Un vaccin performant devrait étre capable d’induire une protection efficace pendant les
premiers mois de vie, puisque c’est a2 ce moment que s’exprime le pic d’incidence de la maladie. 1
s’agit donc de vacciner des individus immunologiquement immatures (pool de cellules B limité,
mécanismes de présentation des antigenes inefficaces) et ayant des anticorps maternels circulants

susceptibles d’inhiber la réponse vaccinale. Le probleme de I'inhibition de la réponse vaccinale
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par la présence d’anticorps maternels est surtout présent au niveau pulmonaire, et peut étre
contourné par une immunisation par voie intranasale. ()Une autre alternative pourrait étre de
vacciner les meres en cours de gestation, puisqu’il semblerait que les anticorps maternels puissent

étre protecteurs pour I'individu en bas age a condition qu’ils soient présents en grande quantité.
p p g q p g q
IV.1.3. Variabilité du virus

La variabilit¢ des virus syncytiaux est un obstacle majeur pour le développement des
vaccins, et en particuliers pour les vaccins sous-unité. Deux groupes principaux ont été distingués
parmi les souches de VRSH (A et B, parfois subdivisé en B1 et B2). Il a été montré que pendant
les épidémies les groupes circulaient conjointement, cependant une séparation géographique et
temporelle est possible. Le sous-groupe A serait responsable d’atteintes plus séveres. D’un
groupe a l'autre, c’est la glycoprotéine G qui est la plus variable avec 45% de variation dans la
séquence de ses acides aminés. Ainsi, un vaccin sous-unité basé sur la protéine G devrait contenir
les protéines des deux groupes antigéniques pour apporter une protection complete. En
revanche, la protéine de fusion F est capable d’induire une protection croisée. Notons que la
variabilité antigénique du VRSB est bien moindre que celle du VRSH (Baker et al., 1997b, Meyer
et al., 2008).

IV.1.4. Maladies vaccinales

Iélaboration de vaccin contre les VRS a indiscutablement été fortement ralentie par les
accidents survenus dans les années 1960 avec le vaccin anti VRSH inactivé au formol. Ce vaccin
prédisposait les enfants qui I'avaient requ a des formes bien plus séveres voire mortelles de la
maladie (comme nous 'avons vu dans le paragraphe I111.7). Dans les années 1970, on a découvert
que le méme type de vaccin entrainait les mémes effets immunopathogenes chez les bovins. La
mise au point de nouvelles stratégies vaccinales a des lors supposé la compréhension des
phénomeénes immunopathologiques vaccino-induits, qui ont largement été étudiés sur de

nombreux modeles biologiques.

IV.2. Les vaccins disponibles a I’heure actuelle

Bien qu’un certain nombre d’informations sur lefficacité, et les modalités d’action des
vaccins soient disponibles a I'issue des études 7z vitro et des essais sur des animaux de laboratoire,
leur efficacité et leur innocuité doivent impérativement étre testé zz vivo, sur espéce cible s’il
s’agit d’un vaccin a visée animale. Aussi sont conduits des essais d’épreuves virales afin d’évaluer
les caractéristiques du candidat vaccin, avant toute mise sur le marché. Ces études expérimentales
sont soumises bien évidemment aux impératifs des bonnes pratiques de laboratoire et au respect
du bien étre animal. Le fait de travailler avec un virus vivant impose en outre de travailler dans

des conditions expérimentales répondant aux regles de biosécurité. Tout ceci rend tres couteuses
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les évaluations de candidats vaccins. Par la suite, les essais menés sur le terrain viennent
compléter les données expérimentales. Enfin, aprés mise en place du vaccin sur le marché, le
réseau de pharmacovigilance fait état de la survenue d’éventuels problemes en rapport avec le
vaccin (effets indésirables, échec vaccinal...). Les vaccins sont des produits biologiques tres
sophistiqués et dont I’élaboration est longue et complexe et s’appuie sur les biotechnologies, elles

méme en constante évolution.
IV.2.1. Vaccins inactivés

La mise en place d’un vaccin de premicre génération contre le HRSV a été retardée a
cause des cas de maladies vaccinales chez des patients pédiatriques suite a ’administration de
vaccins FI-VRS dans les années 1960. La situation socio-économique est différente en médecine
vétérinaire des animaux de production, ainsi plusieurs vaccins inactivés sont sur le marché depuis
plusieurs décennies, et tres peu de cas de maladie vaccinale sont référencés par les instances de
pharmacovigilance, y compris avec les vaccins FI-RSV. En 1999 West & al. ont montré qu’un
vaccin FI-RSV élaboré selon les conditions appliquées pour la préparation du «lot 100 » (c'est-a-
dire le vaccin FI-RSV administré a des enfants ayant déclaré de graves formes de maladie
vaccinale dans les années 1960) donnait sur des veaux de meilleurs résultats expérimentaux d’un
point de vue lésionnel qu'un vaccin vivant modifié (West et al., 1999a). D’autre part les vaccins
inactivés couramment employés aujourd’hui chez les bovins emploient d’autres adjuvants connus
pour orienter la réponse immunitaire vers un type Th-1. C’est le cas notamment de la saponine
Quillaja (Meyer et al., 2008). Aussi les vaccins inactivés ne peuvent en aucun cas ¢tre considérés
globalement, et ne sauraient étre rejetés définitivement des protocoles de vaccination en élevage

bovin.
IV.2.2. Vaccins sous-unités

Deux approches ont été envisagées dans I’élaboration de vaccins sous-unités contre les
virus respiratoire syncytiaux. La premicre consiste en l'utilisation des protéines virales F ou de
protéines chimériques F/G, ces protéines étant les épitopes majeurs pour la production
d’anticorps neutralisants Il s’agit des candidats vaccins, PFP-1, PFP-2, PFP-3 et FG. Administrés
par voie parentérale a des rongeurs, ils induisent une protection de I'appareil respiratoire inférieur,
mais pas de I'appareil respiratoire superficiel. Administrés par voie intra-nasale, ils induisent une
protection de l'appareil respiratoire supérieur mais pas de lappareil respiratoire inférieur. La
combinaison des deux voies d’administration s’avere pleinement protectrice et d’une innocuité
satisfaisante (Brandenburg et al, 2001, Meyer et al, 2008). Cependant, chez le singe vert
d’Afrique, le vaccin FG intramusculaire n’induit qu’un faible titre d’anticorps neutralisants et
n’apporte qu’une protection minimale au niveau pulmonaire. Des essais on finalement été
conduit sur des patients volontaire: le vaccin PFP savere d’une bonne innocuité mais
modérément immunogene chez les femmes enceintes, les enfants atteints de maladies

respiratoires chroniques et les personnes agées (Meyer et al., 2008).
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La seconde approche est basé sur I’élaboration d’une protéine recombinante comprenant
I’épitope majeur de la région centrale de la protéine G du VRSH sous-groupe A couplée a la
protéine G de streptocoque, dénommée BBG2Na. Les essais chez la souris montrent une bonne
innocuité mais un potentiel immunogene modéré aussi bien chez 'adulte que chez le nouveau-né
avec ou sans anticorps maternels. La réponse immunitaire induite en premier lieu est dirigée aussi
bien contre le sous-groupe A que le sous-groupe B, cependant la durée de protection contre le
sous-groupe B est considérée comme insuffisante (Power, 2003). Quelque soit 'adjuvant utilisé
avec ce candidat vaccin, aucun phénomene imunopathogene pulmonaire n’a été mis en évidence
chez la souris. En revanche, les essais d’innocuité chez le macaque n’ont pas donné de résultats
suffisamment clairs pour permettre la poursuite des essais chez des enfants séronégatifs. Ce type
de vaccin a cependant été testé chez des adultes volontaires, mais les essais ont du étre arrétés

suite a la manifestation d’effets indésirables.

