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Introduction

Les virus influenza, agents des grippes des mammiféres et de [D’influenza aviaire,
appartiennent au genre /nfluenzavirus et a la famille des Orthomyxoviridae. On distingue trois
types de virus (A, B et C) parmi lesquels seuls les virus de type A infectent a la fois ’Homme
ainsi qu’une grande diversit¢ de mammiferes et d’oiseaux. Ce sont également les seuls a étre
subdivisés en sous-types définis selon la nature antigénique de deux protéines de surface :
I’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA).

L’influenza aviaire (IA) désigne I'infection de la volaille causée par un virus de type A. La
1égislation européenne définit deux formes de la maladie : I'TA hautement pathogene et I'TA
faiblement pathogeéne. Tous les virus influenza A (VIA) hautement pathogenes (HP) pour la
volaille sont a déclaration obligatoire. Jusqu’a ce jour, seuls les sous-types H5 et H7 ont été
impliqués dans la forme hautement virulente. Cependant, en raison d’un risque de mutation
des souches faiblement pathogénes (FP) vers une forme HP, I’OIE a étendu la déclaration
obligatoire a toute forme d’IA causée par des virus appartenant aux sous-types H5 et H7.

L’ensemble des VIA dériverait d’un réservoir sauvage constitué par les oiseaux aquatiques
appartenant aux ordres des Ansériformes et des Charadriiformes. En effet, des sous-types
porteurs de chacune des HA (H1 a H16) et des NA (N1 a N9) ont été isolés chez de
nombreuses especes appartenant a ces deux ordres. Les canards de surface appartenant au
genre Anas (canard colvert, canard pilet, sarcelle) représentent le réservoir le plus important
de VIA.

Jusqu’a I’émergence, fin 2002, du virus HSN1 HP d’origine asiatique, seuls des VIA FP
étaient hébergés par les oiseaux sauvages. Cependant, lorsqu’un VIA issu du réservoir
sauvage est transmis a des volailles, ce changement d’hote se traduit par une évolution rapide
du virus pouvant aboutir, dans certains cas, a I’acquisition d’un pouvoir pathogeéne plus élevé.

En raison des conséquences économiques désastreuses causées par une épizootie a VIA HP
pour les filieres avicoles, 1’avifaune sauvage fait 1’objet d’une surveillance virologique
permanente. Parallelement, de nombreuses infections expérimentales sont menées en
laboratoire sur des canards afin de comprendre les mécanismes immunitaires qui sous-tendent
la relation hote/parasite qui lie les VIA a leur principale espéce réservoir.

Le canard dispose de différents mécanismes immunitaires pour lutter contre une infection a
VIA : 'immunité innée, I’immunité humorale et I’'immunité cellulaire. Tres peu d’études ont
été effectuées sur ce sujet et la plupart les publications disponibles traitent de 1’immunité
humorale. Néanmoins, ces travaux ont abouti a un méme constat : face a des VIA FP, les
canards ne développeraient pas de réponse anticorps systémique ou uniquement une réponse
faible et non persistante, en comparaison avec le poulet. Cependant, de nombreux facteurs
sont susceptibles de faire varier la réponse sérologique, parmi lesquels le sous-type du VIA
inoculé et la méthode d’analyse.

L’objectif de cette étude a été d’analyser la cinétique d’apparition des anticorps dans le sérum

et dans la bile chez des canards infectés expérimentalement par des VIA FP, en prenant en
compte les deux facteurs de variation cités ci-dessus. Ainsi, le virus que nous employons
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appartient a un sous-type (H7N1) qui n’a pas encore été utilisé jusqu’a ce jour dans les
travaux d’analyse de la réponse humorale des canards face aux VIA FP. Les animaux de notre
étude sont inoculés avec des virus issus de génétique inverse a partir de la souche mere H7N1.
Ces deux virus recombinants ont des pouvoirs de réplication différents chez le canard dont les
conséquences sur ’intensité de la réponse sérologique sont examinées.

D’autre part, toutes les publications scientifiques attestant de la faible réponse humorale
systémique des canards face aux VIA FP utilisent la réaction d’inhibition de
I’hémagglutination (IHA) comme technique de dosage des anticorps. Ce test est en effet la
méthode de référence, recommandée par I’OIE, pour la détection des anticorps anti-influenza
dans les sérums aviaires. Afin de tester la fiabilit¢ de ’'IHA dans la détection des anticorps
hémagglutinants chez le canard, les échantillons biologiques issus des animaux de notre
expérimentation ont également été testés par deux autres méthodes de diagnostic sérologique
mises au point dans notre laboratoire: un test ELISA H7NI indirect et un test de
séroneutralisation.

La premiere partie de cette étude réalise une synthése bibliographique des connaissances
actuelles sur les interactions entre le VIA et le canard. Aprés un bref rappel des
caractéristiques essentielles du virus influenza, les différents aspects de la relation hote-
parasite et de son évolution récente sont abordés. Le déroulement d’une infection a VIA chez
le canard ainsi que les particularités de la réponse anticorps sont ensuite détaillés en décrivant
le cas des anciens virus et celui des nouveaux virus asiatiques HP. Enfin, les méthodes
d’analyse de la réponse sérologique du canard sont présentées en insistant sur les trois
techniques mises au point au cours de ce travail.

La seconde partie est consacrée a 1’étude expérimentale. Les protocoles ainsi que les étapes
successives de leur mise au point y sont détaillés. Les résultats issus des trois techniques de
détection d’anticorps sont ensuite expos€s et comparés grace a des tests statistiques.

La dernicre partie est une analyse critique des résultats expérimentaux conduite a la lumiére

des données d’autres travaux scientifiques réalisés sur le sujet. Des hypothéses sont avancées
afin d’expliquer les résultats obtenus tout en tenant compte des limites de cette étude.
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I. Bréve présentation des virus influenza

A. Classification et nomenclature

1. Classification des virus influenza

Les virus influenza appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae, qui regroupe les virus
enveloppés avec un génome segmenté a ARN simple brin de polarité négative (Suarez et
Schultz-Cherry, 2000).

Les regles de classification et de dénomination au sein du genre Influenzavirus sont proposées
par le WHO Expert Committee (World Health Organization Expert Committee). Ainsi, on
distingue trois types de virus influenza en fonction de la nature antigénique des protéines de la
nucléocapside et de la matrice : Influenzavirus de type A, B et C (Alexander, 1993). Les virus
influenza de type B et C infectent uniquement I’Homme alors que les virus de type A sont
capables d’infecter les mammifeéres ainsi qu’une large variété d’oiseaux sauvages et
domestiques. Cependant, on considere que les hotes normaux des virus de type A sont les
oiseaux aquatiques sauvages, les goélands et les oiseaux de rivage (Suarez et Schultz-Cherry,
2000).

Les virus de type A sont divisés en différents sous-types définis par la nature des deux
protéines d’enveloppe : I’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA) (Alexander, 1993).
On dénombre a ce jour 16 variants de la protéine HA et 9 variants de la protéine NA. 144
combinaisons sont théoriquement possibles entre les variants respectifs de ces deux protéines
mais dans la réalité, seules 23 associations H-N sont connues (Albina et al, 2006).

2. Nomenclature des virus influenza

a. Nomenclature générale

La désignation des souches virales obéit a des regles internationales d’écriture. Ainsi, leur
nomenclature doit comprendre les éléments suivants (rapport Afssa, février 2008):

(1) le type antigénique (A, B ou C)

(2) I’héte d’origine (pour les souches animales uniquement)

(3) la localisation géographique de la premicre isolation

(4) le numéro d’ordre de la souche

(5) I’année d’isolement de la souche

(6) pour les virus influenza de type A : la désignation du sous-type H et N

Par exemple, la dénomination A/turkey/England/199/79 (H7N7) signifie que la souche virale
fait partie des virus influenza de type A, qu’elle a été isolée a partir d’'une dinde en Angleterre
en 1979, qu’elle est référencée sous le numéro 199 et qu’elle appartient au sous-type H7N7
(Murphy et al, 1995).
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b. Cas particulier du virus A H5N1 HP

La nomenclature du virus influenza A/H5N1 hautement pathogeéne a fait apparaitre, a cause
de son importance particuliére, un autre élément : son « génotype ». Le génotype d’un virus
fait référence a sa séquence génétique spécifique. Ainsi, pendant longtemps, le géne codant
pour ’HA HS5 n’avait pas été remplacé chez les virus influenza A HSN1 HP isolés depuis
1996, alors que les autres geénes avaient subi des réassortiments génétiques a 1’origine d’une
série de génotypes (Kim et al., 2008). En 2001, six génotypes étaient connus (les génotypes
A, B, C, D, E et Xj), tous venant de la volaille. Au début de 2002, huit nouveaux génotypes
furent découverts, appelés V, W, X, X5, X3, Y, Z et AR remplagant les anciens génotypes (A-
E). A D’exception des génotypes Xy a X3, tous les nouveaux portaient une mutation sur une
des protéines internes (la protéine NS2). En plus, tous les génotypes a I’exception des B, W et
Z" avaient perdu vingt acides aminés sur la protéine NA. Le génotype Z est maintenant le
génotype dominant en Indonésie, en Thailande, au Vietnam et dans le sud de la Chine.

Petit-a-petit, le geéne codant pour ’'HA HS5 a évolué pour donner lieu a des virus
antigéniquement distincts. C’est pourquoi le génotype Z a ensuite été subdivisé en 10 sous-
groupes antigéniques, appelés « clades » 0 a 9. Parmi ces 10 clades, le clade 2 est divisé en 5
sous-clades (2.1 a 2.5). Les sous-clades 2.1 et 2.3 sont a leur tour partagés en sous-clades :
2.1.1a2.1.3et2.3.12a2.3.4 respectivement. La majorité des virus influenza A HSN1 circulant
en 2010 (en incluant a la fois les cas aviaires et humains) appartiennent aux clades 1 et 2
(http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/guidelines/nomenclature/en/).

B. Structure virale et implication dans la réponse immunitaire a
médiation humorale

1. Structure générale des virus influenza A

Les virus influenza de type A sont enveloppés, de forme sphérique ou filamenteuse, leur
diametre variant de 80 a 120 nm. En microscopie électronique, ils apparaissent comme des
sphéres recouvertes de spicules correspondant aux deux glycoprotéines d’enveloppe. Cette
enveloppe est dérivée de lipides de membranes cellulaires et entoure la capside virale
(Murphy et al, 1995).

Le génome du virus est constitué¢ de 8 fragments d’ARN indépendants codant pour 10
protéines différentes. Ces protéines peuvent Etre classées en trois catégories : les protéines de
surface, les protéines internes et les protéines non structurales qui ne sont pas contenues dans
la particule virale.

Les protéines de surface sont au nombre de trois : ’hémagglutinine (HA), la neuraminidase
(NA) et la protéine de matrice M2. Les protéines internes sont constituées de trois
polymérases (protéines PA, PB1 et PB2), de la nucléoprotéine (NP), de la protéine de matrice
M1 et de la protéine non structurale NS2. La protéine non structurale NS1 est la seule a ne pas
étre contenue dans la particule virale. Elle est cependant produite en grande quantité dans les
cellules infectées (Suarez et Schultz-Cherry, 2000).
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Figure 1 : Illustration de la structure externe et interne d’un virus influenza A vu en
coupe (www.futura-sciences.com/fr/doc/t/medecine-1/d/la-grippe-aviaire-et-sa-transmission-
chez-lhomme-13 647/c3/221/p2/)

Lorsqu’un organisme est infecté par un virus influenza, les anticorps produits par le systeéme
immunitaire peuvent étre dirigés contre chacune des protéines virales. Cependant, chaque type
d’anticorps n’a pas la méme importance en terme de protection de 1’hdte. Ainsi, les protéines
de surface sont les seules capables d’induire la production d’anticorps neutralisants a I’origine
d’une réponse immunitaire protectrice (Suarez et Schultz-Cherry, 2000 ; Alexander, 1993).

2. Les protéines de surface

a. L’hémagglutinine

L’hémagglutinine virale est une protéine trimérique composée de deux sous-unités a 1’origine
de ses deux principales fonctions : la sous-unité HA1 constitue le site de liaison du virus au
récepteur acide sialique des glycolipides de la cellule cible ; la sous-unité HA2 constitue le
domaine de fusion qui permet I’entrée du génome viral a D’intérieur de la cellule hote
(www.futura-sciences.com/fr/doc/t/medecine-1/d/la-grippe-aviaire-et-sa-transmission-chez-
lhomme-13 647/c3/221/p2/). Cette protéine virale est I’antigéne le plus important en terme
d’induction d’une immunité protectrice. Au moins 5 sites antigéniques ont été identifiés pour
les virus influenza humains, chaque site étant capable d’induire la production d’anticorps
neutralisants. Des observations similaires ont été faites pour un virus aviaire de sous-type HS
(Suarez et Schultz-Cherry, 2000).
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Figure 2 : Représentation schématique de I’hémagglutinine d’un virus influenza A avec
ses deux sous-unités HA1 (en vert) et HA2 (en rouge) (www.futura-sciences.com/fr/doc/t/
medecine-1/d/la-grippe-aviaire-et-sa-transmission-chez-lhomme-13_647/c3/221/p2/)

b. La neuraminidase

La neuraminidase est une protéine tétramérique a activité enzymatique. Elle permet aux
nouveaux virions bourgeonnant a la surface cellulaire d’étre libérés de leur attache en clivant
les liaisons osidiques formées entre 1’hémagglutinine et les résidus d’acide sialique. Cet
antigene est également a 'origine de la production d’anticorps neutralisants (Suarez et
Schultz-Cherry, 2000). Cependant, Johansson ef al ont montré que des souris immunisées
uniquement avec la protéine NA excrétaient moins de virus, alors que celles vaccinées avec la
protéine HA n’excrétaient pas du tout de virus (Johansson et a/, 1989). Il semble donc que les
anticorps dirigés contre la neuraminidase soient moins protecteurs que ceux dirigés contre
I’hémagglutinine.

Figure 3 : Représentation schématique de la neuraminidase d'un virus influenza A
(www.futura-sciences.com/fr/doc/t/medecine-1/d/la-grippe-aviaire-et-sa-transmission-chez-
lhomme-13 647/c3/221/p2/)
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c. La protéine de matrice M2

La protéine de matrice M2 se présente comme un pore enchassé dans I’enveloppe virale. Elle
se comporte comme un canal ionique et régule le pH interne du virus par le transport d’ions
H'. Elle agit en association avec 1’hémagglutinine dans les processus de décapsidation qui
permettent la libération du génome viral dans le cytoplasme de la cellule hote (www.futura-
sciences.com/fr/doc/t/medecine-1/d/la-grippe-aviaire-et-sa-transmission-chez-lhomme-

13 647/c3/221/p2/). Chez la souris, des anticorps dirigés contre la protéine M2 ne proteégent
pas completement mais permettent de diminuer la quantité de virus excrété. Le principal
avantage de ces anticorps est 1i¢ au fait que la protéine M2 est un antigéne bien conservé pour
tous les virus influenza de type A. Ils pourraient donc potentiellement fournir une protection
immunitaire contre tous les sous-types viraux. Cependant, aucune étude n’a été réalisée afin
de déterminer si ces anticorps seraient protecteurs chez le poulet (Suarez et Schultz-Cherry,
2000).

3. Les protéines internes

La protéine M1 ou protéine matricielle est la plus abondante des protéines virales. Elle
s’associe a la partie intracellulaire des protéines de surface et a la nucléoprotéine, et assure la
rigidité de I’enveloppe virale. Elle est également impliquée dans 1’assemblage des virions
(rapport Afssa, février 2008).

Les nucléoprotéines (NP) s’associent a chaque segment d’ARN viral pour former huit
nucléocapsides (ou ribonucléoprotéines) a symétrie hélicoidale qui emballent I’ ARN.

Les protéines PA, PB1 et PB2 forment un complexe polymérase qui s’associe avec les

nucléocapsides et interviennent dans le contrdle de la transcription et la réplication de ’ARN
viral.

PE2 Influenza virus RNP

(-) sense ssRNA

Figure 4 : Illustration d'une ribonucléoprotéine de virus influenza A (www.futura-
sciences.com/fr/doc/t/medecine-1/d/la-grippe-aviaire-et-sa-transmission-chez-lhomme-
13 647/c3/221/p2/)
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La protéine NS2 assure le transport des ribonucléoprotéines nouvellement formées du noyau
vers le cytoplasme (www.futura-sciences.com/fr/doc/t/medecine-1/d/la-grippe-aviaire-et-sa-
transmission-chez-lhomme-13 647/c3/221/p2/).

La réponse anticorps peut étre dirigée contre ces protéines internes dont la séquence est trés
bien conservée. Cependant, ces anticorps ne sont pas protecteurs (Suarez et Schultz-Cherry,
2000).

4. La protéine non structurale NS1

La protéine NS1 est produite directement dans la cellule infectée et n’est pas incorporée dans
les nouveaux virions. Elle joue un réle dans I’échappement du virus a 1’action antivirale de
I’interféron (Kamps et al, 2006).

C. Déroulement de P’infection virale (Murphy ez al, 1999 ; Alexander, 1993)

L’adsorption du virus a une cellule cible implique la reconnaissance des récepteurs acides
sialiques par I’hémagglutinine virale. L’extrémité distale de chaque sous-unité de I’HA se fixe
a I’acide sialique lié a une molécule de galactose. Les virus de type A sont capables de
reconnaitre deux variétés d’acide sialique (SA): I’acide N-acétylneuraminique (NeuAc) et
I’acide N-glycolylneuramique (NeuGc) qui s’attachent a une molécule de galactose voisine
par deux types de liaisons, 02,3 (chez les oiseaux) ou 02,6 (chez ’Homme).

L’entrée dans la cellule se fait grace au clivage de ’'HA en ses deux sous-unités par une
protéase cellulaire. Ce processus permet 1’exposition du peptide de fusion responsable de
I’entrée du virion dans la cellule par endocytose.

L’endosome contenant la particule virale migre vers I’intérieur de la cellule. Au cours de cette
migration, le pH endosomal devient acide. Grace a I’action de la protéine M2, la baisse de pH
se répercute a lintérieur de la particule virale, ce qui provoque un changement de
conformation de la protéine HA a Dl'origine de la fusion de 1’enveloppe virale avec la
membrane endosomale.

Le génome viral est alors libéré dans le cytoplasme puis transporté dans le noyau ou la
transcription et la réplication de ’ARN prennent place. La synthése des protéines virales se
déroule dans le cytoplasme ou dans le réticulum endoplasmique granuleux en utilisant des
mécanismes de traduction cellulaires.

Enfin, les nouveaux virions sont assemblés puis bourgeonnent a la surface cellulaire. Leur

libération se fait grace a la neuraminidase qui détruit les récepteurs acides sialiques auxquels
est fixée 'HA.
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Replication cycle of influenza viruses

=)
membrane protein
R

ribosomes "-"L TEiNﬁ-LATIDN
nuchu: ."I-
/i}’_\' mRN.ﬁ.
mRHA 1]'!1“191':-
»

RHA replication 'H.._ NP‘ P 5

Golgi apparatus
endosome - %

endoplasmic reticulum

insertion of
envelope proteins
into plasma

o membrane

completion of
glycasylation
of envelape
proteins

symhesis and glycosylation
of envelope proteins

Figure 5: Illustration du cycle de réplication du virus influenza
(Murphy et Webster, 1996)

D. Variations génétiques des virus influenza A

(OMS, janvier 2005; Albina et al, 2006 ; www.futura-sciences.com/fr/doc/t/medecine-1/d/la-

grippe-aviaire-et-sa-transmission-chez-lhomme-13_647/c¢3/221/p2/)

Les virus influenza sont pourvus d’une grande plasticité génétique responsable de leur survie
a plus ou moins long terme. Trois mécanismes d’évolution génétique sont possibles : la dérive
antigénique, la cassure antigénique et les recombinaisons génétiques. Ce dernier mode

d’évolution est cependant rare parmi les virus influenza.

1. La dérive génétique

La dérive génétique est la conséquence du caractere peu fidele de ’enzyme ARN polymérase
ARN dépendante dont les erreurs de lecture commises au cours de la réplication virale ne sont
pas réparées. Elle résulte également de la pression de sélection exercée par les anticorps
neutralisants sur les sites antigéniques de I’HA. Ces erreurs aboutissent a des mutations
ponctuelles au niveau des bases nucléotidiques des geénes viraux et par conséquent a des

modifications au niveau des protéines pour lesquelles ils codent.
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Ces variations antigéniques sont mineures, surviennent environ tous les deux a trois ans et
apparaissent essentiellement pour I'hémagglutinine et a moindre titre pour la neuraminidase.
Cependant, des erreurs répétées lors de la copie de I’ARN par la polymérase virale
(mécanisme dit de « bégaiement ») sont responsables de I’insertion de résidus basiques au site
de clivage de I’hémagglutinine, principal mécanisme d’acquisition de la virulence (rapport
Afssa, février 2008). Tous les génes codant pour les autres protéines virales peuvent a priori
subir des mutations, dans la limite ou les protéines codées par ces genes conservent des
fonctions compatibles avec la réplication virale.

La dérive ou glissement antigénique concerne un sous-type, pour lequel apparaissent des
variants successifs qui different progressivement de la souche d'origine. Ce mécanisme
d’évolution génétique assure la survie du virus a court terme. La vitesse d’apparition des
petites variations fait que les populations restent sensibles a 1’infection. Ces remaniements du
génome concourent a l'apparition d'épidémies annuelles limitées en raison de I'échappement
partiel du virus a la réponse immunitaire de 1'hote. Il apparait que chaque nouveau variant de
virus grippal A, capable de réinfecter un individu préalablement exposé, présente au moins
quatre substitutions d'acides aminés au niveau d'au moins deux sites antigéniques de
I'hémagglutinine.

Le taux d'évolution des virus influenza aviaires est beaucoup plus élevé chez les volailles que

chez 1'hote naturel, représenté par les oiseaux sauvages. Les erreurs dans les génes codant la
neuraminidase et 'hémagglutinine sont les plus fréquentes.

2. La cassure antigénique

La cassure antigénique est rendue possible par le caractére fragmenté du génome des virus
grippaux. Ceci facilite I’échange de segments d’ARN au cours de la co-infection par des virus
grippaux de génotypes différents, qui peut alors faire apparaitre un nouveau sous-type viral,
enticrement ou en grande partie inconnu du systéme immunitaire de 1’hote. Ce mode
d’évolution génétique permet la survie a long terme du virus: le systétme immunitaire de
I’héte est naif par rapport a un nouveau sous-type viral et ce dernier peut alors toucher une
population trés importante d’hdtes sensibles.

Ce phénomene de réassortiment est particulierement important pour 1’évolution antigénique
des virus influenza, dans la mesure ou il peut conduire au changement complet d’une
molécule de surface telle ’'HA ou la NA. Cet événement est caractérisé par le remplacement
de ’HA et/ou de la NA par une HA et/ou une NA d’un type moléculaire différent. Il n’existe
que chez les virus influenza de type A, au sein desquels il peut aboutir a ’apparition de
nouveaux sous-types.

Deux espéces animales domestiques peuvent jouer un rdle particulier dans le réassortiment
des VIA : un oiseau, la caille et un mammifere, le porc. En effet, ces deux animaux possedent
des récepteurs a la fois aux virus influenza d’origine aviaire (acides sialiques liés au galactose
par une liaison 0-2,3) et humaine (acides sialiques liés au galactose par une liaison a-2,6).

La caille peut donc, comme le porc, constituer un environnement favorable a 1’émission de
virus influenza recombinants et constituer un hdte intermédiaire potentiel (rapport Afssa,
février 2008).
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Figure 6 : Les trois mécanismes d’évolution génétique des virus influenza A
(Webster et Hulse, 2004)
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I1. Les interactions entre le virus influenza aviaire et le canard

A. Une relation hote/parasite en évolution

1. La théorie du réservoir

Les virus influenza A sont capables d’infecter une grande variété d’especes animales.
Cependant, c’est parmi les oiseaux sauvages qu’ont été retrouvées la plus grande diversité et
la plus importante quantité de virus (Alexander, 1993). Les recherches effectuées depuis une
quarantaine d’années permettent aujourd’hui de considérer que les hotes-réservoirs principaux
des virus influenza A aviaires faiblement pathogeénes sont les oiseaux aquatiques sauvages
appartenant a deux ordres : les Ansériformes et les Charadriiformes (rapport Afssa, février
2008).

a. Découverte des premiers indices

1955 fut ’année ou 1’on réalisa pour la premicre fois que les virus influenza A pouvaient
infecter les oiseaux. Cependant, le premier isolement d’un virus influenza aviaire chez des
oiseaux sauvages a été fait en 1961 chez des sternes pierregarins (ordre des Charadriiformes),
a la suite d’une importante mortalité¢ apparue en Afrique du Sud. Il s’agissait d’une souche
hautement pathogéne H5N3 (rapport Afssa, février 2008). Les isolements occasionnels de
virus parmi les oiseaux sauvages furent considérés comme non usuels et peu significatifs
jusqu’en 1972, date a laquelle des canards sauvages furent impliqués pour la premiere fois
dans I’écologie des virus influenza (Suarez et Schultz-Cherry, 2000).

Ces premiers isolements fournirent les premiers indices concernant le réservoir énorme
(autant en nombre qu’en variété) de virus influenza maintenus parmi la population d’oiseaux
sauvages (Alexander, 1993).

b. Le canard : principal réservoir des sous-types viraux

Depuis ces premicres découvertes, de nombreuses études d’épidémiosurveillance ont été
menées. Ainsi, les 16 types antigéniques de ’HA et les 9 types antigéniques de la NA ont été
retrouvés parmi les oiseaux sauvages (Suarez et Schultz-Cherry, 2000).

Stallknecht et Shane ont établi la liste des espéces aviaires excrétant du virus. Ces especes
sont réparties en 12 ordres parmi lesquels se trouve I’ordre des Ansériformes. Les isolements
viraux provenant des autres ordres ont €té completement éclipsés devant le nombre, la variété
et I’étendue de la distribution des virus influenza chez les Ansériformes (Stallknecht et Shane,
1988). D’autres ¢tudes ont montré que les canards hébergeaient la plupart des sous-types de
I’HA et tous les sous-types de la NA (Stallknecht, 1998). Les canards de surface appartenant
au genre Anas (canard colvert, canard pilet, sarcelle) représentent le réservoir le plus
important de virus influenza A (prévalence supérieure a 10%). Les canards plongeurs et les
tadornes sont moins souvent trouvés infectés (prévalence respectivement de 10 et 2%), de
méme que les cygnes et les oies (prévalence respectivement de 2 et 1%) (rapport Afssa,
février 2008).

Les limicoles européens, quant a eux, ne joueraient pas de rdle dans 1’écologie des virus
influenza aviaires, contrairement aux limicoles d’Amérique du Nord (rapport Afssa, février
2008).
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Les différents sous-types HA et NA ne sont pas distribués de fagcon égale a ’intérieur de la
population de canards. Ainsi, dans une étude, il apparait que les sous-types H6, H3 et H4 de
I’HA et les sous-types N8, N2 et N6 de la NA y sont prédominants (Sharp et al, 1997).
Inversement, certains sous-types de I’HA ne sont typiquement isolés qu’en faible nombre
chez les canards sauvages, notamment les sous-types H5 et H7. Cette observation a d’ailleurs
conduit un chercheur a émettre I’hypothese que les canards sauvages ne seraient peut-étre pas
le principal réservoir pour tous les sous-types HA des virus influenza (Sharp et al, 1993).
Cependant, les virus influenza provenant des oiseaux aquatiques migrants sont toujours
considérés comme la premicre source d’infection de la volaille (Suarez et Schultz-Cherry,
2000).

¢. Preuves de I’adaptation du virus a son hote

D’autres arguments soutiennent cette théorie du réservoir représenté par les oiseaux
aquatiques sauvages. En effet, chez d’autres espéces animales comme le poulet, la dinde ou
les mammiferes, les virus influenza A ont un taux d’évolution rapide. Ceci est supposé étre la
conséquence de changements adaptatifs du virus pour survivre chez des especes hotes
anormales. En revanche, chez les canards, le taux d’évolution des virus influenza est lent. Ces
derniers semblent avoir atteint un état de stase évolutive chez cette espece, avec aucune
preuve d’évolution nette au cours des 60 dernicres années. Cette constatation semble étre liée
au fait que le virus est bien adapté a cette espece et que des changements de nucléotides ne lui
conférent aucun avantage sélectif (Murphy et Webster, 1996).

D’autre part, les canards infectés par les virus influenza A ne présentent généralement aucun
signe clinique alors que ces mémes virus peuvent étre responsables d’épidémies de maladies
séveres lorsqu’ils sont transmis a d’autres espeéces aviaires ou a des mammiferes, incluant
I’Homme (Sturm-Ramirez et al, 2004). La nature non virulente des infections a virus
influenza aviaire chez les canards peut étre le résultat d’une adaptation du virus a cet hote au
cours des siecles, créant un réservoir qui assure la perpétuation du virus (Murphy et Webster,
1996).

Les canards domestiques, qui sont communément infectés par les virus influenza aviaires,
jouent probablement un role important dans la transmission des virus a partir du réservoir
naturel sauvage aux autres especes aviaires et aux mammiferes (Suarez et Schultz-Cherry,
2000).

2. Evolution du pouvoir pathogéne pour le canard (Sturm-Ramirez et al, 2004)

Les virus influenza ont longtemps été dans un état de stase évolutive chez les oiseaux
aquatiques sauvages, provoquant habituellement une infection silencieuse. Jusque fin 2002,
tous les sous-types, y compris les virus HSN1 hautement pathogénes pour la volaille, ne
causaient aucun signe clinique chez les canards. Cependant, cet équilibre a été rompu avec
I’émergence, en décembre 2002 a Hong-Kong, d’un génotype unique du virus H5NI1
hautement pathogéne. Ce nouveau génotype, nommé Z+, a caus¢ la mort de nombreux
oiseaux aquatiques sauvages, dont des canards. L’épizootie a débuté dans deux parcs de
Hong-Kong (Penfold Park et Kowloon Park) abritant des populations d’oiseaux aquatiques
résidents ainsi que des oiseaux sauvages en migration venant régulicrement s’alimenter dans
les bassins. A Penfold Park, 31 oiseaux aquatiques succomberent au virus ; les autres furent
abattus pour des raisons de protection sanitaire. A Kowloon Park, ’ensemble des oiseaux
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résidents furent isolés et placés en quarantaine dés que le virus HSN1 fut identifié. Au total,
105 oiseaux décéderent. Pour la premicre fois depuis 1961, on enregistra de la mortalité
causée par un virus influenza parmi les oiseaux aquatiques, en particulier les canards.

La plupart des oiseaux touchés par I’infection sont décédés rapidement sans signe clinique
mais dans 40% des cas des signes d’atteinte sévere du systéme nerveux central ont été notés.

Par la suite, des études d’infections expérimentales menées sur des canards sont venues
confirmer ces observations.

Selon certains auteurs (Webster, cité par van Den Berg, 2006), la plupart des souches de virus
H5N1 HP isolées au Vietnam, en Indonésie et en Thailande aprés 2002 sont devenues
hautement pathogénes pour le canard domestique. Selon d’autres (Pantin-Jackwood et al.
2006 ; Pantin-Jackwood et Swayne, 2007), ces souches, apres étre devenues hautement
pathogenes pour le canard en 2002, auraient ensuite retrouvé un caractére peu pathogéne pour
cette espece, en liaison avec une durée d’excrétion prolongée de quelques jours et une charge
virale plus élevée.