Les adjuvants utilisés avec les vaccins sous-unités sont déterminants pour la qualité de la
réponse immunitaire induite. Pour les vaccins contre les VRS on cherche a obtenir un titre élevé
en anticorps neutralisants, une réponse cellulaire stimulant a la fois des cellules LT-CD8
cytotoxiques et l'activation de cellules LT-CD4, ainsi quune réponse locale au niveau des
muqueuses. Les adjuvants Quillaja saponaria et ISCOMs donnent de bons résultats en ce sens

(mais ne sont actuellement utilisés que pour des vaccins VRSB).
IV.2.3. Vaccins vivants atténués

’avantage majeur des vaccins vivants est de reproduire le modele pathogénique de
I'infection naturelle. Ainsi, administrés par voie intra-nasale, ils induisent a la fois une réponse
systémique et une réponse locale. Les défauts de ces vaccins sont d’une part I'inhibition par les
anticorps maternels (d’autant plus important pour l'infection qui nous occupe qu’on vaccine des
individus trés jeunes et contre une maladie a tres forte prévalence) mais aussi les risques de sur-
ou sous-atténuation et de réversion. D’autre part, compte tenu du fait qu'une infection naturelle
ne prédispose pas a une aggravation des signes cliniques lors d’une ré-infection, on a pensé que

l'utilisation d’un vaccin vivant serait la meilleure alternative a 'apparition de maladies vaccinales.

Des vaccins vivants atténués contre le VRSB sont disponibles sur le marché depuis les
années 1970 et sont aujourd’hui couramment utilisés. Ce sont pour la plupart des virus atténués
par multiples passages en culture cellulaire. Les études expérimentales qui leur sont consacrées
révelent la mise en place d’'une réponse immunitaire partiellement ou completement protectrice
(Mawhinney, 2005 ; Kerkhofs, 2004 ; Harmeyer, 2006, Ellis, 2007). Les études de terrain
montrent quant a elles un effet variable de la vaccination sur la prévalence clinique, les soins
apportés aux animaux et la productivité de I’élevage (Ferguson, 1997 ; Thomson, 1986 ; Van
Donkersgoed 1994, Verhoeff 1984). Depuis 2006 un vaccin vivant atténué, en une seule
injection et a administrer par voie intra-nasale est disponible contre le VRSB. Une premiere étude
expérimentale de ce vaccin a démontré qu’il était capable de diminuer le portage viral chez des

veaux privés de colostrum vaccinés a 'age de 3 semaines et infectés expérimentalement 10 ou 21
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jours apres. Une deuxiéme étude conduite sur des veaux avec des anticorps maternels vaccinés a
I'age de 3 semaines et infectés 66 jours apres, a prouvé également une diminution du portage
b

viral, mais aussi une diminution de la sévérité des signes cliniques (Vangeel et al., 2007).

Chez ’Humain, plusieurs méthodes d’atténuation ont été expérimentées. Les candidats
vaccins se sont avérés soit trop atténués pour étre efficaces, soit pas assez pour ¢tre utilisables
chez le nourrisson, et des retours de virulence ont été observés. Les recherches se poursuivent
cependant et plusieurs candidats vaccins ayant donné des résultats prometteurs sur des modéles

animaux sont en cours d’évaluation (Meyer et al., 2008).
1V.2.4. Virus mutants

Les progres du génie génétique ont rendu possible Iidentification précise et la
reproduction des mutations responsables de l'atténuation du virus. L'intérét est de mettre au
point, par la combinaison de mutations ponctuelles, des virus atténués génétiquement stables et
suffisamment immunogenes. La délétion de geénes non essentiels semble étre une stratégie
prometteuse, puisqu’elle permettrait de mettre au point des vaccins marqués et présentant peu de
risque de retour de virulence. Les résultats les plus encourageants a ce jour semblent étre ceux
obtenu avec un vaccin délété n’exprimant que la forme ancrée dans la capsule virale de la protéine
G. Ce virus se multiplie efficacement dans le nasopharynx des veaux infectés, par contre sa
réplication est atténuée au niveau pulmonaire. Les réponses humorale et cellulaire sont tout a fait
similaires a celle induite par le virus sauvage. Enfin, ce vaccin recombinant induit une protection
complete lors d’une inoculation ultérieure avec une souche virulente. Le fait que ce virus ne soit
mis au point que par une mutation ponctuelle suscite par contre des inquiétudes quant a ses
capacités de réversion. Des virus délétés pour les protéines NS1 et/ou NS2 ont également été
testé. Ils induisent une bonne réponse en anticorps spécifiques, l'activation des cellules LT-CD,
cytotoxiques et une bonne protection lors d’infection expérimentale chez des veaux sans
anticorps colostraux. Par contre, ils n'ont pas été testés sur des veaux ayant des anticorps
maternels, et pourraient alors s’avérer trop atténués. D’autres délétions ont été testées. Un VRSH
délété pour la protéine SH est en cours d’évaluation. A 'heure actuelle on sait qu’administré par
vole intra-nasale et intra-trachéale a des chimpanzés, il induit une réponse en anticorps
neutralisants d’intensité semblable a celle induite par une infection naturelle. De méme, pour le
VRSH délété en protéines NS1 ou NS2. La protection clinique induite chez le chimpanzé par ces

deux vaccins reste encore a étudier.

Drautres stratégies faisant appel au génie génétiques sont envisagées a ’heure actuelle.
Des équipes ont travaillé sur la modification de 'ordre des genes viraux. Ces manipulations
entrainent une atténuation du virus par la production des protéines virales dans des proportions
non-optimales. Il est également possible d’introduire dans le génome viral, un géne codant pour
une cytokine capable de modifier la réponse immunitaire face au virus (Valarcher and Taylor,
2007a).
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IV.2.5. Vaccins recombinants

Il s’agit de virus vecteurs qui expriment les protéines du virus d’intérét. Des « virus-
vaccins » recombinants porteurs des protéines du VRSB été testés sur des souris de la lignée
BALB/c: un vitus exprimant la protéine M2 (VV-M2) induit une protection de courte durée,
tandis que les virus vaccine VV-F et VV-G provoquent une protection a long terme. Cependant,
ces vaccins s’averent peu immunogenes chez le chimpanzé ce qui en fait de mauvais candidats
pour la vaccination contre le VRSH. Un herpés virus (BoHV-1) recombinant exprimant la
protéine G du VRSB a été mis au point et testé sur des veaux. Ce virus induit une protection

virologique mais accroit la sensibilité des animaux au virus BoHV-1 (Meyer et al., 2008).

1V.2.6. Vaccins ADN

La vaccination a partir de PADN est une fagon efficace de stimuler une réponse médiée
par les cellules LT-CDy. En effet elle entraine I'expression des protéines virales et la présentation
de celles-ci par le biais du complexe majeur d’histocompatibilité. De plus, certaines études
montrent que la protection vaccinale n’est pas altérée par la présence d’anticorps maternels. La
capacité de vaccins ADN exprimant les protéines F ou G a induire une protection a été prouvé
pour le VRSH chez la souris et le cobaye et pour le VRSB chez le veau. Cependant, les vaccins
ADN ne semblent pas étre suffisamment immunogenes chez les primates et nécessiterait
I'administration de un ou plusieurs rappels ce qui parait peu réalisable chez des enfants en bas age
et pendant la courte période d’incidence clinique maximale. De méme, la réponse vaccinale
obtenue chez le veau s’avere plus lente et moins protectrice que celle induite par une infection
naturelle. L’adjonction de codons augmentant Pexpression des protéines pourrait étre une

méthode pour améliorer 'immunogénicité de ce type de vaccins (Meyer et al., 2008).

Le Tablean 4 résume les principales stratégies vaccinales ainsi que leurs avantages et

inconvénients majeurs.
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Tablean 4 : Stratégies vaccinales : avantages et inconvénients (d'aprés (Brandenburg et al., 2001))

Candidat vaccin Avantages Inconvénients
Vaccins tués
FI-RSV Maladie vaccinale avérée
Vaccins sous-unité
e PFP Vaccin de synthése (fabrication controlée) BmEmes immunopathogénes non
écartés
e BBG2Na Vaccin de synthése (fabrication contr6lée) Pastdense k cytotoxiques
Phénomeénes immunopathogénes non
écarnés
e« Iscom Innocuité chez les personnes agées Essais cliniques chez 'Homme a venir

Ac neutralisants et{L cytotoxiques méme en
présence d’Ac maternels

Vaccins vivants

Vivant atténué Mime l'infection naturelle Risgde sous-/sur-atténuation, de
réversion
Vaccin ADN Vaccin de synthése (fabrication colér) Essais cliniques chez 'Homme a venir

Ac neutralisants etiL cytotoxiques

Vaccins vecteurs

« adénovirus Ac neutralisants et,L cytotoxiques Essais cliniqgues chez 'Homme a venir
Faiblement immunogeéne chez les primates

e poXvirus Ac neutralisants et cytotoxiques Faiblement immunogeéne chez les pamat
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DEUXIEME PARTIE : EVALUATION EXPERIMENTALE
D’UN CANDIDAT VACCIN CONTRE LE VRSB

I. Objectif de ’étude

La bronchiolite du nouveau-né est un probleme de santé public majeur dans le monde
entier. A heure actuelle aucun vaccin n’associe une efficacité et une innocuité suffisante pour
l'utilisation chez les nourrissons. Les vaccins vivants posent probléme du point de vue de
'atténuation : soit ils sont trop atténués et donc peu efficaces, soit ils ne le sont pas assez et leur

b
utilisation est dangereuse chez les nouveau-nés, pourtant population cible. Apparait alors I'intérét
8 >
des vaccins inertes, et notamment des vaccins sous-unitaires. Les protéines F et G ont largement
> 8
été étudiées en tant qu’antigenes vaccinaux. La nucléoprotéine des VRS a  été peu exploitée
jusqu’alors pour ’élaboration de vaccins. Cependant, des études on montré d’une part qu’elle était
capable d’initier une réponse cytotoxique, et que d’autre part, qu’elle était particulicrement bien
conservée entre les différents sérotypes du VRSH, ce qui en fait un antigene d’intérét pour
I’élaboration de vaccins sous-unités. Une équipe a récemment mis au point une méthode
permettant de produire des protéines N recombinantes stables. Ils ont en outre démontré que
I'injection de ces protéines N recombinantes limitait la réplication virale au niveau de l'appareil

respiratoire profond en modéle murin.

Le but de notre étude est de tester ces nanoparticules en tant que candidat vaccin chez le

veau, a la fois espece cible et modéle animal pertinent de l'infection humaine.

II. Méthodologie

I1.1. Cellules et culture cellulaire

Les cellules utilisées pour les différentes opérations d’isolement, préparation de
I'inoculum et titrage sont des cellules épithéliales de cornets nasaux d’origine bovine, appelées
cellules BT ou « turbinates ». Les cellules sont cultivées en étuve a 37°C sous 5 % de CO,. Le
milieu de culture de base est composée de 500 ml de Milieu Essentiel Minimum contenant des
sels de Earle et de la L-glutamine (MEM 1 X complet™”), de 5ml d’acides aminés non essentiels
(AANE 100X™), et 5 ml d’une solution d’antibiotique composée de pénicilline a2 100 UI/ ml et
de streptomycine a 100 pg / ml (Invitrogen®). Les cellules sont entretenues en flacon de 175
cm”. Elles sont utilisées entre les 28°™ et 32°™ passages. Pour chaque passage, ces cellules sont
trypsinées sur le tapis confluent d’un flacon de 175 cm’, puis diluées en milieu MEM de base

auquel on rajoute 10 % de sérum de veau feetal (SVF). Apres dissociation des cellules par action
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de la trypsine et centrifugation, la suspension cellulaire est diluée a 1.10° cellules / ml puis répartie

sur une plaque de 24 puits ou dans des flacons de 25 et 75 cm”.

I1.2. Virus et préparation de I'inoculum viral

La souche virale utilisée est la souche VRSB 3761, isolée en 2003 a partir d’un
¢couvillonnage nasal sur une génisse présentant un syndrome de détresse respiratoire.
L’isolement a été réalisé sur culture de cellules de cornets nasaux (BT). Apres cing passages en
culture cellulaire BT, la souche a été inoculée par voie intranasale et intra-trachéale (voir
paragraphe 11.4.4 pour le détail du protocole d’infection) a un veau de race prim’holstein de 2 a 3
jours d’age, privé de colostrum. Six jours apres linfection, le veau a été euthanasié, les poumons
ont été extraits de la cage thoracique puis un lavage alvéolaire post-mortem a alors été réalisé par
introduction de MEM (additionné de 4.10” ug/ml d’enrofloxacine, de 0,8ug/ml de gentamycine
et de 2,5ug/ml de fungizone) dans la trachée, de fagcon a obtenir environ 200 a 300 ml de liquide
de lavage. Ce liquide a ensuite été utilisé pour inoculer un second animal. Le liquide de LBA
récupéré selon le méme protocole sur le second veau a servi a inoculer un troisicme animal. La
souche virale sauvage initialement isolée a donc subi trois passages sur veau nouveau-né. Apres
le troisieme passage, linoculum final (VRSB 3761 p3-3) a ¢été titré (révélation par
immunocytochimie sur cellules BT fixées a l'acétone): il contenait 6,25 10° UFP/ml. 1l a
¢galement été testé indemne pour les pathogenes suivants: BoHV-1, AdBv, PI3, BVDV,

Coronavirus, Pasteurella multocida, Mannbeimia haemolytica et Mycoplasma bovis.
I1.3. Préparation des anneaux de nucléoprotéines

Le candidat vaccin étudié est un vaccin sous-unité a base de protéines de nucléocapside
(N) recombinantes du VRSH assemblées en anneaux homogeénes de 10 unités protéiques
(environ 15 nm de diameétre) enchassant un ARN bactérien. Les structures ainsi formées sont

appelées N SRS pour « sub-nucleocapsid ring structure » (Roux et al., 2008).

Deux formulations vaccinales ont été préparées: une préparation pour injection
intramusculaire contenant contenant 2 mg de N SRS en émulsion Montanide™ ISA70 VG, et
une préparation pour administration; intra-nasale contenant 10 mg de N SRS en émulsion
Montanide™ IMS4132 VG.

I1.4. Expérimentation animale

Le diagramme en Annexe 2 reprend la chronologie du protocole expérimental.
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11.4.1. Batiment confiné

Compte tenu du risque de contamination des veaux d’expérimentation par une souche
sauvage du VRSB, l'expérimentation s’est déroulé en batiment confiné de niveau de biosécurité

A2 (unité de pathologie infectieuse et immunologique (PII), INRA de Tours-Nouzilly).

Pour chacun des 3 groupes, les huit animaux ont été répartis aléatoirement dans deux
loges distinctes, situées dans deux unités différentes. (Voir en Annexe 3 un plan simplifié du

batiment.) Un veau sentinelle a été logé dans chacune des 4 loges des animaux vaccinés.
I1.4.2. Animaux

L’expérimentation a porté sur 28 veaux males croisés (prim’holstein x normand)
provenant d’'une ferme expérimentale, et agés de un mois (plus ou moins 10 jours) le jour de la
primovaccination. Les veaux ont été sélectionnés des la naissance et n’ont regu aucun colostrum.
Dans les 3 heures post-partum et pendant 36 heures, ils ont recu un aliment diététique (Energaid
NP Elanco vétérinaire) a raison de 3 litres par jour distribués en 2 repas. A partir de 36 heures, ils
ont bu du lait de premier age complémenté avec du sérum de colostrum négatif en anticorps anti-
VRSB pendant 5 jours. Par la suite et jusqu’a I’age de 8 semaines, ils ont été nourris avec du lait
en poudre 2 fois par jour a heure régulicre. Une fois sevrés, ils ont recu matin et soir un foin de

luzerne (Rumiluz ™™ Sundeshy®) et un concentré croissance (Fleury ™) a volonté.

A la naissance les veaux ont été complémentés en vitamine E et sélénium (Selenan™",
TVM, 5 ml en injection intramusculaire). Pendant leurs 7 premiers jours de vie, ils ont recu un
traitement antibiotique large spectre a base d’enrofloxacine, (Baytril™” 5%, Bayer®, 1 ml pour 10
kg en injection sous-cutané) le matin et de cefquinome (Cobactan™", Intervet®,1 ml pour 10 kg

en injection intramusculaire) le soir.