B. Déroulement de I’infection chez le canard

1. Cas des virus influenza A isolés avant fin 2002

Avant I’émergence des nouveaux virus H5N1 lors de I’épizootie de Hong-Kong, les canards
¢taient considérés comme peu sensibles a tous les virus influenza A y compris les souches
hautement pathogeénes pour le poulet et la dinde. Les signes cliniques produits par une
infection a un virus influenza sont cependant susceptibles de varier en fonction de 1’age des
animaux, de la présence d’une infection bactérienne concomitante et des facteurs
environnementaux (Alexander, 1993).

a. Une infection entéritique silencieuse a transmission fécale-orale pour les
VIA FP

Des canards (Anas platyrhynchos et Cairina moschata) infectés expérimentalement par voie
orale et intra-trachéale avec différents VIA FP isolés a partir d’écouvillons cloacaux de
canards sauvages ne déclarent jamais de signe de maladie. Dés la premicre heure suivant
I’inoculation, du virus peut étre détecté dans des écouvillons cloacaux sans jamais étre détecté
dans le sang ou d’autres organes. A partir du deuxieme jour, le virus est détectable dans les
poumons et avec un titre élevé dans le rectum. Il reste ensuite présent uniquement dans le
caecum et le rectum et est excrété a forte concentration dans les feces. Cela suggere que les
virus influenza passent dans le tube digestif des canards et se répliquent dans les portions
intestinales distales. Le site précis de réplication a été localisé aux cellules mucosales bordant
tous les segments d’intestin postérieurs au duodénum (Webster ef al/, 1978). Certains auteurs
ont identifié les cellules épithéliales non différenciées des cryptes intestinales comme le site
de réplication privilégié des VIA FP (Kida ef al, 1980). D’autres ont cependant récemment
montré que les cellules épithéliales intestinales différenciées étaient le site de réplication
majeur de virus influenza H7N1 faiblement pathogenes (Soubies ef a/, 2010). Il est en réalité
probable que la localisation histologique précise de réplication des VIA FP dans I’intestin des
canards soit influencée par la souche virale ou par des déterminants dépendants de I’hote
(Soubies et al, 2010).
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Ces observations ont été vérifiées pour les virus influenza faiblement pathogenes et sont
également vraies pour le poulet (Wood et al, 1995). D’autre part, la forte concentration virale
dans les feces des canards ainsi que la longue stabilité des virus dans une eau non chlorée
(plus de 30 jours a 4°C) offre un mode de transmission logique des virus influenza par la voie
fécale-orale (Webster et al, 1978).

b. Particularité des virus influenza hautement pathogénes pour le poulet

L’infection de canards avec des virus influenza hautement pathogénes pour le poulet ne
provoque pas non plus de signe clinique. En revanche, les sites de réplication des virus ne
sont plus limités au tube digestif distal et a I’appareil respiratoire mais a la plupart des tissus
de I’organisme. La quantité¢ de virus détecté dans les tissus des canards est similaire a celle
observée chez les poulets avec une exception notable, le cerveau. Cet organe est en effet le
tissu le plus séverement infecté chez le poulet alors qu’il est celui présentant la charge virale
la plus faible chez le canard. Cette association entre le pouvoir pathogeéne et la charge virale
dans le cerveau peut probablement expliquer la faible pathogénicité chez le canard de virus
influenza hautement pathogenes chez le poulet (Wood et al, 1995).

2. Cas des virus influenza A HSN1 HP de génotype Z+ isolés a partir de fin 2002

a. Une infection systémique létale

1. Observations de terrain lors de 1’épizootie de Hong-Kong

Les virus HSN1 HP qui ont émergé a Hong-Kong en décembre 2002 ont provoqué des signes
cliniques séveres ainsi qu’une forte mortalité parmi les canards de Penfold Park et Kowloon
Park. De nombreux animaux sont décédés rapidement sans symptome. Les autres ont présenté
une perte d’appétit, de la léthargie, une perte de poids, des difficultés a se déplacer ainsi que
des dysfonctions séveres du systeme nerveux central (dépression, paralysie, convulsion, port
de téte anormal). Une minorité d’oiseaux a présenté du jetage, de 1’épiphora et de la diarrhée.
Dans tous les cas, les canards qui ont manifesté des signes cliniques sont morts en 1’espace
d’une journée (Sturm-Ramirez et al, 2004).

1i. Description d’infections expérimentales

Les observations cliniques faites sur des canards infectés expérimentalement varient
légerement selon les études (Sturm-Ramirez et al, 2004 ; Londt et al, 2008 ; Vascellari et al,
2007). Tous les auteurs enregistrent cependant un taux de morbidité et de mortalité important
(proche ou égal a 100%). Les rares animaux survivants présentent des séquelles
neurologiques irréversibles incompatibles avec la survie en milieu naturel. Les premiers
symptdmes observés débutent entre le deuxieme et le quatrieme jour post-infection. Ils
consistent en de la léthargie, de 1’ataxie, une perte de poids importante (Sturm-Ramirez et al,
2004) ou en une légere dépression accompagnée d’une conjonctivite (Vascellari et al, 2007).
La maladie progresse ensuite rapidement en 1 a 3 jours vers des symptdmes neurologiques
séveres (torticolis, incoordination, convulsions, secouements de téte incontrélés). Le temps de
survie varie entre 3 et 7 jours. Une étude rapporte une progression plus rapide de 1’infection
avec I’apparition d’emblée de signes neurologiques suivie d’une détérioration rapide de 1’état
général nécessitant 1’euthanasie des canards deés le lendemain de I’apparition des signes
cliniques (Londt et al, 2008).
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b. Transmission du virus par la voie orale-orale

Des écouvillons cloacaux et trachéaux réalisés sur les canards infectés révelent une charge
virale trés basse dans les écouvillons cloacaux. Cette charge virale est en revanche
significativement plus élevée dans les écouvillons trachéaux (Londt er al, 2008 ; Sturm-
Ramirez et al, 2004). L’excrétion cloacale disparait rapidement (dés quatre jours post-
infection) alors que les canards survivants excrétent du virus par la trachée pendant 10 jours
(Sturm-Ramirez et al, 2004). Une étude d’immunofluorescence indirecte réalisée sur les
organes de canards touchés par le virus HSN1 en Thailande montre 10 a 30% de positivité
dans les tissus respiratoires alors qu’aucun antigéne viral n’est détecté dans le rectum et que la
positivité dans le duodénum n’est que de 5% (Antarasena et al, 2006). Ces observations
prouvent que la voie classique de transmission des virus influenza par la voie fécale-orale a
changé avec les nouveaux virus HSN1. Ainsi, la transmission par aérosol et par la voie orale-
orale est devenue le mode principal de transmission (Antarasena et al, 2006 ; Sturm-Ramirez
et al, 2004 ; Londt et al, 2008).

c. Acquisition d’un neurotropisme et d’un cardiotropisme

L’étude du tropisme tissulaire montre des pics de présence du virus dans de nombreux
organes durant la phase précoce de I’infection suivie d’une chute rapide de la charge virale.
En revanche, a partir du troisiéme jour, une charge virale élevée est détectée dans le cerveau
et le cceur. La présence du virus augmente de fagon continuelle dans ces deux organes jusqu’a
la mort des animaux (Sturm-Ramirez et al, 2004 ; Londt et al, 2008). Aucun signal n’est en
revanche détecté dans les entérocytes mais le virus est présent dans les neurones du plexus
myenterique chez certains animaux (Londt ez al, 2008). Ces résultats montrent que les virus
H5N1 HP émergents ont une dissémination systémique massive chez le canard et ont acquis
des caractéristiques neurotropiques marquées. La mort des animaux est probablement la
conséquence du développement rapide d’une insuffisance des deux organes les plus touchés
que sont le coeur et le cerveau (Londt ef al, 2008). L’analyse histophatologique des différents
organes montre des Iésions d’encéphalite avec dégénérescence neuronale et nécrose
multifocale chez tous les animaux (Londt ez al, 2008 ; Sturm-Ramirez et al, 2004). Le cceur et
les muscles squelettiques font également partie des organes les plus touchés avec des 1ésions
de nécrose multifocale des cardiomyocytes et des myofibrilles (Londt et a/, 2008). Une étude
rapporte ¢galement le pancréatotropisme marqué d’un virus HSN1 isolé au Vietnam en 2005
(Vascellari et al, 2007). A T’analyse histophatologique, les canards infectés par ce virus
présentent essentiellement des 1ésions de nécrose multifocale dans le cerveau (60% des cas) et
le pancréas (40% des cas).
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Les canards sont donc le principal réservoir des VIA FP avec lesquels ils entretiennent une
relation stable caractérisée par 1’absence de signe de maladie. Quels mécanismes
immunitaires rendent possible une telle relation ? Le paragraphe suivant s’intéresse a
I’immunité a médiation humorale et expose une synthése des connaissances actuelles sur la
structure et le réle des immunoglobulines du canard. Afin de comprendre comment les virus
influenza interagissent avec ce systéme anticorps, les données scientifiques traitant de la
réponse sé€rologique des canards face aux VIA seront ensuite présentées.

C. Structure et fonction des immunoglobulines du canard

Les oiseaux possedent trois classes d’anticorps : les IgM, les IgY et les IgA. Le canard (tout
comme les autres especes de 1’ordre des Ansériformes) posséde en plus une version tronquée
de I’IgY : I'lgY (AFc) (Lundqvist ef al, 2006). Ces anticorps sont présents dans le sérum et les
sécrétions des canards avec une distribution tissulaire différente. Les IgM, les IgY et les IgY
tronquées se trouvent dans le sérum alors que les IgA sont exprimées dans diverses sécrétions
(Magor et al, 1998 ; Higgins et al, 1987).

1. Les IgM

Les IgM sont la seule classe d’anticorps retrouvée chez tous les vertébrés. Elles sont
présentent sous deux formes : une forme polymérique circulante, sécrétée et soluble, ainsi
qu'une forme monomérique qui sert de récepteur membranaire aux antigénes pour les
lymphocytes B (Lundqvist ez al, 2006).

o i

IgM circulante IgM transmembranaire

Figure 7 : Représentation schématique des deux formes d’IgM du canard (Lundqvist et
al, 2006)

L’IgM circulante du canard a un poids moléculaire d’environ 800 kDa. Les chaines lourdes
font 86 kDa et les chaines 1égeres 23-25 kDa (NG et Higgins, 1986). Comme chez d’autres
especes, elle est le premier anticorps sérique produit au cours de la réponse immunitaire
(Parham, 1995). Ainsi, on la détecte dés 5 jours suivant une infection (Suarez et Schultz-
Cherry, 2000).
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2. Les IgY et IgY (AFc¢)

Les IgY sont les anticorps circulants majeurs des oiseaux (Lundqvist et al/, 2006 ; Parham,
1995). Ce sont des protéines bifonctionnelles : les sites de liaison des bras se fixent a
I’antigéne tandis que les sites effecteurs du pied assurent le transport de 1’antigéne aux
éléments du complément et aux phagocytes (Parham, 1995).

a. Adoption d’une nouvelle nomenclature

Les deux formes d’IgY du canard étaient anciennement désignées par leur coefficient de
sédimentation (7,8S pour I'IgY la plus grande et 5,7S pour I'lgY tronquée). Cependant,
Magor et al ont proposé une nouvelle nomenclature basée sur les caractéristiques structurales
de ces deux immunoglobulines. Ainsi, du fait de la forte ressemblance de la région constante
de la chaine lourde de I’IgY du canard avec celle du poulet (plus de 50% d’acides aminés
identiques, conservation absolue du nombre et de la position des résidus cystéine et
tryptophane, deux sites potentiels de N-glycosylation), il a semblé approprié¢ de dénommer
cette immunoglobuline « IgY ». Pour faire apparaitre I’absence de la région Fc au niveau de
I’IgY tronquée, il a été choisi de 1’appeler « IgY (AFc) » (Magor ef al, 1992).

b. Particularité structurale des IgY (AFc¢)

L’apparition des IgY dans le sérum au cours de la réponse immunitaire est différée par rapport
a celle des IgM. De plus, chez le canard, au fur et a mesure du développement de la réponse
immunitaire, les IgY bifonctionnelles laissent la place aux IgY tronquées, plus petites, qui
peuvent lier les antigénes mais n’ont pas de site effecteur (Parham, 1995). En effet, les IgY et
les IgY tronquées difféerent dans la taille de leurs chaines lourdes (Magor ef al, 1992). La
chaine lourde des IgY consiste en un domaine a région variable et quatre domaines a région
constante, tandis que la chaine lourde des IgY tronquées posséde un domaine a région
variable et seulement deux domaines a région constante. L’ IgY tronquée est donc un
anticorps privé des domaines correspondant a la région Fc, si¢ge de la fonction effectrice
(Magor et al, 1992 ; Parham, 1995).

¢. Origine génétique de la diversité structurale des IgY du canard

Les canards possédent donc en tout trois formes d’IgY : une forme circulante avec quatre
domaines a région constante, une forme récepteur membranaire et une forme tronquée avec
seulement deux domaines a région constante (Magor ef al, 1992 ; Parham, 1995 ; Magor et al,
1994).
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Figure 8 : Représentation schématique des trois formes d’IgY du canard (Lundqvist ef al,
20006)
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La base génétique de la diversité structurale observée parmi les chaines lourdes des IgY du
canard est a présent élucidée. Magor et al ont tout d’abord montré qu’il existait deux
messages matures et indépendants, correspondant a chacune des chaines lourdes des deux
immunoglobulines circulantes (Magor et al, 1992). Puis, ces mémes chercheurs ont prouvé
qu’il existait un géne unique codant pour les chaines lourdes des trois formes d’IgY du canard
(Magor et al, 1994). Les régions constantes des trois isoformes de chaines lourdes sont codées
par sept exons qui subissent des voies alternatives de traitement des ARN pré-messagers afin
de générer les trois sortes d’ARNm codant pour les chaines lourdes.

d. L’ IgY (AFc¢) : immunoglobuline prédominante du canard au role
inconnu

Le ratio IgY/IgY (AFc) dans le sérum est d’environ 3/5. Cependant, la forme tronquée
prédomine dans la réponse immunitaire tardive. Alors que les IgY et les IgY (AFc) sont toutes
deux transmises du jaune de I’ceuf a I’embryon, la forme non tronquée est transmise
majoritairement (Lundqvist e al, 2006).

Aucune étude ne s’est rigoureusement interrogée sur I’importance fonctionnelle des IgY
(AFc). Cependant, certains scientifiques qualifient la réponse immunitaire du canard
d’ « incompétente ». En effet, ses anticorps sont produits en quantité¢ suffisante et sont
capables de lier efficacement les antigénes. Ils peuvent donc participer a l’activité de
neutralisation. En revanche, ils sont déficients dans les fonctions effectrices biologiques
secondaires comme la précipitation, I’agglutination, la fixation du complément et
I’opsonisation (Humphrey ez al, 2004). Cette déficience s’explique par la prédominance dans
le sérum de I’ IgY (AFc) qui ne possede pas de région Fc (Magor et al, 1992). Humphrey et a/
ont notamment montré que I’augmentation du taux sérique d’ IgY (AFc) en réponse a une
exposition répétée a un antigéne diminuait de fagon marquée la phagocytose des complexes
immuns par les phagocytes mononuclées (Humphrey et al/, 2004). Or, ce mode de clairance
des complexes immuns est a médiation Fc.

Malgré cet handicap apparent, les canards survivent relativement bien dans leur
environnement humide et sale. Il est donc tout a fait possible que 1’ IgY (AFc) joue un role
dans I’'immunité qui n’a pas encore été élucidé.

e. Origine évolutive des IgY et conséquences fonctionnelles

Les IgY étaient anciennement appelées IgG du fait de leur ressemblance avec les IgG de
mammiferes. Cependant, les IgY différent des IgG car elles possédent un domaine a région
constante supplémentaire (Lundqvist ez al/, 2006).

Il est probable qu’une molécule IgY-like ait été le précurseur évolutif des IgG et IgE de
mammiferes. Des arguments phylogénétiques ainsi que 1’analyse des geénes codant pour les
chaines lourdes des IgY, IgG et IgE viennent appuyer cette hypothése. D’autre part, I’IgY
combine a la fois les fonctions de I'IgG et de I'IgE. En effet, tout comme I’'IgG, I'IgY est
I’anticorps systémique majeur impliqué dans la fixation du complément, I’opsonisation et le
transfert maternel du jaune d’ceuf a ’embryon. De méme, tout comme I'IgE, I'IgY est un
anticorps sensibilisant les tissus et est impliqué dans les réactions anaphylactiques du fait de
la tres forte affinité des domaines a région constante pour les récepteurs des mastocytes
(Magor et al, 1994).

Si I’IgY combine a la fois les propriétés des IgG et des IgE, son rdle protecteur contre
I’infection peut donc induire un risque mortel par choc anaphylactique. Cependant, grace au
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mécanisme d’épissage alternatif de ’ARNm, les canards peuvent augmenter la concentration
de sites de liaison des antigénes sans augmenter parallelement 1’engagement de puissants
effecteurs, par la production d’ IgY (AFc). Il est ainsi possible que la prédominance des IgY
(AFc) dans le sérum des canards explique qu’ils aient une relation plus « amicale » avec les
virus que d’autres oiseaux, comme le poulet (Parham, 1995).

3. Les IgA

a. Expression du systéme IgA du canard

Les IgA sont les anticorps impliqués dans les fonctions de défense au niveau des surfaces
externes de I’organisme. Ils sont présents uniquement chez les mammiféres et les oiseaux.
Ces anticorps ont été¢ retrouvés dans les sécrétions des tractus digestif, respiratoire et
reproducteur ainsi que dans les sécrétions lacrymales et dans la bile (Lundqvist et a/, 2006).
Cependant, chez le canard, I’expression des IgA est la plus forte au niveau des tractus
respiratoire, alimentaire et reproducteur (Magor et al, 1998). Tres peu d’IgA sont excrétées
par les glandes de Harder dans cette espece. En comparaison, la glande de Harder est une
source importante d’IgA orbitale chez le poulet. Il est donc probable que le systeéme IgA du
canard soit relativement peu développé (Magor et al, 1998).

b. Description de I’IgA biliaire du canard

Pamela L. K. NG et D. A. Higgins ont été les premiers a montrer que la bile du canard était
une source d’immunoglobulines (NG et Higgins, 1986). Ces immunoglobulines biliaires,
anciennement nommeées IgX, sont des polymeres de 890 kDa. Leurs chaines lourdes
représentent quant a elles 75 kDa. Des comparaisons antigéniques ainsi que la détermination
du poids moléculaire de I’Ig biliaire et de ses chaines lourdes indique des ressemblances avec
I’IgM. Cependant, 1’Ig biliaire posséde des déterminants antigéniques supplémentaires et est
sécrétée indépendamment des Ig sériques (NG et Higgins, 1986). Le clonage moléculaire de
cette immunoglobuline suggere qu’elle est un véritable homologue de I’IgA (Magor et al,
1998). La structure exacte de ce polymere n’est pas connue bien qu’une organisation
tétramérique soit plausible (Magor ef al, 1998 ; NG et Higgins, 1986).
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Figure 9 : Représentation schématique des deux formes d’IgA du canard (Lundqvist et
al, 2006)
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c. Hypothéses sur ’origine des IgA biliaires du canard

Dans la plupart des systémes immunitaires mucosaux des mammiferes, les IgA biliaires sont
produites par des cellules plasmatiques localisées dans la sous-muqueuse de 1’intestin gréle et
transportées par le foie du plasma vers la bile. Chez I’Homme, certaines IgA biliaires sont
produites directement par la vésicule biliaire. Chez le rat, les IgM biliaires sont les produits
d’une sous-population de cellules spléniques qui migre de la rate au foie aprés une stimulation
antigénique. Quant au canard, on sait que son foie contient de nombreux lymphocytes mais
leur origine et leur role dans la production d’IgA ne sont pas connus (Higgins ef al, 1987).

4. Ontogénie des immunoglobulines du canard

Les Ig du canard possédent des schémas ontogéniques différents. Ainsi, les [gM sériques sont
détectées a faible concentration chez le caneton de 1 jour. Leur niveau augmente jusqu’a 1-4
mg/ml a 20-25 jours d’age et reste ensuite stable. Les IgY apparaissent chez le caneton de 1-2
jours a une concentration variant entre 2,7 et 7,6 mg/ml. Leur niveau chute ensuite 8 Img/ml a
10 jours d’age puis ré-augmente progressivement pour se stabiliser vers 2 mg/ml (NG et
Higgins, 1986).

Le systeme IgA du canard présente quant a lui un développement retardé en comparaison
avec celui du poulet (Magor et al, 1998). Ainsi, les IgA sont détectées dans la rate du canard a
partir de 14 jours d’age, et dans le duodénum a partir de 7 jours. Cependant, dans cet organe,
elles n’atteignent une concentration suffisamment haute qu’a partir de 3-4 semaines (1-10
mg/ml) (Magor et al, 1998 ; NG et Higgins, 1986). En comparaison, les IgA sont détectées
dans le sérum du poulet deés 5 jours apres 1’éclosion et dés 8 jours dans la bile (Magor et al,
1998).

Ce développement tardif du systeme IgA chez le canard est probablement une des causes de la
haute susceptibilité des canetons de moins de quatre semaines aux maladies infectieuses
respiratoires et digestives (Magor ef al, 1998).

D. Réponse sérologique du canard face au virus influenza

1. Réponse sérologique systémique

a. Résultats d’études d’infections expérimentales

1. Une réponse anticorps indétectable face aux anciens virus

Avant I’émergence, en 2002, des nouveaux virus H5N1 hautement pathogenes pour les
canards, ces derniers entretenaient une relation calme et stable avec leurs virus influenza.
Cette relation hote/parasite semble étre caractérisée par une absence apparente de réponse
anticorps face aux virus.

En effet, dés 1980, Kida et al montrent que des canards infectés expérimentalement par le
virus A/duck/Hokkaido/5/77 (H7N2) ne présentent pas de réponse anticorps détectable dans
leur sérum par la technique d’inhibition de 1’hémagglutination (IHA), ou seulement une
réponse transitoire et tres faible (titre égal au seuil de positivité (1/16) deux a quatre semaines
post-inoculation) (Kida et a/, 1980). Lorsque ces canards sont ré-inoculés avec le méme virus
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dans les 28 jours suivant la premiere infection, la réponse sérologique reste la aussi
indétectable. Les canards semblent donc résister a la réinfection malgré 1’absence d’anticorps
détectables dans leur sérum. En revanche, si les animaux sont ré-inoculés 46 jours ou plus
apres la premiere infection, une réponse anticorps secondaire €vidente est détectée par IHA
dans leur sérum (titres compris entre 32 et 256). Ceci suggere que le virus se réplique de
nouveau chez ces canards. Pour tenter d’expliquer ces résultats, les auteurs émettent
I’hypothese d’une primo-infection dont la réponse anticorps serait masquée par la formation
de complexes-immuns. Une autre possibilité serait de considérer que I’immunité protectrice
face au virus ne provient pas de la réponse humorale mais de la réponse a médiation cellulaire
ou d’une immunité locale dans le tube digestif (Kida et al, 1980).

1. Apparition d’une réponse sérologique face aux nouveaux virus H5N1
HP pour le canard

Le profil de la réponse sérologique des canards face aux virus influenza semble avoir été
modifié¢ depuis I’apparition des nouveaux virus H5N1 HP pour le canard. En effet, apres
infection expérimentale par une souche H5SN1 HP Iétale, les canards survivants présentent des
taux d’anticorps hémagglutinants plus ou moins €levés 10 a 15 jours apres 1’infection (Kim ef
al, 2008 ; Webster et al, 2006 ; Middleton et al, 2007). Ces taux varient selon les études mais
aussi selon la dose de virus inoculée (Middleton et al, 2007). Ainsi, Middleton et al montrent
que des canards infectés expérimentalement avec 10>’ EIDso du virus létal A/ Muscovy
duck/Vietnam/453/2004 (H5SN1) ne présentent ni signe clinique ni réponse anticorps a I'THA
10 jours aprés I’infection. En revanche, avec des doses infectieuses plus fortes (allant de 10>’
a 10%” EIDso), le taux de mortalité est trés élevé et les canards survivants présentent des titres
anticorps allant de 8 (pour la dose de 10*7 EIDsq) 4 128 (pour les doses les plus élevées) 10
jours apres I'infection (Middleton et al, 2007).

b. Résultats d’études d’essais vaccinaux

1. Comparaison avec la réponse sérologique du poulet

De nombreuses études destinées a tester 1’efficacité et 'immunogénicité de nouveaux vaccins
contre les sous-types H5 et H7 hautement pathogenes pour le poulet mettent en évidence la
faible réponse sérologique du canard a la vaccination par rapport au poulet.

Ainsi, aprés une seule injection intra-musculaire d’un vaccin crée a partir d’un virus H7N7
réassortant, Sakabe et al détectent des anticorps hémagglutinants capables de conférer une
immunité protectrice chez le poulet des 8 jours (Sakabe et al, 2008). Les titres IHA sériques
s’élevent a plus de 256 a 21 jours puis atteignent un pic 6 semaines apres la vaccination (titres
compris entre 1024 et 2048). Ils restent ensuite supérieurs a 256 pendant 26 semaines.

Les études réalisées chez le canard montrent en revanche une réponse sérologique tres faible,
voire indétectable, a la suite de la vaccination, malgré une protection compléte contre
I’infection par des souches de virus létales pour I’espece.

Ainsi, Kim et al testent ’efficacité de trois vaccins inactivés a virus HS5 dérivés de la
génétique inverse chez le canard par immunisation aprés une seule injection intra-musculaire
contenant 1 pg de protéine HA (Kim ez al, 2008). Trois semaines apres la vaccination, les
titres anticorps moyens induits par deux des vaccins sont détectables a I'IHA mais faibles
(titres géométriques moyens de 20 et 35). Pour le troisiéme vaccin, les titres moyens induits
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sont trés bas voire indétectables (titres géométriques moyens de 14 chez 4 animaux sur 10).
En dosant les anticorps par la technique de séroneutralisation, les auteurs obtiennent des
résultats similaires avec des titres indétectables pour deux des vaccins et bas pour le troisieme
(Kim et al, 2008). Malgré cette tres faible réponse sérologique, les trois vaccins conferent une
protection compléte contre 1’infection 3 semaines apres vaccination par un virus HSN1 [étal
pour le canard.

Middleton et al font des constatations similaires dans une étude visant a comparer 1’efficacité
d’un vaccin monovalent et d’un vaccin bivalent contre un virus H5N1 1étal chez le canard
(Middleton et al, 2007). Ainsi, apres deux immunisations a 3 semaines d’intervalle, les deux
vaccins offrent une protection compléte des canards contre I’infection par un virus HSN1 1étal
trois semaines apres la seconde injection vaccinale. Cependant, les titres anticorps détectés a
I’IHA la veille de I’infection sont trés bas pour le vaccin bivalent (titre de 4 pour 2 animaux,
titre de 8 pour un animal sur un total de 15 animaux). Pour le vaccin monovalent, les titres
sont plus hauts (compris entre 8 et 64 pour les 15 animaux) sans pour autant étre associés a
une protection plus élevée.

Dans une étude, I’efficacité et 'immunogénicité d’un vaccin H5 est comparée chez le canard
et le poulet (Webster ef al, 2006). Pour une méme dose de vaccin, les titres IHA moyens sont
4 a 8 fois plus élevés chez les poulets que chez les canards 3 semaines aprés immunisation.
Une seconde injection vaccinale réalisée 3 semaines apres la premicre produit une €lévation
des titres anticorps sériques d’environ 10 fois chez le poulet. Chez le canard, les titres sont
seulement multipliés par 4.

1. Comparaison avec la réponse sérologique de différentes especes
d’oiseaux exotiques

Cette particularité¢ des canards a produire une faible réponse sérologique systémique apres
vaccination contre un virus influenza est également visible par comparaison avec la réponse
anticorps d’un large nombre d’especes d’oiseaux exotiques. Ainsi, une étude publiée en 2007
fait état de la réponse sérologique de 550 oiseaux exotiques répartis dans trois zoos apres
vaccination avec un vaccin H5N9 inactivé (Bertelson et al, 2007). Les animaux sont
immunisés a I’aide de deux injections sous-cutanées a 6 semaines d’intervalle puis leur
réponse anticorps est analysée par IHA entre 4 et 6 semaines apres la deuxieéme injection
vaccinale. Les auteurs constatent des titres anticorps €levés pour la plupart des especes avec
un titre géométrique moyen (GMT) global de 137 et un taux de séroconversion global de
84%. Cependant, il existe des différences significatives de titre selon les espéces et les ordres.
Ainsi, I’espece qui présente la réponse sérologique la plus faible est le canard Mallard avec un
GMT de 4 et un taux de séroconversion de 0%. Inversement, le perroquet Amazone est
I’espece qui a le mieux répondu au vaccin avec un GMT de 2195 et un taux de séroconversion
de 100%. D’autre part, ’ordre des Ansériformes présente de fagon homogene une faible
réponse anticorps avec un GMT global de 33. Il partage ainsi le GMT le plus faible avec
I’ordre des Sphenisciformes (GMT= 22) et I’ordre des Piciformes (GMT= 23).
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111. Hypothéses sur I’origine de la protection des canards en I’absence de
réponse sérologique

La raison d’une protection compléte des canards en 1’absence de réponse anticorps détectable
pour la plupart des vaccins est encore inconnue aujourd’hui. Il est possible que cette
protection provienne d’une immunité a médiation cellulaire (Kim et al/, 2008 ; Webster ef al,
20006).

Cependant, la grande majorité des études utilisant 'IHA comme méthode de détection
d’anticorps, on peut également suspecter un manque de sensibilité¢ de ce test (Kim et al,
2008 ; Webster et al, 2006).

Enfin, certains auteurs s’appuient sur le manque de connaissance de la communauté
scientifique au sujet des immunoglobulines de canard pour suggérer d’éventuelles propriétés
inconnues de ces protéines (Webster ef al, 2006).

2. Réponse sérologique mucosale

Les virus influenza faiblement pathogenes isolés chez le canard sont des virus épithéliotropes
ayant pour cible principale le tube digestif distal de leur hote. D’autre part, dans les conditions
naturelles, les surfaces muqueuses sont les sites d’exposition initiale au virus (Suarez et
Schultz-Cherry, 2000). Il est donc probable que les anticorps sécrétés par la réponse
immunitaire associée aux muqueuses jouent un role important dans la protection contre
I’infection.

Des canards (4nas platyrhynchos) infectés expérimentalement par voie orale avec différentes
souches de virus influenza A H3N2 présentent une élévation de ’activité anticorps de leurs
IgA biliaires détectable deés 3 jours post-infection (Higgins ef al, 1987). Des tests de
neutralisation virale indiquent que ces IgA atteignent un pic de concentration 12 jours suivant
I’infection puis persistent a un taux relativement €levé pendant au moins 33 jours. D’autre
part, la comparaison de la concentration en immunoglobulines et de 1’activité anticorps entre
le sérum et la bile des canards infectés montre que les IgA biliaires expriment plus d’activité
anticorps par mg que les IgM ou les IgY sériques. Le développement de hauts titres anticorps
dans la bile coincide avec la fin de I’excrétion virale dans les feces.

De plus, Higgins ef al ont constaté que des canards infectés expérimentalement par des virus
influenza isolés dans la méme espece excrétent le virus par voie orale et fécale pendant
plusieurs jours. Cependant, ces virus stimulent moins 1’activité anticorps des IgA biliaires que
les virus influenza d’origine humaine ou porcine pour lesquels aucune excrétion n’est mise en
¢vidence dans les écouvillons cloacaux et oraux. Ainsi, les IgA sont les premiers composants
du systéme immunitaire du canard qui répondent différemment a des virus dont les capacités
de réplication sont différentes (Higgins ef al, 1987).
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II1. Les méthodes d’analyse de la réponse sérologique

Au cours des 35 a 40 dernieres années, de nombreuses techniques ont été développées afin de
détecter la présence d’antigénes viraux ou d’anticorps dans les échantillons biologiques
(Cross, 2002). Dans le cas d’une suspicion d’infection a influenza aviaire, des méthodes
virologiques ou sérologiques peuvent étre mises en ceuvre en fonction de 1’objectif et du
contexte (rapport Afssa, février 2008). Si un diagnostic précoce est nécessaire, les méthodes
virologiques seront privilégiées, notamment des tests de détection rapide RT-PCR. En effet,
les méthodes sérologiques ne permettent pas de détecter 1’infection a un stade précoce, la
séroconversion ne se produisant qu’en cinq a dix jours au plus tot. Sur le terrain, 1’intérét de la
sérologie réside surtout dans la détection d’infections subcliniques par des virus influenza
aviaires faiblement pathogenes, notamment dans le cadre des programmes annuels de
surveillance (rapport Afssa, février 2008).