Le statut sanitaire des animaux a été controlé en début d’étude. Un premier contrdle
sérologique a été effectué a I'age de 7 jours pour confirmer I'absence de prise de colostrum
contenant des anticorps anti-VRSB. Une nouvelle sérologie a été effectuée pour le groupe témoin
a J37, pour controler I'absence d’infection naturelle par un VRSB sauvage (LVD 37, Elisa
indirecte Bicupules Kit LSI). Une infection permanente par le virus de la diarrhée virale bovine
(BVD) a été infirmée par une antigénémie effectuée a la naissance (LVD 37, Elisa indirecte Kit
Bommeli Monocupule). Une sérologie BVD a été effectuée 16 jours apres le rappel de
vaccination pour détecter une éventuelle infection néonatale (LVD 37, Elisa indirecte Kit Idexx

Monocupule). Celle-ci s’est avérée négative pour 'ensemble des animaux de expérimentation.

Trois groupes de 8 animaux ont été constitués de fagon a avoir une homogénéité des ages

entre les groupes. Quatre veaux ont servis de sentinelles non vaccinées non inoculées.
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11.4.3. Vaccination

Trois semaines apres leur arrivée en unité expérimentale, a ’age de un mois (plus ou
moins dix jours), les veaux ont recu un premier vaccin, renouvelé trois semaines plus tard (JO et

J21). Soit en fonction des groupes :

Groupe 1 : Les veaux ont été vaccinés par voie intra-musculaire avec 2 mg de protéines N
SRS sous un volume de 2 ml en émulsion Montanide™ ISA70 VG (2 injections dans I'encolure

du coté gauche).

Groupe 2 : Les veaux ont été vaccinés par voie intra-nasale avec 10 mg de protéines N
SRS en émulsion Montanide™ IMS4132 VG sous un volume de 2 ml injecté pour moitié dans

chacune des narines, ainsi que par voie intra-musculaire (2 mg de protéines N SRS sous un
volume de 2 ml en ISA70 VG).

A chacun des groupes 1 et 2 ont été adjoints 2 veaux sentinelles non vaccinés et non

inoculés.
Groupe 3 : Le dernier groupe est le groupe témoin : les veaux n’ont pas été vaccingés.
I1.4.4. Inoculation d’épreuve

L’inoculation d’épreuve a été réalisée 21 jours apres le rappel de vaccination (J42) avec la
souche VRSB 3761 p3-3, a raison de 10° UFP par animal.

Inoculation intratrachéale

I’animal est contenu dans un systeme de cornadis, immobilisé la téte en I'air a 'aide d’une
corde. Dans un premier temps on repére par palpation la trachée de I'animal, a mi hauteur de
I'encolure. La peau est rasée avec du matériel a usage unique en regard de la zone d’injection
choisie aprés désinfection a la Vétédine™” savon (Vétoquinol®). La peau est ensuite rincée a I'eau
stérile puis séchée a I'aide d’'une compresse stérile. L’opérateur change de gants a cette étape de
Popération afin d’éviter toute inactivation du virus par d’éventuels résidus de savon. La trachée
est ensuite cathétérisée avec un cathéter veau Intraflon™” 2 (Vycon®) stérile, auquel on adapte la
seringue contenant les 10 ml d’inoculum. On s’assure de la bonne position du cathéter dans la
trachée en aspirant dans la seringue une dizaine de ml d’air sans aucune résistance. Enfin, on
injecte I'inoculum dans la trachée suffisamment rapidement pour que I’animal ne tousse pas le

liquide injecté.

Inoculation intranasale

I’animal, toujours contenu dans le cornadis est maintenu téte horizontale par 'opérateur,
afin que I'inoculum injecté ne soit pas dégluti. Le systéeme d’injection consiste en un embout, a
usage unique, muni d’un vaporisateur a son extrémité et adaptable sur une seringue de 10 ml
(MADgic700™", Wolfe Tory med®). La nébulisation de Iinoculum permet une meilleure
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répartition sur 'ensemble de la muqueuse nasale. I’embout est introduit dans la narine du veau
jusqu’au méat nasal dorsal ou est injectée une partie de 'inoculum, I'autre partie est déposée plus

rostralement dans la cavité nasale. On procede de la méme manicre pour la deuxieme narine.
I1.4.5. Prélevements sur animaux vivants

Des prélevements de sang sur tubes secs (2 tubes de 10 ml par animal, veine jugulaire) ont
été effectués, le jour de la vaccination (J0), le jour du rappel de vaccination (J21), puis deux jours
avant I'inoculation (J40), le jour de I'inoculation (J42), deux jours apres (J44), chaque jour de J46 a
J54, puis un jour sur deux jusqu’a la veille de euthanasie pour le suivi sérologique (IgM anti-
VRSB). Les tubes ont été laissés 24h a température ambiante pour permettre la coagulation. Ils
ont été ensuite centrifugés 20 minutes a 3000 tours/min. Enfin, le sérum a été récupéré puis

congelé a - 20°C.

Des écouvillonnages nasaux ont été réalisés de J39 a J63 pour détection du virus par RT-
PCR q. Apres prélevement, le coton de Iécouvillon a été essoré dans un tube épendorf®
contenant 0,5 ml de tampon RNA-later Qiagen® (prélevement analysé par RT-PCR). Les
préléevements ont été congelés immédiatement a -80°C en attendant d’étre analysés. Un
¢couvillonnage supplémentaire a été réalisé a J41, J42, J49, 53, J55 et J57 pour recherche virale
par test immuno-enzymatique rapide (Speed®-ReSpiVB™", Biovetotest, Virbac)

I1.4.6. Suivi clinique

Post-vaccinal

Une surveillance clinique journaliére a été réalisée par les techniciens animaliers de 'unité

expérimentale, deux jours avant et pendant les quatorze jours suivant chacune des vaccinations.

Post-inoculation

Un examen clinique a été effectué matin et soir a heure fixe, chaque jour et par le méme
opérateur a partir de J-3 avant inoculation et jusqu’a 'euthanasie des animaux. On a relevé alors
sur une fiche de suivi (voir Annexe 4) le comportement général de 'animal, s’il mangeait, sa
fréquence respiratoire, sa température rectale, s’il présentait des bruits respiratoires anormaux, de

la toux, du jetage ou encore une respiration dyspnéique.

Elaboration d’une grille de score clinique

A partir des données cliniques récoltées en cours d’expérimentation et sur la base des
observations effectuées lors de précédentes études, un score clinique a été élaboré. A chaque

critere relevé quotidiennement est associé une note et un coefficient (voir Tablean 7).
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Tablean 1 : Grille de score clinigue

Signes Note Coefficient
Fréquence respiratoire

< 30 mvts/min 1

30 mvts/min? <40 mvts/min 2 3
40 mvts/min? < 60 mvts/min 3

? 60 mvts/min 4

Refus alimentaire

0 1

0< <30% 2 2
30%? <60% 3

? 60% 4

Comportement général

Normal 1

Moyennement altéré 2 2
Tres altéré

Ecoulement nasal

Nul 1

Modéré 2 1
Fort

Toux

Nulle

Modérée 2 2
Forte

Dyspnée

Absente 1

Abdominale modérée 2 3
Abdominale forte 3

Bruits respiratoires

normaux 0

Légerement renforcés 1 3
renforcés 2

Renforcés + surajoutés 3

I1.4.7. Prélévements nécropsiques

Six veaux (2 animaux par groupe, choisi aléatoirement) ont été euthanasiés 6 jours apres
inoculation (J27), les autres l'ont été 21 jours apres inoculation (J63). Les veaux ont été
euthanasiés avec un protocole admis par un comité d’éthique, a savoir: une injection intra-
veineuse de 5 mg/kg de kétamine puis de 15 mg/kg de pentobarbital, suivie d’'une saignée par

section des veines jugulaires.

Des lavages broncho-alvéolaires (LBA) post mortem ont été réalisés a I'aide de milieu
MEM additionné d’enrofloxacine, de gentamycine et de fungizone immédiatement aprecs

euthanasie des veaux et extraction des poumons de la cage thoracique, de facon a obtenir 200 a
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300 ml de liquide de lavage. Ce liquide de LBA a été conservé a -80°C jusqu’au titrage viral (RT-
PCR).