Il existe différentes méthodes de détection d’anticorps dirigés contre les virus influenza
aviaires. La méthode la plus pratique, décrite dans le manuel de I’OIE, est le test
d’immunodiffusion double en gélose (IDG) (Alexander, 1993). Ce test permet de détecter la
présence d’anticorps anti-virus influenza de type A, quel que soit le sous-type viral. En effet,
I’IDG détecte les anticorps précipitants dirigés contre les protéines de la nucléocapside (NP)
et de la matrice (M1), ces deux antigénes étant communs aux virus influenza de type A
(rapport Afssa, février 2008). L’IDG est uniquement qualitative, mais elle demeure la
méthode de référence pour les especes poule et dinde chez lesquelles elle permet une
détection assez précoce des anticorps (deés 5-6 jours apres infection) (rapport Afssa, février
2008). Cependant, cette technique ne peut pas étre utilisée pour toutes les espéces aviaires car
toutes ne produisent pas d’anticorps précipitants spécifiques a la suite d’une infection a virus
influenza aviaire (OIE, 2009 ; Alexander, 1993). De nombreuses études suggerent notamment
que de tels anticorps seraient absents chez le canard, malgré la présence d’une excrétion virale
chez les animaux infectés (Slemons et Easterday, 1972 ; Hinshaw et al., 1980 ; Alexander et
al., 1981).

Les trois méthodes décrites ci-apres sont celles qui ont été choisies pour 1’étude expérimentale
présentée dans ce manuscrit.

A. La réaction d’inhibition de I’hémagglutination

Le test d’inhibition de I’hémagglutination a été développé dans les années 1940. Il est le test
le plus fréquemment utilis€¢ pour I’analyse antigénique des isolats de virus influenza et est
également largement utilis€¢ pour la détection et le dosage des anticorps dirigés contre de
nombreux virus aviaires dont le virus de la maladie de Newcastle, le virus de la grippe aviaire,
le virus de la bronchite infectieuse, I’adénovirus hémagglutinant (EDS’76) et le circovirus des
Psittacidae (Cross, 2002).
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1. Principe de la réaction d’inhibition de I’hémagglutination
(communications personnelles du CNR Grippe de I’Institut Pasteur)

Cette technique se base sur la propriété qu’ont certains virus d’agglutiner les hématies de
différentes especes animales de fagon quantitative et visible macroscopiquement. Dans le cas
du virus influenza, I’agglutination est due a I’attachement des molécules d’hémagglutinine par
leur site de liaison aux récepteurs des hématies. Ces récepteurs sont des acides sialiques
portés par des sialoglycoprotéines et des sialolipides ou gangliosides. Comme
I’hémagglutinine est un antigene de surface de la particule virale, I’évaluation de sa quantité
permet d’apprécier celle du virus grippal dans une suspension. C’est le principe de la réaction
d’hémagglutination.

Des anticorps spécifiques de I’hémagglutinine virale peuvent inhiber la réaction
d’hémagglutination. Cette propriété constitue la base du test d’inhibition de
I’hémagglutination. Cependant, le sérum de la plupart des especes animales contient un
certain nombre d’inhibiteurs non spécifiques pouvant provoquer des résultats faux positifs.
Ces inhibiteurs sont des glycoprotéines plus ou moins analogues aux récepteurs spécifiques
du virus qui se trouvent sur la membrane des hématies ou des cellules sensibles. Pour titrer le
taux d’anticorps spécifiques, il convient donc de se débarrasser auparavant des inhibiteurs non
spécifiques. Notons cependant que les sérums aviaires contiennent rarement de tels inhibiteurs
(Palmer et al, 1975). 1l est également recommandé d’éliminer des sérums les agglutinines
naturelles pour les globules rouges de 1’espéce utilisée pour le test, par une étape
d’adsorption.
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Figure 10 : Principe de la réaction d’inhibition de I’hémagglutination

2. Réalisation pratique

En pratique, la réaction d’IHA se déroule dans les puits d’une microplaque. Le principe du
test est de déterminer, par des dilutions successives, le taux d’anticorps capable d’empécher
I’agglutination d’une concentration standard d’hématies, dans le sérum a tester. Ainsi, une
suspension de virus influenza est tout d’abord mise en incubation avec le sérum a tester. Puis,
des globules rouges sensibles au virus dans les conditions du test sont ensuite ajoutés dans les
puits et I’incubation est poursuivie. Si une agglutination des hématies se produit, cela signifie
que le sérum ne contient pas d’anticorps spécifiques du virus. Sur la microplaque de titrage,
les hématies forment alors un film qui couvre les c6tés et le fond des puits. Inversement, si
I’on n’observe pas d’agglutination, le sérum contient des anticorps spécifiques. Les hématies
qui n’ont pas été agglutinées tombent au fond des puits et I’observation de la microplaque
montre des points distincts au fond des puits (Cross, 2002).
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I1 est important de noter que les virus influenza ne réagissent qu’avec les globules rouges de
certaines especes animales, et ceci seulement dans des conditions rigoureuses de pH, de force
ionique et de concentration en globules rouges (Cross, 2002).

Le délai d’apparition des anticorps IHA post-infection est plus tardif qu’en IDG (environ 10
jours). D’autre part, chez certaines especes aviaires, les canards en particulier, la réponse IHA
est faible et concerne peu d’individus dans un troupeau (rapport Afssa, février 2008).
Cependant, I’IHA est toujours considérée comme la méthode de référence pour la détection
d’anticorps spécifiques anti-virus influenza aviaire dans les sérums d’oiseaux (Kampf et al,
2006) et est encore employée pour des diagnostics s€rologiques de routine (OIE, 2009).

B. Le test ELISA indirect

1. Principe de PELISA et utilisations pratiques
(http:/fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme-linked immunosorbent assaywikipedia)

ELISA est un acronyme qui signifie « Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay » c’est-a-dire
dosage immunoenzymatique sur support solide. Le principe consiste a visualiser une réaction
antigéne-anticorps grace a une réaction colorée produite par ’action sur un substrat, d’une
enzyme préalablement fixée a un anticorps secondaire. L'ELISA pouvant étre utilisé tant pour
évaluer la présence d'un antigene que celle d'un anticorps dans un échantillon, c'est un outil
efficace a la fois pour déterminer des concentrations sériques d'anticorps, que pour détecter la
présence d'un antigene. Il a également trouvé des applications dans l'industrie de
l'alimentation, afin de détecter des allergénes alimentaires, comme le lait, les cacahuctes, les
noix et les ceufs.

2. Principe de fonctionnement des kits ELISA influenza commerciaux

I1 existe plusieurs protocoles ELISA. Dans le cadre de la détection d’anticorps anti-influenza
aviaire, les kits ELISA disponibles dans les laboratoires de référence et dans le commerce
détectent, pour la plupart, les anticorps dirigés contre la nucléocapside virale (Suarez et
Schultz-Cherry, 2000 ; OIE 2009). Ces tests existent en deux formats différents : un ELISA
indirect et un ELISA compétitif. L’ELISA indirect utilise des anticorps secondaires anti-
immunoglobuline d’espéce, ce qui rend ce test spécifique d’espece. L’ELISA compétitif,
quant a lui, utilise des anticorps monoclonaux de souris qui entrent en compétition avec les
anticorps du sérum a tester pour la liaison avec la nucléoprotéine virale. Des anticorps
secondaires sont ensuite dirigés contre les anticorps monoclonaux de souris. Ainsi, un sérum
positif aura une valeur d’absorbance plus faible. Le principal avantage de ’ELISA compétitif
est qu’il peut analyser des échantillons de sérum de multiples espéces d’oiseaux et de
mammiferes, excepté la souris (Suarez et Schultz-Cherry, 2000).

Des tests ELISA permettant la détection d’anticorps spécifiques H7 ou H5 ont également été
mis au point (Kampf et al, 2006).

Enfin, des kits permettant de titrer les anticorps anti-neuraminidase (N1 en particulier) sont
disponibles mais, a ce jour, ils n’ont pas fait I’objet d’une validation internationale. Les tests
permettant de différencier des oiseaux vaccinés d’oiseaux infectés, fondés sur la détection des
anticorps spécifiques de la protéine non structurale (NS) et de la protéine de matrice 2 (M2),
restent encore expérimentaux ou a valider de maniere plus approfondie (rapport Afssa, février
2008).
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3. Réalisation pratique d’un test ELISA indirect en laboratoire

En pratique, la réaction se déroule dans les puits d’une microplaque. L’échantillon biologique
a tester est déposé dans un puit ou sont adsorbés les antigénes viraux permettant ainsi aux
anticorps spécifiques de se fixer aux antigénes. Un lavage de la plaque est ensuite réalisé afin
d’éliminer les anticorps non liés. Des anticorps secondaires anti-partie constante des
immunoglobulines de 1’espéce sont ajoutés dans les puits afin de détecter les complexes
immuns formés. Ces anticorps secondaires sont conjugués a une enzyme qui a pour propriété
de réagir avec un substrat incolore pour donner un produit de réaction coloré. Les anticorps
secondaires libres sont éliminés par lavage et le substrat chromogene de 1’enzyme est ajouté.
On obtient alors un signal lumineux qui est proportionnel a la quantité d’anticorps présents
dans 1’échantillon. Ce signal lumineux est mesuré par sa densité optique grice a un
spectrophotometre préalablement étalonné sur la longueur d’onde d’absorption du composé
lumineux produit.

Le schéma suivant résume le protocole de I’ELISA indirect :

—_—

7

LAVAGE l LAVAGE
e (& S e/ N\ ——_—— .__) \_‘_____'
Puits avec lanfigéne adsorbé ajout de TAc spécifique ajout de FAc secondaire ajout du substrat et
conjugué a une enzyme mesure de lintensite

de la coloration

Figure 11 : Principe du test ELISA indirect
(http://www.inrp.fr/Acces/biotic/immuno/html/elisaind.htm)

Dans ce type de test, le virus influenza peut étre utilisé sous forme lysée. Ce sont donc les

anticorps dirigés contre tous les types de protéines virales (hémagglutinine, neuraminidase,
protéines M1, M2, NP...) qui sont détectés.

C. La réaction de séroneutralisation

1. Principe de la réaction de séroneutralisation

La séroneutralisation est une technique quantitative qui permet de mettre en évidence les
éventuels anticorps neutralisants présents dans un sérum. Le principe repose sur 1’interaction
d’anticorps contre les protéines externes du virus. Ces anticorps préviennent la pénétration et
donc la multiplication du virus dans les cellules sensibles.

La réaction de séroneutralisation n’est pas référencée dans le manuel de I’OIE. Pourtant, de
nombreux auteurs 1’utilisent comme méthode d’analyse de la réponse sérologique de
différentes especes animales ou de ’'Homme a la suite d’une infection ou d’une vaccination
contre des virus influenza A (Ninomiya et al, 2002 ; Jia et al, 2008 ; Stephenson et al, 2003 ;
Meijer et al, 2006 ; Lu et al, 2001 ; Rowe et al, 1999 ; Kayali et al, 2008 ; Kim et al, 2008 ;
Sakabe et al, 2008 ; Rao et al, 2008).
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2. Réalisation pratique

Pour mettre en ceuvre la réaction, des quantités constantes de virus sont mises en contact avec
des dilutions en série du sérum a tester puis inoculées a une culture cellulaire sur
microplaques et incubées 3 a 5 jours. Le virus appartient le plus souvent a une souche
cytopathogene (c’est le cas du virus influenza). L’absence d’effet cytopathogene traduit donc
la présence d’anticorps neutralisants dans le sérum testé. Lorsque la souche virale n’est pas
cytopathogene, la neutralisation virale est appréciée par I’absence de virus d’épreuve lors de
détection par immunofluorescence par exemple.

Le schéma suivant résume le principe de la réaction :
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Figure 12 : Principe de la réaction de séroneutralisation
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PARTIE 11

Etude expérimentale
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Cette étude expérimentale, conduite au laboratoire de virologie de 1’Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse (ENVT), a eu pour objectif d’analyser la cinétique d’apparition des
anticorps dans le sérum et dans la bile chez des canards infectés expérimentalement par des
VIA H7NI1 faiblement pathogenes. Elle s’inscrit, de fagcon plus large, dans un travail
d’analyse des mécanismes immunitaires mis en jeu chez le canard face a une infection a VIA
FP. La connaissance de ces mécanismes représente un intérét majeur dans la mesure ou cela
permettrait de comprendre pourquoi les canards ont un role de réservoir de VIA FP.

En parallele de 1’analyse de la réponse sérologique, I’'impact du pouvoir de réplication de la
souche virale inoculée sur I’intensité¢ de cette réponse sérologique a également été étudié.
Pour cela, deux virus recombinants créés par génétique inverse a partir d’une souche virale
mere H7N1 ont été utilisés. Ces deux virus ont fait I’objet d’une précédente étude qui a
prouvé leur pouvoir de réplication différent chez le canard (Soubies et a/, 2010).

Dans cette étude, la réponse anticorps des canards est détectée et quantifiée par trois méthodes
d’analyse, entierement mises au point dans le laboratoire de '’ENVT : la réaction d’inhibition
de I’hémagglutination (IHA), la séroneutralisation et un test ELISA indirect. Les résultats
obtenus par les deux derni¢res techniques sont ainsi comparés avec ceux obtenus par la
méthode de référence qu’est I'IHA. L’objectif de cette comparaison est d’explorer
I’hypothese selon laquelle la faible réponse sérologique des canards (constatée par de
nombreux auteurs) en réponse a une infection par des VIA FP est peut-&tre due a un manque
de sensibilit¢ du test d’IHA. Si la fiabilité de ce test dans la détection des anticorps
hémagglutinants chez le canard est mise en cause, il sera alors important pour les organismes
officiels, comme I’OIE, d’en tenir compte dans leurs recommandations.

Cette seconde partie est subdivisée en deux chapitres. Le premier est consacré a la
présentation du matériel biologique et animal utilisé pour 1’étude ainsi qu’a la description du
protocole d’infection expérimentale des canards. Il expose ensuite un résumé des différentes
étapes de mise au point des trois techniques d’analyses sérologiques. La démarche
expérimentale y est décrite et justifi¢e par des références aux données de la littérature
scientifique. Enfin, un protocole final, validé a I’issu de 1’étape de mise au point, est présenté
pour chaque test, accompagné d’un résumé sous forme de tableau.

Le second chapitre expose un bilan, présenté essentiellement sous forme de graphiques et de
tableaux, des résultats obtenus par les trois méthodes de dosage. Différentes comparaisons
statistiques sont effectuées afin de répondre aux questions suivantes : Y-a-t-il une différence
dans I’intensité de la réponse sérologique en fonction du pouvoir de réplication du virus ? Les
évolutions de titre anticorps entre les différents temps d’infection sont-elles significatives ?

Une interprétation critique des résultats issus de cette expérimentation sera réalisée dans la
troisieme partie.
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1. Matériel et méthode

A. Animaux de laboratoire

Des canards de Pékin (Anas platyrhynchos) exempts d’organismes pathogenes spécifiés ont
été acquis a ’age de 1 jour aupres du Couvoir de la Seigneurtiere a Vieillevigne en France.
Pour permettre leur identification, les animaux sont bagués. Ils sont ensuite placés dans des
isolateurs sécurisés pendant toute la durée des expérimentations. De I’eau et de la nourriture

leur sont fournies a volonté. Toutes les expérimentations animales réalisées ont été
approuvées par le comité d’éthique local de I’INRA.

B. Virus influenza

Deux virus différents ont été utilisés au cours des expérimentations. Ces virus, nommeés
«virus E » et « virus R », sont issus de génétique inverse a partir d’'une méme souche virale.
Cette souche virale mere a été obtenue aupres du Dr. I. Capua (Istituto Zooprofilattico
Sperimentale Delle Venezie, Legnaro, Italy). 11 s’agit du virus Influenza
A/turkey/Italy/977/1999(H7N1).

Le virus E est identique a la souche mére. Le virus R différe du virus E par 2 acides aminés au
niveau de I’extrémité C-terminale de la protéine NS1 : acides aminés ESEV pour le virus E,
acides aminés RSKV dans le cas du virus R. Ces deux virus ont été crées initialement pour le
besoin d’une étude destinée a tester I’influence du domaine C-terminal des protéines NS1 sur
la virulence d’un virus influenza aviaire chez I’ Homme (étude in vitro), le canard et la souris
(études in vitro et in vivo) (Soubies et al, 2010). La conclusion de cette étude est que le
domaine C-terminal des protéines NS1 est un domaine de virulence spécifique d’espece. Il a
notamment ¢té montré que, chez le canard, la présence du domaine RSKV augmentait la
réplication virale. Sur le plan immunitaire, cette virulence accrue est associée a une
augmentation de transcription du gene Mx, marqueur indirect de la production d’interféron de
type 1. Cependant, les auteurs n’ont pas étudi¢ la réponse anticorps de I’hote en fonction du
virus inoculé.

Ainsi, les différents travaux menés dans le cadre de I’élaboration de ce manuscrit ont permis
de comparer la réponse anticorps des canards, selon que ces-derniers sont infectés par le virus
E ou le virus R. D’autre part, I’intérét de 1’utilisation de ces deux virus est de pouvoir mesurer
I’impact de la vitesse de réplication sur la réponse humorale.

Afin d’obtenir un stock viral plus important, les deux virus sont mis en culture par inoculation
a des embryons de poulet par voie allantoique sur des ceufs de 11 jours placés en incubation a
35°C pendant 36 a 48 heures. Le liquide allantoique est ensuite récolté et réparti en aliquots
de 200pl stockés a -80°C jusqu’a utilisation.

C._Infection des canards et prélévement des échantillons de sang et de
bile

Les résultats exploités et présentés dans ce manuscrit proviennent d’une expérimentation
nommée PX-ANI-A2-29, menée sur 73 canards de P¢kin 4gés de 17 jours. Les canards ont été
répartis en 3 groupes maintenus dans des isolateurs différents : un groupe témoin (animaux
non infectés), un groupe infecté par le virus E et un groupe infecté par le virus R.
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Chacun de ces groupes a ensuite été divisé en sous-groupes correspondant a des temps
d’infection différents (sauf pour les animaux a JO qui sont les mémes qu’a J16).

Le tableau suivant résume le schéma expérimental :

Nombre de jours | Canards  témoins | Canards infectés | Canards infectés
post-infection (T) par le virus E (E) par le virus R (R)
Jo 251, 252, 253, 255, | 257, 260, 261, 262,
256, 266 263,267, 268
J1 A,B,C,D,E, F A,B,C,D,E, F,G A,B,C,D,E, F,G
J3 G HILJKL H LJ,K L M,N H LJ,K L M,N
J6 M,N,O,P,Q,R O0,P,Q,R, S, T,U O,P,Q,R,S, T,U
J16 251, 252, 253, 255, | 257, 260, 261, 262,
256, 266 263,267,268

Tableau 1 : Organisation des groupes et des sous-groupes de canards de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29

Les canards sont infectés par inoculation intra-nasale de 0,5 ml de virus E ou R dilué dans du
PBS et titrant a 2.10"7 pfu/ml.

A chaque temps d’infection considéré, des prélevements sanguins sont réalisés sur tube sec
sur les animaux correspondants par ponction dans le sinus veineux occipital puis les canards
sont euthanasiés par injection de 1 ml de T61 dans le sinus occipital. Des prélevements de bile
sont alors réalisés. Pour les canards appartenant aux sous-groupes de JO, seuls des
prélévements de sang sont réalisés. Les animaux sont conservés jusqu’a J16 ou de nouveaux
prélévements sanguins sont effectués avant de les euthanasier. Les prélévements de bile sont
ensuite effectués.

Enfin, les échantillons de sang sont centrifugés afin de récupérer les sérums puis tous les
échantillons biologiques sont aliquotés et stockés a -80°C jusqu’a leur utilisation.

En raison du faible volume de sérum récolté sur chaque animal, les essais réalisés dans le
cadre de la mise au point des différentes techniques d’analyses sérologiques ont parfois été
menés a partir de sérums de canards provenant d’autres expérimentations conduites selon un
protocole similaire a celui décrit ci-dessus.

D. Sérum positif standard

Un sérum témoin positif standard est incorporé a chacun des tests des réactions d’inhibition
de I’hémagglutination, ELISA et de séroneutralisation. Il s’agit du sérum d’un canard infecté
expérimentalement par le virus H7N1 dans un laboratoire italien (Istituto Zooprofilattico
Sperimentale Delle Venezie, Legnaro, Italy). Son titre IHA est de 128. Sa présence permet de
contrdler la validité des résultats de chaque test et de vérifier la reproductibilité entre les
différents tests d’une méme technique de dosage.

Pour des questions de simplification, ce sérum sera nommé « témoin positif H7 ».
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E. Détection des anticorps anti-hémagglutinine par la réaction
d’inhibition de I’hémagglutination (IHA)

1. Mise au point d’un test IHA sur sérum

¢ Choix de ’espéce de provenance des hématies

Les virus influenza ne réagissent qu’avec les hématies de certaines espéces animales (Cross,
2002). Le protocole traditionnel de I'THA, référencé dans le manuel terrestre de 1’OIE, utilise
des globules rouges de poulet. En effet, ces derniers offrent I’avantage de sédimenter
rapidement car ce sont des cellules larges et nucléées (Stephenson et al/, 2003). La lecture des
résultats est alors aisée.

Cependant, il a été montré que I'utilisation d’hématies de poulet pouvait étre responsable
d’une relative insensibilité du test d’IHA (Stephenson et al/, 2003). Le remplacement des
globules rouges de poulet par des globules rouges de chevaux permet d’augmenter
considérablement la sensibilité du test tout en conservant sa spécificité (Meijer et al, 2006 ;
Jia et al, 2008 ; Stephenson et al, 2003). Ce résultat s’explique par 1’affinité de liaison entre le
virus et les récepteurs acides sialiques des hématies. En effet, les anticorps hémagglutinants
sont détectés avec une plus forte sensibilité lorsque la liaison de plus faible affinité du virus
aux hématies est exploitée (Meijer et al, 2006). Ainsi, 1’agglutination des hématies de
chevaux requicre la reconnaissance de la liaison NeuGco2,3Gal alors que celle des hématies
de poulet se fait grace a la liaison NeuAca2,3Gal. Or, le virus influenza A(H7) se lie avec
plus d’affinité a la liaison NeuAca2,3Gal qu’a la liaison NeuGca2,3Gal (Meijer et al, 2006).
Nous avons testé¢ une batterie de sérums de canards positifs et négatifs sur des tests d’THA
utilisant le virus H7N1 E afin de comparer les résultats obtenus avec les hématies de poulet et
les hématies de chevaux. Nous n’avons pas constaté de différence significative de titre liée a
I’espéce de provenance des hématies. Cependant, nos résultats sont a considérer avec
prudence du fait du faible nombre de sérums utilisé.

Pour prendre en compte les données de la littérature scientifique récente, nous décidons
d’utiliser les hématies de chevaux pour notre protocole final d’THA.

e Détermination de la concentration optimale en hématies

Contrairement aux globules rouges de poulets, les hématies de chevaux ne sont pas nucléées
et sont plus petites (Stephenson ez al/, 2003). Elles ne sédimentent donc pas aussi bien et la
lecture des résultats est plus difficile. Avant de les utiliser dans un test d’IHA, il convient
donc de déterminer au préalable la concentration optimale de la suspension d’hématies qui
doit permettre d’obtenir des résultats facilement lisibles tout en conférant le maximum de
sensibilité et de spécificité au test.

Selon les études, cette concentration optimale varie entre 0,75% (Jia et al, 2008) et 1%
(Meijer et al, 2006 ; Stephenson ef al, 2003).

Nous avons, pour notre part, testé des concentrations de 0,5% et 1%. Pour cela, nous avons
choisi de réaliser un titrage du virus H7N1E par la réaction d’hémagglutination en utilisant les
deux concentrations de globules rouges a tester. La concentration optimale est la
concentration minimale permettant d’obtenir le titre viral connu de 256 UHA. Dans notre cas,
la concentration optimale en hématies est de 1%.
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¢ Evaluation de la nécessité d’un prétraitement des sérums de canard

Il n’est pas toujours nécessaire de traiter les sérums destinés a étre testés a I'IHA. En effet,
dans notre cas, il a été montré que les sérums aviaires ne contenaient que rarement des
inhibiteurs non spécifiques (Palmer et al, 1975). D’autre part, la présence d’agglutinines
naturelles dans les sérums peut étre objectivée en mélangeant un échantillon de chaque sérum
a tester avec les globules rouges de I’espece en question. Si une agglutination des hématies se
produit, cela signifie que le sérum contient des anticorps dirigés contre les hématies de
I’espéce. Une étape d’adsorption est alors nécessaire afin d’éliminer les agglutinines des
sérums.

Nous avons choisi, pour notre part, d’incorporer une colonne « contrdle sérum » sur les
plaques d’IHA pour chaque sérum testé afin de détecter d’éventuelles hémagglutinations non
spécifiques.

Afin d’évaluer la nécessité d’un prétraitement des sérums de canards contre les inhibiteurs
non spécifiques, nous avons réalisé des tests d’IHA a partir d’une batterie de sérums positifs
et négatifs n’ayant subi aucun traitement (hormis un traitement thermique pour la destruction
du complément). Nous avons obtenu de nombreux résultats faux positifs, en particulier pour
les sérums négatifs. Nous avons donc recommencé les titrages en traitant au préalable les
sérums avec la neuraminidase du vibrion cholérique (R.D.E.), ce qui représente la technique
de choix pour éliminer les inhibiteurs non spécifiques des sérums de canards. De fagon
étonnante, nous avons obtenu des titres encore plus élevés qu’en 1’absence de traitement.
Nous avons donc choisi de ne pas réaliser de prétraitement des sérums au R.D.E.

Afin de comprendre et de résoudre le probléeme des résultats faux positifs, nous avons
recherché les conditions thermiques optimales de réalisation du test d’IHA.

¢ Détermination des conditions optimales de température

Afin d’expliquer les résultats faux positifs, nous avons émis I’hypothése d’une activité
enzymatique de la neuraminidase du virus influenza, capable d’altérer la liaison du virus aux
hématies en clivant les récepteurs acides sialiques des globules rouges. Pour inactiver cette
enzyme, nous avons réalis¢ des tests d’IHA au froid.

Cette stratégie a notamment été utilisée par Ito ef a/ dans des tests d’agglutination destinés a
tester la spécificité de liaison des virus influenza A aux récepteurs acides sialiques des
hématies de différentes especes animales (Ito ef al, 1997). La réalisation des tests a 0°C leur a
ainsi permis de réduire au minimum la variabilité expérimentale.

Dans notre cas, nous avons réalisé une série de dosages a partir de sérums positifs et négatifs
en comparant les résultats obtenus pour chaque sérum a température ambiante et au froid a
+4°C (plaques placées dans de la glace pilée). La réalisation de ’'IHA au froid permet de faire
disparaitre les résultats faux positifs observés a température ambiante.
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2. Validation d’un protocole d’IHA sur sérum

a. Titrage du virus par la réaction d’hémagglutination

Pour la mise en oeuvre du test d’IHA, il est recommandé d’utiliser un virus titrant a 4UHA
(OIE, 2009). 11 faut donc préalablement titrer le virus H7NIE selon la réaction
d’hémagglutination (HA) puis le diluer de fagcon a obtenir 4UHA. Le protocole que nous
avons congu est inspiré des recommandations du CNR Grippe de I’Institut Pasteur (données
non publiées).

¢ Matériel : - microplaque a 96 cupules en U
- pipette multicanaux
- pipettes Eppendorf
- bac de glace pilée
- PBS isotonique, 1x
- hématies de chevaux a 1% lavées 3 fois en PBS
- 200pl de virus H7N1E a titrer (liquide allantoique d’ceufs embryonnés infectés
non dilué)

¢ Méthode : - réaliser une dilution au Y4 de la solution virale
- répartir 50ul de PBS dans chaque cupule sauf celles de la premicre colonne.
- répartir 100ul de PBS dans les puits de la derniére colonne (« témoin globules
rouges »).
- répartir 100ul de la solution virale diluée dans chaque cupule de la premicre
colonne
- réaliser une dilution en série au demi (50ul) de la colonne 1 a la colonne 11.
- répartir 50ul d’hématies de chevaux a 1% dans chaque cupule
- placer les plaques a +4°C dans la glace pilée
- attendre que les globules rouges de la colonne témoin (100ul PBS + 50 pul
d’hématies) se soient déposés en formant un point distinct au fond des puits
(environ 1h), puis lire le titre viral.

Le titre du virus est indiqué par la dilution la plus élevée donnant encore une
hémagglutination compleéte.

N° des 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12=
cupules témoin
hématies

PBS 0 50 50 50 50 50 50 50 50 50 100

50
virus 100 E
QJLQ%LQ%LQM({? \\/a “‘(‘)ﬁ Wz U2

50 50 5 50 50 rejeter S0ul

dilution | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048 | 1/4096

hématies | 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
de
chevaux
al%

Tableau 2 : Résumé des différentes étapes du protocole de réaction d’hémagglutination
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La colonne « témoin globules rouges » permet de déterminer le moment de lecture du titre. En
effet, avec le temps les hématies ont tendance a sédimenter au fond des puits, et une lecture
trop tardive est a I’origine d’un résultat sous-évalué.

¢ Résultat : le virus H7N1 E titre a 256 UHA. 11 faut donc le diluer 64 fois pour 1’utiliser dans
les tests d’THA.

b. Titrage des anticorps hémagglutinants par la réaction d’IHA

1. Protocole

¢ Matériel : - microplaques a 96 cupules en U
- pipettes multicanaux
- pipettes Eppendorf
- bac de glace pilée
- PBS isotonique, 1x
- hématies de chevaux a 1% lavées 3 fois en PBS
- virus H7N1 E
- sérums a tester traités uniquement pour 1’élimination du complément
- sérum témoin négatif
- sérum témoin positif H7

¢ Méthode : - diluer la solution virale dans le PBS pour obtenir un virus titrant 8 4UHA
- utiliser une microplaque a 96 cupules pour chaque sérum.
La colonne 11 est le « témoin sérum ».
La derniére colonne est le témoin « globules rouges ».
- répartir 50ul de PBS dans toutes les cupules sauf celles de la premiere colonne
et de la colonne « témoin sérum ».
- répartir 100 pl de PBS dans les puits de la colonne témoin « globules rouges ».
- répartir 100ul de sérum dilué au % dans chaque cupule de la premicre colonne.
- répartir 50ul de sérum dilué au % dans chaque cupule de la colonne 11.
- réaliser une dilution en série au demi (50ul) de la colonne 1 a la colonne 11.
- répartir 50ul de suspension virale dans toutes les cupules affectées au titrage.
- laisser 30 min a la température du laboratoire
- répartir 50ul de la suspension de globules rouges de chevaux a 1% dans toutes
les cupules.
- placer les plaques a +4°C dans la glace pilée
- attendre que les globules rouges de la colonne témoin (100ul PBS + 50 ul
d’hématies) se soient déposés en formant un point distinct au fond des puits
(environ 1h), puis lire le titre des sérums.

Le titre des sérums est donné par la dilution la plus élevée pour laquelle on observe encore
une inhibition de 1’hémagglutination. La technique du coulage facilite la lecture des titres.
Pour cela, il suffit de pencher les plaques. Seuls les puits dans lesquels les hématies coulent au
méme niveau que les puits contrdles doivent étre considérés comme montrant une inhibition.
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Vérifier que le sérum témoin négatif présente un titre inférieur a 16 (seuil de positivité) et que
le témoin positif H7 posseéde un titre égal a une dilution prét au titre connu. La reproductibilité
du titre de ce témoin positif au cours des différents dosages permet de vérifier la
reproductibilité des différents dosages entre eux.

Vérifier I’absence d’hémagglutination non spécifique dans la colonne « témoin sérum ».

Les titres IHA doivent étre considérés comme positifs s’il y a inhibition a partir d’une dilution
de sérum supérieure ou égale a 1/16 en utilisant un virus titrant a 4UHA (OIE, 2009).