Le lobe apical droit du poumon ainsi que les nceuds lymphatiques trachéo-bronchique et
médiastinaux ont été prélevés et divisés chacun en 3 échantillons : un a été conservé dans du
RNA-later, a température ambiante pour recherche d’ARN viral, un autre a été conservé dans un
tube sec a -80°C pour isolement viral et le dernier a été conservé dans du formol 10% pour
analyse histologique.' Un échantillon de poumon supplémentaire a été conservé dans un pot sec a

4°C pour analyse bactériologique (Laboratoire départementale de Touraine).
I1.5. Suivi sérologique

La réponse en IgM des animaux apres infection expérimentale a été évaluée, afin de
rechercher une éventuelle différence dans le profil sérologique des animaux vaccinés et des
animaux non vaccinés (deuxie¢me contact avec 'antigéne vs primo-infection). Les IgM ont été
détectées et dosées a I'aide du kit ELISA VRSB-IgM de I'institut Pourquier (Montpellier, France).
Il s’agit d’'un test immuno-enzymatique quantitatif. Les puits sont sensibilisés avec un antigene
VRSB. Le test utilise un composé anti-IgM bovine couplé a la péroxydase. L’intensité de la
coloration qui résulte de la réaction entre la péroxydase et son substrat enzymatique est
proportionnelle au titre d’IgM anti-VRSB du sérum testé. Le test a été effectué sur les

prélevements réalisés de J40 a J60 (jours pairs).

Drautre part, le titrage des anticorps anti-N sériques et des sécrétions nasales a été réalisé

en méthode ELISA par une équipe INRA de Jouy-en-Josas qui collaborait au projet.

I1.6. Suivi virologique

I1.6.1. RT-PCR VRSB en temps réel

Le suivi virologique par RT-PCR en temps réel a été réalisé par une méthode dérivée de
celle décrite par Boxus et al. en 2005 (Boxus, 2005). I’ARN viral est extrait des produits
d’écouvillonnages nasaux, des biopsies pulmonaires et des liquides de LBA a l'aide de kits
RNeasy mini (Qiagen®). Les amorces utilisées ont été dessinées en région stable du génome viral,
codant pour la nucléoprotéine. Les amorces MF1959 et MR3333 ont été recherchées par le
logiciel Prime. Les amorces Q2216F et Q2215 ainsi que la sonde sont décrites dans Darticle de
Boxus et al. . Les ARN ont été amplifiés par le kit LightCycler RNA Master HybProbe (Roche®).

! Les prélevements pour isolement viral et analyse histologique ne sont pas exploités a ce jout.
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La quantification des charges virales des différents échantillons a été harmonisée par
rapport a une quantité constante ’ARN du gene rapporteur codant pour la GAPDH cellulaire
afin d’avoir des valeurs comparables d’un échantillon a l'autre, indépendamment de la cellularité

du prélevement.
I1.6.2. Test ELISA

La détection virale a aussi été réalisée dans les minutes suivant le prélevement
(écouvillonnage nasal, a la rosée sanguine), a I'aide du test Speed®-ReSpiVB™" (Biovetotest,
Virbac). 11 s’agit d’un test immuno-chromatographique sur bandelette, dont le seuil de détection
serait de 15 UFP (données du laboratoire).

I1.7. Analyse statistique

L’ensemble des données a été traité par analyse de variance ANOVA paramétrique avec

transformation logarithmique et correction par le test de Bonferroni.

ITI. Résultats

II1.1. Tests de controles de 1’étude

IIL.1.1. Répartition aléatoire des animaux

Pour s’affranchir du facteur age, la répartition des animaux au sein des différents groupes
devait étre homogene du point de vue de I'age. Dans chacun des groupes, la moyenne d’age des

animaux était de 75,51 jours le jour de I'inoculation.
II1.1.2. Statut sanitaire des veaux

Tous les controles sérologiques et virologiques (VRSB et BVDV) effectués sur les veaux

en début et en cours d’étude se sont avérées négatifs pour tous les animaux.

Les analyses bactériologiques conduites sur les prélevements de poumon effectués en fin
d’expérimentation apres euthanasie des animaux se sont également avérées négatives, les 1ésions

pulmonaires observées pouvaient donc étre attribuées au seul VRSB.
II1.1.3. Conditions de logement

Compte tenu de I'importance connue des conditions de logement et en particulier de
ventilation dans les affections respiratoires, les conditions d’ambiance se devaient d’étre stables
et homogenes entre les différentes loges. Ceci a été garanti par les controles réguliers de

ventilation et d’humidité obligatoires en unité A2.
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I11.1.4. Controle de 'inoculum

L’inoculum s’est avéré indemne pour les pathogenes recherchés, a savoir: BoHV-1,

AdBv, P13, BVD, Coronavirus, Pastenrella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis.

Apres Iinoculation d’épreuve, le virus utilisé a été recongelé puis de nouveau titré en
culture de cellules BT. Le titre infectieux était alors de 3.10° UFP/ml soit 2 fois moins que le titre
initial. Cette perte est normale et explicable par les conditions de conservation du virus pendant le

processus d’inoculation des animaux.
II1.1.5. Déroulement du protocole expérimental

Aucun incident n’est survenu en cours d’expérimentation. I’ensemble du protocole s’est
déroulé conformément aux prévisions. D’autre part, aucun animal n’a da étre exclu de Iétude

pour des raisons sanitaires, accidentelles ou éthiques.

II1.2. Suivi clinique

II1.2.1. Signes cliniques induits par I'infection expérimentale

Dans le groupe témoin (groupe 3), infecté mais non vacciné, les signes cliniques induits
par l'infection expérimentale se sont avérés légers a modérés. On a observé une atteinte modérée
de lappareil respiratoire avec peu ou pas d’atteinte de I’état général. Un pic d’hyperthermie
modéré a marqué a été observé sur I'ensemble des animaux 1 a 3 jours aprés I'inoculation. Les
symptomes se manifestaient essentiellement par une modification de I'auscultation respiratoire.
On a pu entendre une augmentation des bruits respiratoires, principalement en zone cranio-
ventrale chez la plupart des animaux. Certains animaux présentaient également des bruits
surajoutés de sifflement et de ronflement, d’intensité modérée a marquée. Ces signes étaient
associés a une augmentation de la fréquence respiratoire (par rapport aux données récoltées avant
inoculation d’épreuve). Des épisodes de toux d’intensité légere et n’excédant pas 2 jours, ont été

observés sur 2 animaux du lot.

II1.2.2. Comparaison des fréquences respiratoires et températures

rectales en fonction des groupes

I’ensemble des veaux ont eu un pic d’hyperthermie entre 1 et 3 jours apres linfection.
Aucune différence significative n’a été mise en évidence dans les températures rectales moyennes

des animaux vaccinés et non-vaccinés apres inoculation d’épreuve (voir Figure 4).
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Figure 4 : Températures rectales (valenr moyenne et écart-type, par groupe) des animaux en fonction du

Jour post-inoculation (J0O est le jour de Iinoculation).

Des diftérences ont par contre été décelées entre les unités : les animaux de l'unité 2 (tous
groupes confondus) ont fait un nouveau pic d’hyperthermie 8 jours apres Iinfection (voir Figure

5). A ce jout, aucune explication plausible ne permet d’expliquer cet effet.
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Figure 5 : Températures rectales (valenr moyenne par groupe et par unité) en fonction du jour post-

inoculation (J0 est le jour de Pinoculation).
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Compte tenu de la variabilité individuelle importante, il n’a pas été possible d’identifier un
pic moyen d’augmentation de la fréquence respiratoire suite a 'infection, et donc de comparer les

réactions des différents groupes (voir Figure 06).
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Figure 6 : Fréquences respiratoires (valeur moyenne et écart-type, par groupe) en fonction du jour (JO est le

jour de 'inoculation).

II1.2.3. Comparaison des scores cliniques des différents groupes

Les moyennes des scores cliniques en fonction des jours post-infection et par lot sont
représentées sur la Figure 7. Les signes cliniques sont appatrus en moyenne 3,9 jours * 0,7 apres
inoculation dans le groupe des animaux non vaccinés (groupe 3), 4 jours * 0,7 dans le lot vacciné
par voie intra-musculaire seule (groupe 1) et 3,6 jours * 1,2 dans le groupe des veaux vaccinés
par les 2 voies (groupe 2). Le maximum de score clinique moyen par groupe s’est exprimé 7 jours

apres inoculation dans le groupe 3 et 9 jours apres inoculation dans les groupes 1 et 2.
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Figure 7 : Scores cliniques (valenr moyenne et écart-type, par groupe) en fonction du_jour (JO est le jour de

I'inoculation).

Les analyses statistiques révelent un effet temps et un effet groupe sur le score clinique
moyen de | 39 a J63. Aucune différence statistique n’apparait entre les groupes 1 et 2. En
revanche, il existe une différence statistique entre les groupes 1 et 3, et les groupes 2 et 3. La
comparaison des groupes par deux pour chaque jour a montré des différences significatives
(p<0,05) pour les jours 5 et 6 entre les groupes 1 et 3, et pour les jours 5, 6 et 7 entre les groupes
2 et 3. En effet, 'évolution des scores suit une courbe différente dans les groupes vaccinés par
rapport au groupe témoin. Le score clinique moyen du groupe témoin augmente progressivement
jusqu’a son maximum a J9 pi, tandis que le score des groupes vaccinés augmente dans un premier
temps (jusqu'a J3 ou J4 respectivement pour les groupes 1 et 2), diminue ensuite (J4, J5 et J6)
avant de ré-augmenter et atteindre son maximum a |9 pi. Aucune différence significative n’existe
par contre entre les groupes 1 et 2. Des différences individuelles ont également été relevées au
sein des groupes, en particulier en ce qui concerne la cinétique d’apparition et d’évolution de la

maladie.
II1.3. Suivi sérologique : réponse en IgM

Le suivi de la cinétique des IgM anti-VRS a permis de différencier la nature de la réponse
humorale des animaux vaccinés et des animaux non vaccinés. Les animaux non vaccinés (groupe
3) ont tous, comme attendu, présenté une forte réponse en IgM. Les veaux ayant présenté la
réponse la plus précoce ont passé le titre seuil de positivité en IgM anti-VRS 6 jours apres
Pinfection. Du 10°™ au 14°™ jour post-infection, tous les veaux du groupe 3 étaient positifs en

IgM anti-VRS. En moyenne, la réponse IgM des veaux non vaccinés a duré 10 jours. Pour les

57



groupes vaccinés (Groupes 1 et 2), une réponse IgM a pu étre décelée sur de courtes périodes a des
temps divers selon les individus.
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Figure 8 : Pourcentage des animaux séropositifs dans chacun des trois groupes en_fonction du _jonr (JO est
le jour de I'inoculation).
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Figure 9 : Pourcentage de fixation des conjugués anti-Ig M du test Pourguier® par groupe, en fonction dn

Jjour (JO est le jour de I'inoculation).

La moyenne des titres IgM anti-VRSB des animaux non vaccinés, a excédé le seuil de
positivité tel que défini par le laboratoire 6 jours post-infection, et jusqu’a 16 jours post-infection.

Les animaux vaccinés en revanche (sauf groupe 2 J12) sont resté négatifs suite a I'infection.

II1.4. Suivi virologique

IIL1.4.1. Méthode immuno-chromatographique

La détection virale au moyen du test rapide de terrain Speed®-ReSpiVB™ (Biovetotest,
Virbac) a permis de mettre en évidence des différences significatives entre les groupes. Les
résultats sont présentés sur la Figure 10 en pourcentage d’animaux positifs. On remarque que dans
les trois groupes, le test permet de déceler la présence virale dés deux jours apres linfection
expérimentale et jusqu’a treize jours post-infection. La proportion d’animaux positifs est réduite

dans le groupe 2 (vaccin intra-nasal et intra-musculaire) par rapport aux deux autres groupes.
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Figure 10 : Pourcentage des animaux positifs pour le test Speed®-ReSpiVB™" dans chacun des
groupes en fonction du jour (JO est le jour de I'inoculation).

II1.4.2. RT-PCR en temps réel

Analyse sur écouvillons nasaux

La Figure 11 présente 'ensemble des résultats de I'analyse des écouvillons nasaux par RT-
PCR. Le virus est détectable de J1 a J17 post-inoculation pour le groupe 3 (Témoins non
vaccinés), de J1 a J11 pour le groupe 2 (vaccin IN et IM) et de J1 a J8 pour le groupe 1
(vaccination IM). Pour la variable « titre viral établit par RT-PCR sur écouvillon nasal », il existe
un effet temps et un effet groupe sur les dix-huit jours de prélevement. On remarque un second

pic de charge virale, assez important . a J11 dans le groupe 3, beaucoup plus modéré a J17 dans le
groupe 2.)

La comparaison des groupes par 2 et pour chaque jour (sur un total de 17 jours) montre
des différences significatives (p< 0,05) aux jours 4 et 11 pour les groupes 1 et 3 et aux jours 2, 3
et 11 pour les groupes 2 et 3. Pour les autres jours les différences de charge virale n’apparaissent
pas significatives entre les groupes.

60



nbre copies/1E8 ciopies GAPDH

5,0

4,0

3,0

2,0

——VACCIN IM
—=— VACCIN IM +IN
—— TEMOIN

1,0

0,0 #

-y

-

4444444444>4444444444444444

Jours

¢ A ad d A =

10 11 13 15 17 19

Figure 11 : Charges virales (valeur moyenne et écart-type, par groupe) des écouvillonnages nasaux en

Jfonction du jour (JO est le jour de linoculation).

Notons que comme pour les signes cliniques, il existe une variabilité inter individus assez

importante dans les titres viraux obtenus un méme jour chez des individus du méme groupe. On

observe également des cinétiques de réplication virale variable d’un individu a 'autre.

Analyse sur LBA et échantillons pulmonaires

Le virus a été détecté uniquement dans les prélevements des animaux euthanasiés 6 jours

apres inoculation virale, quel que soit le groupe. Les différences quantitatives existant entre les

titres des différents groupes s’avérent non significatives apres analyse statistique (voir Figure 12 ci-

dessous).
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Figure 12a et b : Charge virale (valeur moyenne et écart-type) des 1.BA (13a) et échantillons de poumons
(13b) prélevés sur les animanx enthanasiés six jours post-infection en fonction du groupe.
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IV. Discussion

Les résultats montrent que le candidat vaccin est capable d’induire une protection partielle
des animaux contre un challenge infectieux avec une souche de VRSB. En effet on observe des
différences significatives entre les groupes vaccinés et le groupe non vacciné en ce qui concerne

les scores cliniques, la cinétique de la réponse en IgM et la cinétique d’excrétion nasale du virus.

Toutefois, ces données restent discutables en terme de protection car notre modele
d’inoculation d’épreuve n’a pas permis de reproduire la forme sévere de la maladie. Par
conséquent, il n’a pas été possible de mettre en évidence des différences significatives entre les
groupes sur des parametres objectifs tels que la température rectale ou la fréquence respiratoire.
L’¢élaboration d’un score clinique a permis de pallier a ce probleme. Ce parametre est basé sur des
critéres subjectifs (comportement de I'animal, intensité et modification des bruits respiratoires)
qui, si ils ne sont pas un biais majeur pour ’étude puisque recueillis par le méme opérateur
chaque jour dans les mémes conditions, rendent difficilement comparables nos résultats a ceux

d’autres études.