N° des 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11= 12=
cupules témoin | témoin
sérum | hématies
PBS 0 50 |50 50 50 50 50 50 50 5[% 0 100
sérum 100 i 50 0
\>/ 50 >/ 50 >/ 50 >/ 50 \>/ 50 \>/ 50 l&_ﬁSO wSO MSO rejeter S0ul

dilution | 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048 | 1/4

Virusa | 50 |50 |50 50 50 50 50 50 50 50 0 0
4UHA

Laisser 30min a la température du laboratoire
hématies | 50 | 50 | 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
de
poulet a
0,5%

Tableau 3 : Résumé des différentes étapes du protocole de réaction d’inhibition de
I’hémagglutination

1. Condition d’analyse des sérums de 1’expérimentation PX-ANI-A2-29

Un groupe représentatif d’échantillons de sérums de I’expérimentation PX-ANI-A2-29 a été
analysé au cours de quatre manipulations.

L’animal TM (témoin négatif a J6) a servi de témoin sérum négatif pour chacune des
manipulations. Les animaux TO et TP sont d’autres témoins négatifs utilisés dans le méme
but. Cependant, en raison d’une quantité¢ de sérum insuffisante, ils n’ont pas pu étre utilisés
pour la derni¢re manipulation.

De nombreux sérums ont été dosés plusieurs fois. Ceci a permis de comparer les titres obtenus
entre chaque manipulation et de déterminer un titre moyen. Les manipulations n°2 et n°3 ont
ainsi été réalisées a 1’identique.

3. Validation d’un protocole d’IHA sur bile

Les anticorps spécifiques de I’hémagglutinine virale sont dosés dans les prélévements de bile,
de la méme fagon que pour les sérums, en suivant le protocole validé lors de 1’étape de mise
au point de I’THA sur sérum.

Tous les échantillons de bile de ’expérimentation PX-ANI-A2-29 ont été analysés au cours
de la méme manipulation.

La fiabilité des résultats est évaluée grace a trois biles témoins négatives et au sérum témoin
positif H7.
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F. Détection des anticorps anti-influenza par un test ELISA H7N1 E

1. Mise au point d’un test ELISA H7N1 E sur sérum

® Production d’un stock de virus H7N1 E :

Afin d’augmenter la quantité de virus disponible, le virus H7N1 E est mis en culture sur des
tapis de cellules MDCK (Madin-Darby canine kidney), qui sont des cellules tumorales de
reins de chiens. Ces tapis cellulaires sont contenus dans deux grandes flasques de 175 cm’
chacune. 40 ml de milieu de culture sont ajoutés dans chaque boite.

Lorsque la lyse des cellules par le virus est de 100%, le surnageant est récolté puis clarifié¢ par
centrifugation a 3000 tours/min. Puis, le titre viral est déterminé de la fagcon suivante : des
cellules MDCK sont mises en culture sur des plaques P6 4 la concentration de 10° cellules par
puit. 200 pl de suspension virale sont dépos€s dans chaque puit en diluant le virus de 10 en
10. Apres 3 jours d’incubation, on compte le nombre de plages de lyse cellulaire par puit,
sachant que chaque plage de lyse correspond a une particule virale.

Dans notre cas, on dénombre 20 plages de lyse a la dilution 107, Ceci équivaut 4 un titre de
2.10® pfu/200 pl, soit 10° pfu/ml.

® Inactivation et stockage du virus :

Pour pouvoir étre utilisé dans un test ELISA, le virus doit étre lysé. Il est pour cela exposé a
des rayons ultraviolets. Le temps d’exposition nécessaire pour I’inactiver doit étre déterminé.
Dans notre cas, deux situations sont testées: 10 min et 15 min. Apres chaque temps
d’exposition, le virus est titré selon la méthode décrite précédemment. Ainsi, une exposition
de 10 min aux UV suffit a obtenir un titre viral de 0 pfu/ml. Par précaution, on fixe le temps
d’exposition nécessaire a 12 min.

Le stock de surnageant clarifié¢ est ensuite ultracentrifugé pour culotter le virus (100000 g
pendant 2h a + 4°C). Puis, le culot est dilué dans 600 ul de PBS et stocké a -80°C.

® Coating d’une plaque ELISA :

Cette étape a pour but de fixer les antigenes viraux au fond des puits d’une microplaque
ELISA a une concentration adaptée. La valeur communément choisie est de 100 ng de
protéines virales par cupule. Pour cela, différentes dilutions de virus ultracentrifugé (et
préalablement inactivé aux UV) sont testées afin de déterminer celle permettant d’obtenir la
concentration la plus proche de la valeur idéale. Une batterie de sérums négatifs et positifs est
testée en dilutions sur ces différentes concentrations d'antigénes et les rapports « densité
optique positives sur densités optiques négatives » sont calculés respectivement et pour les
différentes dilutions. La concentration d'antigenes choisie correspond a celle donnant les
rapports les plus favorables (le plus élevé), tout en pondérant ce résultat de facon a rester
"économe" en antigeéne. Ainsi, la dilution optimale du virus a été déterminée a 1/500.

Le virus dilué au 500° est alors réparti dans chacun des puits d’une microplaque a raison de
100 pl par puit. La premicre colonne de la plaque est le « blanc ». On n’y dépose donc pas de
virus mais uniquement 100 ul de PBS par puit. La plaque est ensuite placée a incuber dans
une étuve a 37°C pendant une nuit.
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® Lavage de la plaque et saturation du plastique :

Apres une nuit d’incubation, le surnageant est éliminé et la plaque est lavée 3 fois avec du
PBS afin d’éliminer les antigénes non fixés. Puis, le plastique est saturé. Cette étape permet
de combler les zones ou les antigénes viraux ne se sont pas fixés. Du BSA (bovine serum
albumin) est habituellement utilis€, mais en raison de son colit ¢élevé nous 1’avons remplacé
par de la gélatine. La saturation est donc effectuée avec une solution de gélatine a 15 mg/ml a
raison de 100 pl par puit. Afin d’éviter que la gélatine ne prenne en masse, la plaque est
placée 1h a I’étuve a 37°C.

Puis, le surnageant est de nouveau ¢liminé et la plaque est lavée 3 fois avec du PBS-Tween a
0,1%. On utilise ici du PBS-Tween a la place du PBS car le Tween est un détergent non
ionique permettant de limiter les liaisons non spécifiques lors de 1’étape suivante.

® Mise en place des anticorps primaires :

Au cours de cette ¢tape, les sérums de canards a tester sont mis en contact avec les antigénes
viraux. Il faut préalablement choisir la dilution initiale des sérums. L’ELISA étant un test trés
sensible, il n’est pas nécessaire de commencer les dilutions par une concentration initiale de
sérum élevée. Cela entacherait de plus la fiabilité du test en lui faisant perdre de sa spécificité.
C’est pourquoi, les sérums ne doivent pas étre dilués en-dessous du 1/20°. Afin de garantir la
spécificité du test, il a été choisi de diluer initialement les sérums au 1/50°,

Chaque colonne de la plaque ELISA est réservée au titrage d’un sérum (hormis la colonne 1).
Ainsi, 200 ul de sérum dilué au 1/50° sont déposés dans les puits de la premiére ligne. 100 pl
de PBS-Tween a 0,1% sont déposés dans tous les autres puits. Une dilution en série au demi
(100 pl) des sérums est alors réalisée.

Afin de pouvoir évaluer la fiabilité du test, une colonne de la plaque est affectée au titrage
d’un sérum témoin positif de titre connu: il s’agit du sérum témoin positif H7.

Une autre colonne est réservée a un témoin négatif a partir duquel le seuil de positivité sera
déterminé.

Les sérums sont ensuite placés en incubation 1h a 37°C.
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Témoin Témoin Sérums a tester
E?“" >0 H7 <0 __— . :

Figure 13 : Représentation schématique de la répartition des sérums sur une plaque
ELISA

® Mise en place des anticorps secondaires :

Ces anticorps sont spécifiques des anticorps de canards. Ils sont, de plus, couplés avec une
enzyme (la phosphatase alcaline) qui permettra la révélation lors de I’étape suivante. Ces
anticorps secondaires sont donc capables de se fixer spécifiquement aux anticorps de canards
préalablement liés aux antigénes viraux.

Apres ’incubation des anticorps primaires, le surnageant est ¢liminé et la plaque ELISA est
lavée 4 fois avec du PBS-Tween. Les anticorps secondaires sont dilués au 200° dans du PBS-
Tween a 0,1% puis déposés dans tous les puits de la microplaque a raison de 100 pl par puit.
Les anticorps secondaires marqués sont ensuite placés en incubation 1h a 37°C.

® Mise en place du substrat :

Le substrat de la phosphatase alcaline est le PnPP (Alkaline Phosphatase Yellow). La réaction
enzymatique est a l’origine de la production d’un catabolite dont la quantité est
proportionnelle a celle de I’enzyme et donc a celle des anticorps primaires.

Apres incubation des anticorps secondaires, le surnageant est éliminé et la plaque est lavée 4
fois en PBS-Tween a 0,1% puis une fois en PBS. Le dernier lavage avec le PBS permet
d’éliminer les traces de détergent qui peuvent dégrader le substrat PnPP et donc géner
I’activité enzymatique.
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Le substrat PnPP est préparé dans du tampon diéthanolamine de pH 9,8, a I’abri de la lumiére,
et a la concentration de 1 mg/ml. La solution de substrat est ensuite répartie dans chaque puit
de la plaque ELISA a raison de 100 pl par puit. La plaque est ensuite placée en incubation a
I’abri de la lumiére et a température ambiante. Plusieurs essais ont été réalisés afin de
déterminer le temps d’incubation optimal. En effet, le produit issu de ’activité enzymatique
est de couleur jaune. Sa quantité dans chaque puit est évaluée par lecture de la densité optique
a 405 nm. Le temps d’incubation optimal est celui permettant d’obtenir 1’écart de densité
optique le plus important entre le sérum témoin positif et le sérum témoin négatif. Ici, cet
optimum est de 16 min.

® [ ecture des résultats :

La réaction enzymatique est stoppée aprés 16 min par ajout de soude 2N a raison de 50 pl par
puit. Puis, la lecture des résultats est effectuée dans un spectrophotomeétre par détermination
de la densité optique de chaque puit a 405 nm.

La colonne « blanc » permet de mesurer le bruit de fond. La densité optique des puits de cette
colonne doit idéalement étre nulle ou trés proche de zéro.

Le seuil de positivité est déterminé a partir du témoin négatif a la dilution la plus faible
permettant de conférer une sensibilité suffisante au test. Ce seuil permet de déterminer le titre
des autres sérums testés. Pour prendre en compte la variabilité biologique, ce seuil de
positivité doit étre égal a au moins deux fois la valeur du témoin négatif a la dilution choisie.
Dans notre cas, la sensibilit¢ du test ELISA est suffisamment importante pour pouvoir
augmenter sa spécificité. On détermine donc le seuil de positivité en multipliant par 3 la
valeur du témoin négatif a la dilution choisie.

Afin de controler la validité du test, vérifier que le témoin positif H7 présente un titre
sensiblement identique lors de chaque manipulation.

Ces différentes étapes de mise au point ont abouti a 1’élaboration d’un protocole ELISA
définitif a partir duquel les différents prélévements de sérums ont été analysés.

2. Validation d’un protocole ELISA Influenza sur sérum

a. Protocole

¢ Matériel : - microplaque ELISA a 96 puits a fond plat (« Probind » de chez FALCON ref
3915)
- boite de pétrie FALCON 35x10 mm
- erlenmeyer
- lampe a ultraviolets
- lecteur de plaques (spectrophotomeétre)
- pipettes multicanaux
- pipettes Eppendorf
- agitateur magnétique chauffant
- balance
- PBS isotonique 1x
- PBS isotonique 10x
- solution mere de Tween a 10%
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- gélatine

- anticorps secondaires conjugués (anticorps canard AP [KPL lot ZF 069])
- substrat PnPP (sigma Tabs)

- tampon diéthanolamine de pH 9,8

- soude 2N

- virus H7N1 E « semi-purifié » ultracentrifugé et dilué dans 600 ul de PBS
- sérums de canards a tester

- sérum de canard témoin négatif

- sérum de canard témoin positif H7

¢ Méthode :

1) Tapissage d’une plaque ELISA
- diluer 20 pl de virus H7N1 E ultracentrifugé dans 1 ml de PBS 1x dans une boite
de pétrie FALCON 35x10 mm (dilution au 1/50°)
- inactiver le virus 12 min aux UV : placer la boite de pétrie sans son couvercle sur
un support situé¢ a environ 15 cm de la lampe a UV
- diluer le virus inactivé dans 9 ml de PBS 1x (dilution finale au 1/500)
- tapisser les puits de la microplaque avec le virus inactivé a raison de 100 pl par
puit, a I’exception de la premiére colonne (« blanc »)
- remplir les puits de la premiere colonne avec du PBS 1x a raison de 100 pl par
puit
- poser un couvercle sur la plaque et incuber une nuit a 37°C

2) Lavage de la plaque
- éliminer le surnageant
- laver 3 fois avec du PBS 1x

3) Saturation du plastique
- peser 0,30 g de gélatine et la diluer dans un erlenmeyer avec 20 ml de PBS 1x
(solution a 15 mg/ml)
- dissoudre la gélatine en la chauffant légeérement sous agitation magnétique
- remplir tous les puits de la microplaque avec la solution de gélatine a raison de
100 pl par puit
- incuber 1h a 37°C

4) Lavage de la plaque
- éliminer le surnageant
- laver 3 fois avec du PBS-Tween a 0,1% (a préparer a partir de la solution mere a
10%)

5) Mise en place des anticorps primaires
- prélever 4 pl de chaque sérum a tester et les diluer dans 196 pl de PBS-Tween a
0,1% (dilution au 1/50%). Faire de méme pour les témoins
- placer 100 pl de PBS-Tween dans tous les puits sauf ceux de la premicre ligne
- déposer les 200 ul de chaque sérum dilué dans les puits de la premiere ligne, sauf
celui de la premiere colonne (« blanc »)
- réaliser une dilution en série au demi des sérums
- incuber 1h a 37°C
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6) Lavage de la plaque
- éliminer le surnageant
- laver 4 fois avec du PBS-Tween a 0,1%

7) Mise en place des anticorps secondaires
- prélever 50 ul d’anticorps secondaires et les diluer dans 10 ml de PBS-Tween a
0,1% (dilution au 1/200°)
- placer 100 ul d’anticorps secondaires dans tous les puits
- incuber 1h a 37°C

8) Lavage de la plaque
- éliminer le surnageant
- laver 4 fois avec du PBS-Tween a 0,1% puis 1 fois avec du PBS

9) Mise en place du substrat
- dissoudre 2 pastilles de substrat PnPP dans 10 ml de tampon diéthanolamine de
pH 9,8 a I’abri de la lumiére (solution a 1 mg/ml)
- placer 100 pul de substrat dans tous les puits
- recouvrir la plaque de papier aluminium et incuber 16 min a température ambiante
- stopper la réaction par de la soude 2N a raison de 50 pl par puit

10) Lecture des résultats
- effectuer la lecture sur le lecteur de plaques a la DO de 405 nm
- le titre ELISA des différents sérums est déterminé a partir du seuil de positivité
(égal a 3 fois la valeur du témoin négatif a la dilution choisie)
- la reproductibilité du titre du témoin positif H7 au cours des différents tests permet
de vérifier la reproductibilité des tests ELISA entre eux.

N° des | Virus | 1| Gélatine | | | PBS Sérum AC | Substrat | Soude
cupules | au noais n | Tween au 1/50° I au 4 Pnpp a al 2N
1/500° 1c1 mg/ml | ¢ 1/200° | (| Img/ml |,
1 100 p 100 ul 0 200 100| 100 u 100 u| 50
2 100 e | 100 : 100 1001 100 b 100 bl 50
3 100 | r| 100 . 1 100 00 100 | 9100 0150
4 100 { 100 /| 100 1001100 /1 100 50
5 100 a | 100 11100 ﬁmn 100 1/ 100 50
6 100 v| 100 21100 100l 100 a4 100 50
7 100 e| 100 Z 100 100 100 j 100 50
8 100 "1 100 r | 100 100 4 100 50

Rejeter 100 pl

Tableau 4 : Résumé des différentes étapes du protocole du test ELISA indirect H7N1
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b. Condition d’analvse des sérums de I’expérimentation PX-ANI-A2-29

Six tests ELISA ont été mis en ceuvre afin d’analyser un groupe représentatif d’échantillons
de sérums de I’expérimentation PX-ANI-A2-29. Les titres moyens ont ensuite été calculés
pour chaque animal.