Comment expliquer le défaut de notre modele a exprimer une forme sévere de la
maladie ? Bien qu’elle ait été prélevée sur un animal séverement atteint, la souche isolée sur le
terrain pourrait étre peu virulente. Il est également possible que les techniques d’isolement du
virus aient conduit a une perte de virulence de la souche. Ce phénomene est souvent observé a
mesure des passages en culture cellulaire. Cest d’ailleurs pour cette raison que le nombre de
passage en culture a été limité et que nous avons choisi de multiplier le virus sur veaux nouveau-
nés. La technique d’inoculation utilisée peut également étre remise en question. Il a été montré
(Bryson et al., 1983) que le fait d’associer la voie intra-nasale et intra-trachéale comme nous
I'avons fait permettait d’obtenir des signes cliniques plus marqués. Cependant d’apres les travaux
plus récents de deux équipes (Tjornehoj et al,, 2003, West et al., 1999b), il serait possible
d’améliorer encore le modecle en procédant a une inoculation plusieurs jours de suite, et en
utilisant pour la voie intra-nasale un nébulisateur permettant une exposition sur plusieurs
minutes. La souche 3761 utilisée dans cette étude avait pourtant préalablement permis de
reproduire une pathologie respiratoire majeure chez des veaux prim’holstein inoculés a un mois
(donnés personnelles) et a trois mois d’age (Boxus et al., 2007), et ce en utilisant le méme lot de
virus et dans les mémes conditions d’inoculation. Par ailleurs, on a vu que I’age était un facteur de
sensibilit¢é majeur pour les VRS. L’utilisation d’animaux plus jeunes aurait peut étre permis
d’obtenir une meilleure expression clinique. En outre, on sait quil existe des différences de
sensibilité entre les différentes races bovines. Les animaux croisés (hostein x normand) que nous
avons utilisés se sont peu étre avérés plus résistants que ceux utilisés (holstein) lors de
précédentes expérimentations avec la méme souche. Enfin, comme cela a été évoqué en
médecine humaine, il peut exister une sensibilité individuelle au virus, auquel cas il serait difficile

d’obtenir une atteinte clinique sévere sur tout un lot d’animaux n’ayant pas été sélectionnés sur ce
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critere. L’amélioration de notre protocole expérimental est limitée en partie par les inconnues qui

persistent quant a la modélisation de l'affection par le VRSB.

Si nous avons mis en évidence des différences attendues entre les groupes vaccinés et le
groupe non vaccinés du point de vue de I’évolution clinique, nous avons aussi pu noter des
différences notables entre les animaux ayant subi le méme protocole. Des impressions subjectives
en cours de manipulations nous ont conduits a comparer les scores des animaux des différentes
unités. En effet, apres analyse statistique, il s’avere qu’il existe des différences significatives dans
les scores cliniques des animaux vaccinés avec le méme protocole mais logés dans 2 unités

différentes.
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Figure 13 : a) Score clinique (moyenne et écart type) des animanx du groupe 1 selon leur unité de
logement et en_fonction du jour). b) Score clinique (moyenne et écart type) des animanx du groupe 2 selon

lenr unité de logement et en fonction du jour (JO est le jour de I'inoculation).

Les scores cliniques des animaux du groupe 1 (vaccination intramusculaire) sont
statistiquement différents a partir du 5™ jour post-inoculation selon s’ils sont logés dans I'unité 1
ou dans l'unité 2. Les veaux de I'unité 2 ont exprimés des signes cliniques plus sévéres que ceux
de l'unité 1 et les scores cliniques sont méme légerement plus élevés que ceux des animaux non
vaccinés. En ce qui concerne les animaux du groupe 2 (vaccination intra-nasale et inta-trachéale)
des différences mineures existent entre les 2 loges, avec des scores légerement supérieurs dans
P'unité 1. Aucune explication ne nous semble plausible a ce jour pour expliquer ces différences.
Est-ce un effet de 'environnement ? Cette hypothése parait peu probable dans la mesure ou nous
avons travaillé en unités de biosécurité A2 dans lesquelles les conditions d’environnement sont
scrupuleusement controlées. Peut-il s’agir d’une infection intercurrente non mise en évidence ?
Cette hypothese reste a ce jour la plus satisfaisante, bien que non confirmée par examens de
laboratoire et peu probable du fait des conditions de logement et de manipulation des animaux.

En outre, ’hypothese de 'existence d’un phénomene immunopathologique chez les animaux les
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plus malades reste possible, et étayée par 'évolution en deux phases du score clinique de certains

animaux. Cependant, aucune preuve tangible ne confirme a ’heure actuelle cette hypothese.

Le suivi sérologique a permis de confirmer la différence de réponse immunitaire sérique
entre des animaux naifs et des animaux ayant déja rencontré lantigene viral. En effet, chez les
animaux naifs, on décele une forte réponse en IgM, qui dure pendant 10 jours en moyenne,
tandis que les animaux immunisés ne produisent pas d’IgM, ou alors sur de courtes périodes.
L’analyse sérologique a en outre permis de valider la méthode Pourquier préconisée pour
diagnostiquer des infections récentes. D’apres nos résultats, ce test décele des anticorps anti-
VRSB en moyenne pendant les dix jours suivant 'infection. Le laboratoire préconise son emploi
pour le diagnostic des infections datant de moins de 15 jours. Il est possible que la différence
dans le délai de détection que nous avons obtenu et de celui du laboratoire soit due au fait que
nous avons travaillé en infection expérimentale, tandis que le test est destiné a une utilisation sur

des animaux naturellement infectés.

Les résultats virologiques montrent que la vaccination semble surtout agir sur la cinétique
de multiplication virale : 'augmentation du titre viral est plus lente et la diminution plus rapide.

En revanche, le vaccin n’entraine pas de réduction significative de la charge virale.

L’absence de protection clinique totale et 'absence de protection virologique pourraient
étre expliquées par la nature méme du vaccin. Celui-ci contient des anneaux de nucléoprotéines
du VRSH. Les génes N des VRSB et VRSH sont extrémement bien conservés mais il peut
cependant exister une différence d’épitope T entre VSRB et VRSH, qui pourrait compromettre
Pefficacité du vaccin face a une infection par le virus bovin. D’autre part, la dose de protéine N
sous forme N-SRS a administrer a été établie par extrapolation a partir d’un mod¢le d’infection
murin. Les fortes doses de protéines administrées auraient pu entrainer une anergie partielle et il
est probable qu’une dose adéquate soit a déterminer directement chez l'espece cible. Enfin, des
recherches devront étre menées pour améliorer la réponse vaccinale, notamment via ['utilisation
d’autres adjuvants ou de constructions intégrant des nucléoprotéines chimériques contenant des

épitopes neutralisants de la protéine de fusion du VRS.

Enfin, aucune différence n’a pu étre observée entre les deux protocoles d’immunisation.
Cecl pourrait s’expliquer par une réponse a la vaccination par voie nasale de mauvaise qualité ou
par une interférence entre les deux voies d’'immunisation. La constitution d’un quatriéme groupe
d’animaux vaccinés uniquement par voie intra-nasale, ainsi qu'une étude précise du profil de la
réaction immunitaire locale, auraient sans doute permis d’apporter des renseignements

supplémentaires.
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V. Conclusion

La vaccination avec les anneaux de N a induit une réponse immunitaire spécifique, et a
permis de protéger partiellement les animaux vaccinés contre une infection expérimentale avec le
VRSB. Cependant, un certain nombre de points restent a travailler. Si le modele bovin reste un
mode¢le de choix dans Iétude des VRS les signes cliniques sont difficiles a reproduire et le
protocole utilisé dans cette étude est probablement perfectible. Une étude ultérieure gagnerait
probablement par exemple et entre autres, a utiliser des animaux plus jeunes et a effectuer
plusieurs inoculations d’épreuve sur plusieurs jours. D’autre part, dans Poptique de I’élaboration
d’un vaccin destiné a Pespece bovine, il serait sans doute profitable de produire des anneaux de N
a partir d'un VRSB plutot quun VRSH. Enfin, il convient d’améliorer la réponse induite par la
vaccination par voie intra-nasale, en optimisant son intensité, sa durée et sa qualité (anticorps et
cellulaire, locale et systémique). En effet, c’est une voie a privilégier en période néonatale, et elle
s’est avéré nécessaire a lobtention d’une immunité mucosale protectrice dans le modéle
expérimental rongeur préalablement étudié. A cette fin, une premicre étape pourrait consister a
tester chez le veau différents adjuvants pour la voie intra-nasale et les comparer avec la voie

intramusculaire pour laquelle est déja établie 'immunogénicité du candidat vaccin.
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Jacob et BRSV 3 a 14 semaines Modérés (10/22) | Majorité des veaux | aucune Bronchiolite catarrhale
al., 1975 105>-1076 TCIDsp Fiévre sécrétions nasales Cellules syncytiales
3eme_ éme Abattement 4-10j PI (12/22)
passages Jetage nasal
10 ml Toux Muqueuses
respiratoires,
poumons et
tonsilles a la
nécropsie
Mohanty BRSV 6a 8 semaines | IN Modérés Tous Légere consolidation Pneumonie interstitielle
etal, 1975 | 103 TCIDso/ml 1T Hyperthermie Sécrétions nasales | pulmonaire Cellules syncytiales
11éme passage IN+IT Jetage nasal léger | 7j PI Métaplasie squameuse de
10ml Toux modérée I’épithélium bronchique
Légere tachypnée Hyperplasie des nceuds
lymphatiques
bronchiques
Mohanty BRSV 6 2 8 semaines IN+IT Aucun 2 la 2¢me 3/5 ala 2¢me Légere consolidation Pneumonie interstitielle
etal, 1976 | 1035 TCIDso/ml inoculation inoculation pulmonaire Cellules syncytiales
11éme passage Réinoculation 5 | IN + IT Meétaplasie squameuse de
10ml semaines apres I’épithélium bronchique
Hyperplasie des nceuds
lymphatiques
bronchiques
Moteane BRSV 1 semaine IN Modérés Majorité des veaux | aucune aucune
et al., 105 PFU/ml 7 mois Fievre Cavité nasale
1977 2ml Bruits
respiratoires
augmentés
Toux
Jetage nasal
mucopurulent
Lacrimation

[ oXouuy

19t

7

9. NI,

(G661 “I¢ 32 dewypog) op spnre,] op jueymide



¢L

Elazhary
et al., 1980

BRSV
2x106
TCIDsp/10ml

1 2 5 semaines

IN

Modeérés (2/11)
asévéres (9/11)
Fievre

Bruits
respiratoires
augmentés
Jetage nasal et
oculaire

Max 6 a 9; PL

Sécrétions nasales
1a12jPI

NE

NE

Elazhary
etal., 1981

BRSV

2x10°
TCIDsy/10ml
+interféron

6 semaines

Ré-inoculation
15 ou 37j P1

1T

Modérés a
Séveres

Fievre

Bruits
respiratoires
augmentés
Dyspnée
Conjonctivite et
lacrimation
Max 6-7j PI

Aucun signe
apres ré-
inoculation

Bryson et
al.,

1983

BRSV
1035-1065 TCIDs
/ml

3émc_ 7émc

passages

3246 jours

Matin: 10 ml IN
+10mlIT1

puis soir : 10ml
IN x4j

10ml IN matin et
soir x 4§

Séveres

Toux

Tachy-,
hyperpnée
Bruits
respiratoires
modifiés
Hyperthermie

Moins séveres

Consolidation pulmonaire
extensive

Minimales

Bronchite, bronchiolite,
changement alvéolaires
Cellules syncytiales

Présence, mais moins
séveres

Castelman
et al., 1985

BRSV
1041062 TCIDso
/ml

1 mois

Modérés
Jetage nasal
séreux

Toux modérée
Sifflement

Epithélium
bronchique et
trachéal (IF)
3-5) PI

Marquées (1/11)

Rhinite, trachéite,
bronchite, bronchiolite
(nécrose, cedeme et
infiltration
neutrophilique)




Annexe 2 : Diagramme chronologique des prélévements réalisés en

cours d’expérimentation

VACCIN RAPPEL INOCULATION EUTHANASIE
f — —— i f
Jo J21 J42 J63
J24 J27 J31 J39J40
Sang tube
sec X X XXX XXXXXXXXXXX X X
= IgM 1 L 3 :
Ecouvillons
nasaux
2 RT-PCR XXXXXXKX XHXXX XKKX XXX KK XXX
> EIA XX XXXXXXXX X X X

Prélévements
nécropsiques
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Annexe 3 : Plan simplifié du bitiment et répartition des groupes

d’animaux
UNITE 1
( Groupe 1 \/‘, \ Groupe 3 )
Loge 1 | . | Loge 2 | . | Loge 3 |
I I I I I
—t —t I
Loge 1 Loge 2 Loge 3
{ Groupe 3 ( Groupel
UNITE 2




Annexe 4 : Fiche de suivi clinique des animaux.

INRA - ENVT
UMR 1225 IHAP

Code:VRSB-VaccN-01
Responsable : G. MEYER

Fiche clinique

Veau:
Groupe:
N°identification:

Race:
Sexe:
Date de naissance:

Semaine N°

Date, jour

Heure

Température
rectale

Fréquence
respiratoire

Toux
0= absente
1= Sonore
2= faible

Jetage

0= absent
1= séromuqueux
2= purulent

Dyspnée
abdominale (O/N)

Refus alimentaire
0 = absent
1 = partiel
2 = total

Comportement
0 = normal
1= triste
2= abattu

Prélevements

Remarques
Paraphe
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NOM : SOULESTIN PRENOMMarion

TITRE : Evaluation expérimentale de l'efficacité d’'un catad vaccin sousHitaire contre |
virus respiratoire syncytial bovin.

RESUME :

Une étude récente a démontré qu'un candidat vacous sinitaire composé d'anneaugrrhés par |
nucléoprotéine recombinante du virus respiratoiregtial humain (nanoparticules N-SRS) pouvait gget de
souris contre une inoculation d’épreuve (Roux gt28108). L'objectif de ce projet était d’évaluer Fiebcité dt
ce vaccin chez le veau, espéce cible naturelle idis vespiratoire syncytial bovirPour cela, 24 vea
séronégatifs vis-a-vis du virus et indemnes d'itifecrespiratoire ont été divisés en 3 groupes lggmesDeus
des groupes ont été vaccinés deux fois a troisisema’intervalle selon deux modalités différerdgec deu
formulations différentes du vaccin : une adminigtra intra-musculaire seule ou une administratiotrai
musculaire et intra-nasale. Le troisieme groupestituait le groupe témoin d’animaux non vaccin€mis
semaines apres le rappel, tous les animaux oninfgétés par voie intra-nasale et intrachéale avec u
souche virulente de VRSB. Les résultats ont montr& protection clinique partielldes veaux vaccinés |
rapport aux veaux témoins, en I'absence de protestirologique majeureAucune différence n'a été mise
évidence entre les deux modes de vaccination.oBnlgsion, a vaccination avec les nanoparticuleSR& :
induit une réponse immunitaire spécifique, mais pratégé que partiellement les veaux vaccinés eaunte
infection expérimentale avec le virus respirat@yacytial bovin. Des études sont en cours pour ianed
I'efficacité vaccinale.

MOTS CLES: VRSH - VRSB - Vaccin sous-unitaire - Nucléoproteir- Infectior
expérimentale — Efficacité vaccinale - Veau

TITLE : Experimental evaluation of the efficiency of a lmv respiratory syncytiabirus
subunit candidate vaccine.

ABSTRACT :

A recent study has previously determined that #oembinant respiratory syncytial virus nucleopnotes a sub
nucleocapsid ring structure constitute an efficieatcine for mice against human RSV (Roux et &08). The
aim of this project was to evaluate the efficiemf\this vaccine candidate in calves which are natural fay
bovine RSV. Twentyfour calves free of BRSV antibodies and free frospieatory pathogens were separ.
into three homogenous groups. Two groups were mateid twice at 3 weeks interval witlio different vaccin
formulations and routes: one was vaccinated byothlg intra-muscular route, the other received biotha-
muscular and intra-nasal vaccination. The thirdugrevas the control group. Three weeks after thersec
vaccine administration, all the animals where ida@md by intra-nasal and intteacheal routes with a virule
BRSV strain. Results showed a partial clinical pcota of the vaccinated calves esmpared with the conti
ones, but no real virological protection. No difieces were observed between the two ways of vad@indio
conclude, vaccination with N nanopatrticles inducegpecific immunity response, however it oplptect calve
partly against an experimental infection with a BRStrain. Studies are underway to improve the vac
efficiency.

KEY WORDS:BRSV - HRSV - Subunit vaccine — Nucleoprotein -p&sxmental infection —
Vaccine efficiency- Calf
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