Le témoin positif H7 a été utilisé pour chaque test. Cependant, a partir du test 3, seule une
demie colonne lui a été affectée afin d’économiser de la place sur la plaque ELISA. Ainsi, son
titre exact n’a pas toujours été¢ déterminé mais la lecture des densités optiques permet de dire
qu’il est supérieur a 400. Ce témoin permet de vérifier la validité des tests. De plus, la
comparaison de la décroissance des densités optiques le long de la colonne de titrage entre les
différents tests permet de contrdler leur reproductibilité.

Le témoin négatif utilisé varie selon les tests. Pour les tests 1 et 2, deux témoins négatifs issus
d’une autre expérimentation ont été utilisés. Cela a permis de vérifier la négativité du titre des
témoins négatifs a J6 et a J1 de I’expérimentation PX-ANI-A2-29. Le seuil de positivité a
donc été calculé a partir de la moyenne des densités optiques de ces deux témoins a la dilution
choisie. Pour les autres tests, le témoin négatif est représenté par un mélange en mémes
proportions des sérums des animaux TM, TN, TO, TP, TQ et TR a J6.

3. Validation d’un protocole ELISA Influenza sur bile

a. Description de la démarche expérimentale

* Difficultés lies aux caractéristiques de 1’échantillon

La détection des anticorps anti-influenza dans la bile par un test ELISA pose deux difficultés :
- le milieu de la bile est tres alcalin et contient beaucoup d’autres molécules que les anticorps
anti-influenza. Celles-ci sont susceptibles d’interférer dans la réaction antigéne-anticorps.

- les anticorps secondaires utilisés dans le test ELISA ne sont pas dirigés spécifiquement
contre les IgA mais contre les IgG. Or, il a été montré que la bile des canards ne contient pas
d’IgG mais uniquement des IgA (Magor et al, 1998 ; Higgins et al, 1987 ; Lundqvist et al,
2006 ; NG et Higgins, 1986).

® Traitement des échantillons de bile

Pour pouvoir doser les anticorps anti-influenza dans les échantillons de bile, il faut donc tout
d’abord modifier le pH du milieu et concentrer les anticorps.

La correction du pH se fait par ajout de PBS.

Pour concentrer les anticorps, des essais d’ultrafiltration de la bile sont réalisés. Pour cela, on
utilise des unités d’ultrafiltration dont le seuil de coupure est de 300 kd. Il faut en effet utiliser
un seuil de coupure inférieur au poids moléculaire de la molécule que 1’on souhaite retenir.
Ici, le poids moléculaire des IgA est de 890 kd, ce qui est bien supérieur au seuil de coupure.

Des échantillons de bile dilués dans du PBS sont donc centrifugés a travers les unités
d’ultrafiltration. On utilise pour cet essai la bile des animaux TO et EO. La filtration doit
normalement étre terminée en 3 min. Or, ici, le temps nécessaire est de 1h30. D’autre part, la
concentration finale des biles ultrafiltrées est ici égale a 1,5 fois la concentration initiale. Les
prélévements ont donc été trés peu concentrés sur un temps de filtration tres long.
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® Détermination de la dilution initiale optimale des échantillons

Ces échantillons ultrafiltrés sont testés sur un test ELISA. Deux dilutions initiales sont testées
(1/50 et 1/20) afin de déterminer celle qui permet de conférer le maximum de spécificité au
test tout en conservant une sensibilité suffisante. Deux sérums d’animaux témoins négatifs
provenant d’une autre expérimentation sont utilisés pour déterminer le seuil de positivité. Le
sérum positif H7 sert de témoin positif. Il permet de vérifier la validité du test. La dilution au
1/50° est celle qui permet d’obtenir la spécificité maximale. Cependant, a cette dilution, le
titre de I’animal EO est négatif. En revanche, il est positif a la dilution au 1/20°. Afin de
garantir la sensibilité¢ du test ELISA sur bile, on choisit donc une dilution initiale des
prélévements au 1/20°.

®* Comparaison des résultats obtenus sans traitement des prélévements et validation d’un
protocole

En raison de la faible sensibilité du test sur la bile, un autre test ELISA est réalisé afin de
comparer les résultats obtenus sur des échantillons ultrafiltrés ou non ultrafiltrés. De facon
étonnante, il apparait que la sensibilité est meilleure sur la bile non ultrafiltrée.

Suite a ces constatations, il est décidé d’analyser les prélevements de bile de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29 de la méme fagon que les sérums selon le protocole validé
lors de I’étape de mise au point. Cependant, les biles sont diluées initialement au 1/20° dans
du PBS-Tween.

b. Condition d’analvse des biles de I’expérimentation PX-ANI-A2-29

3 tests ELISA ont été nécessaires pour doser un groupe représentatif d’échantillons de biles de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29. Une ou plusieurs biles témoins négatifs ont €té utilisées
pour chaque test. Le seuil de positivité au 1/20° a donc été déterminé a partir de la densité
optique moyenne des différents témoins négatifs au 1/20°. Pour augmenter la sensibilité du
test, cette valeur n’a pas été multiplice.

G. Détection des anticorps neutralisants par la réaction de
séroneutralisation

1. Mise au point d’un test de séroneutralisation sur sérum

® Détermination de la concentration optimale en cellules sensibles :

Les cultures cellulaires utilisées pour le test de séroneutralisation doivent étre sensibles au
virus influenza. Ici, nous avons choisi d’utiliser des cellules MDCK. Les cultures initiales
sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) supplémenté avec
10% de sérum de veau feetal ainsi que deux antibiotiques : la pénicilline (10* U/mL) et la
streptomycine (10 mg/mL).

Pour la séroneutralisation, des suspensions cellulaires vont étre déposées dans les puits d’une
microplaque a raison de 100 pl par puit. Il faut préalablement déterminer la concentration en
cellules permettant d’obtenir des tapis cellulaires confluents non chevauchants en 24 a 48h.
Pour cela, les cultures primaires sont trypsinées afin de rompre les liaisons intercellulaires,
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puis lavées avec du milieu de culture. La concentration de la suspension cellulaire ainsi
obtenue est déterminée par comptage dans une cellule de Thomas. Des suspensions cellulaires
de différentes concentrations sont ensuite crées a partir de la suspension primaire : 100 000
cellules/ml, 200 000 cellules/ml, 300 000 cellules/ml et 400 000 cellules/ml. Puis, chacune de
ces suspensions est répartie dans les puits d’une microplaque a raison de 100 ul par puit, puis
placée en incubation pendant 24h a 37°C dans une atmosphere enrichie avec 5% de CO2. A
I’issu de I’incubation, les tapis cellulaires sont fixés et colorés avec du cristal violet a 1%
avant d’étre observés. Ainsi, seule la concentration de 400 000 cellules/ml permet d’obtenir
des tapis cellulaires uniformes et sans chevauchement. Par précaution, une concentration de
5.10° cellules/ml sera utilisée pour les tests de séroneutralisation.

® Détermination de la concentration optimale en virus :

Afin de déterminer la concentration optimale en virus H7N1, un test de séroneutralisation est
réalisé en testant 4 concentrations virales : 250 pfu/puit, 500 pfu/puit, 1000 pfu/puit et 2000
pfu/puit. Deux sérums de titre connu sont utilisés pour ce test : un sérum positif standard (le
sérum positif H7) et un sérum négatif (sérum de 1’animal JO 255).

Le virus H7N1 utilisé titre a 3.10° pfu/ml. Les solutions virales correspondant aux quatre
concentrations a tester sont préparées a partir de cette solution mere, sachant que le virus sera
déposé dans les plaques a raison de 50 pl/puit.

Les sérums sont soumis a un traitement thermique de 56°C pendant 30 min afin de détruire le
complément, puis ils sont dilués en série au demi dans des microplaques vierges sous 50 pl
final par cupule. Le virus est ensuite ajouté a raison de 50 pl/puit. Les microplaques sont
divisées en deux de facon a tester 2 fois chaque concentration virale (cf schéma)

> X2

Dilution des sérums de 2 en 2 Dilution des sérums de 2 en 2
g - \

Sérum positif H7 . | Sérum positif H7 . |
___________ virus a 250 .~ virusal000

Sérum négatif ~ PW/pult Sérum négatif ~ Pfu/puit

Sérum positif H7 . | Sérum positif H7 | |
___________ virus a 500 . virusa2000

Sérum négatif ~ PWpult Sérum négatif ~ Pfu/puit

| (I (K

Témoin cellules Témoin Témoin cellules Témoin
virus virus

Figure 14 : Organisation des microplaques de séroneutralisation lors de la
détermination de la concentration optimale en virus
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La premicere colonne de chaque plaque sert de témoin cellules. Elle ne contient pas de sérum
ni de virus mais uniquement du milieu de culture cellulaire.

La derniere colonne de chaque plaque sert de témoin virus. Elle contient uniquement du virus
avec du milieu de culture cellulaire.

Les plaques sont ensuite placées en incubation pendant 1h a 37°C puis lh a 4°C. Cette
incubation au froid permet de stabiliser les complexes virus/anticorps. Le contenu de chaque
plaque est ensuite transféré sur une microplaque contenant des tapis confluents de cellules
MDCK. Les plaques sont placées 1h en incubation a 37°C puis I’inoculum est éliminé et les
plaques sont lavées 3 fois avec un mélange de milieu DMEM + PBS. Du milieu de maintien
(DMEM + 0,2% BSA (bovine serum albumin) + trypsine TPCK (L-1-tosylamido-2-
phenylethyl chloromethyl ketone)) est déposé dans chaque puit a raison de 150 ul/puit puis les
plaques sont de nouveau placées en incubation a 37°C.

Différents temps d’incubation sont testés. Le temps d’incubation optimal est fonction de la
concentration virale choisie. Il est déterminé grace a la colonne témoin virus : lorsqu’on
obtient 100% de mortalité dans les puits de cette colonne, I’incubation est stoppée.

Les concentrations virales les plus élevées permettent d’obtenir un effet cytopathogene global
plus précoce mais compromettent la sensibilité du test. Ici, la concentration virale de 250
pfu/puit est celle qui offre le meilleur compromis. Pour cette concentration virale, le temps
d’incubation optimal a été déterminé a 2 jours.

A TI’issu de I’incubation, les cellules sont fixées et colorées avec du cristal violet a 1% pour
observation des effets cytopathogenes. Le titre des sérums est égal a I’inverse de la dilution la
plus élevée pour laquelle la culture cellulaire est intacte (absence d’effet cytopathogene)
indiquant une totale neutralisation du sérum.

La validité des résultats est évaluée grace a la colonne témoin cellules qui doit montrer 100%
de survie, et la colonne témoin virus qui doit montrer 100% de mortalité.

Cette étape de mise au point a permis d’aboutir a un protocole définitif de séroneutralisation a
partir duquel les différents prélévements de sérum ont été analysés.

2. Validation d’un protocole de séroneutralisation sur sérum

a. Protocole

¢ Matériel : - microplaques a 96 puits a fond plat
- pipettes multicanaux
- pipettes Eppendorf
- microscope
- cellule de Thomas
- PBS isotonique, 1x
- milieu DMEM
- BSA
- Trypsine TPCK
- Hépes IM
- culture de cellules MDCK
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- virus H7N1 E

- sérum témoin positif H7

- sérum témoin négatif

- sérums de canards a tester

¢ Méthode :

1) Préparation de microplaques de cellules MDCK
- éliminer le milieu de culture de la culture primaire de cellules MDCK
- laver les cellules avec 3 ml de trypsine. Cette étape permet a la trypsine de réagir
avec les protéines du reste du milieu de culture et permet ainsi d’éviter 1’inhibition
de I’enzyme lors de la prochaine étape
- éliminer la trypsine puis ajouter 2 ml de trypsine afin de rompre les liaisons
intercellulaires
- incuber a 37°C dans une atmosphere enrichie a 5% de CO2 jusqu’a ce que les
cellules soient totalement détachées les unes des autres
- laver la suspension cellulaire obtenue avec 8 ml de milieu de culture (milieu
DMEM + 10% BSA) afin de neutraliser la trypsine
- déterminer la concentration de la suspension cellulaire par comptage dans une
cellule de Thomas
- préparer une suspension cellulaire a 5.10° cellules/ml en diluant la solution mére
d’un facteur approprié avec du milieu de culture
- répartir 100 pl de cette suspension cellulaire dans chaque puit de microplaques a
96 puits a fond plat
- incuber 24h a 37°C dans une atmosphere enrichie a 5% de CO2

2) Mise en ceuvre du test de séroneutralisation
- traiter les sérums a 56°C pendant 30 min afin de détruire le complément
- utiliser une microplaque par sérum a tester
- réserver une microplaque pour les sérums témoin négatif et t¢émoin positif (diviser
la microplaque en deux dans le sens de la longueur)
- placer 100 pl de sérum dans chaque puit de la deuxiéme colonne
- placer 50 ul de milieu DMEM + BSA 0,2% + Hépes 1M (250 ul/ 10 ml) dans tous
les autres puits
- réaliser une dilution en série au demi des sérums jusqu’a la colonne 11
- diluer le virus H7N1 E dans du milieu DMEM + BSA 0,2% + Hépes 1M (250u1/10
ml) de fagon a obtenir un titre de 250 pfu/puit
- ajouter 50 ul de virus dans chaque puit sauf ceux de la premiére colonne
- la premiere colonne de chaque plaque sert de témoin cellules. Elle ne contient que
du milieu de culture.
- la derni¢re colonne de chaque plaque sert de témoin virus. Elle contient
uniquement du virus et du milieu de culture.
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N° des | 1= 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12=
cupules | témoin témoin

cellules virus
DMEM+ | 50 0 50 |50 50 50 50 50 50 50 50 50
BSA +
Hépés
sérum 0 100Q ? UGy 3\ ¥ ¥ I\ 72 A

50 50 {;0 MQO g@o g;o ‘Jgo MZO 50 rejeter 50 pl

dilution 1/4 | 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048
Virus a | 0 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
250
pfu/puit
Tableau 5 : Résumé des différentes étapes du protocole de séroneutralisation

- placer les plaques en incubation 1h a 37°C puis 1h a 4°C

- transférer le contenu de chaque plaque sur une microplaque de culture de cellules
MDCK

- incuber 1h a 37°C

- éliminer I’inoculum puis laver les plaques 3 fois avec du milieu DMEM + PBS 1x
- placer 150 pl de milieu de maintien (DMEM + BSA 0,2% + trypsine TPCK a
1nug/ml) dans chaque puit puis incuber 2 jours a 37°C.

- fixer et colorer les cellules avec du cristal violet a 1%

- observer les plages de lyse

- le titre des sérums est €gal a I’inverse de la dilution la plus élevée pour laquelle la
culture cellulaire est intacte

- la validité des résultats est évaluée grace a la colonne témoin cellules qui doit
montrer 100% de survie, et la colonne témoin virus qui doit montrer 100% de
mortalité.

- le sérum témoin positif doit montrer un titre constant au cours de chaque
manipulation. La reproductibilité du titre permet de vérifier la reproductibilité des
différents dosages entre eux.

b. Condition d’analyse des sérums de ’expérimentation PX-ANI-A2-29

Un groupe représentatif d’échantillons de sérum de 1’expérimentation PX-ANI-A2-29 a été
analysé par des tests de séroneutralisation au cours d’une seule manipulation.

Les sérums appartenant au sous-groupe « J6 T » ont servi de témoins négatifs.

Le sérum positif H7 a été utilis¢é comme témoin positif.

3.

Essai de séroneutralisation sur bile

Le test de séroneutralisation a ¢été¢ mis en ceuvre sur les échantillons de bile de la méme fagon

que pour

les sérums. Cependant, la bile s’est révélée toxique pour les cultures cellulaires en

provoquant une mortalité non spécifique proportionnelle a la concentration du prélévement.

Afin de s

upprimer cette toxicité, les échantillons de bile ont été dilués, puis de nouveaux tests

de séroneutralisation ont été réalisés afin de déterminer la dilution minimale a partir de

laquelle 1

a toxicité disparait.
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La conclusion de ces différents essais est que la dilution nécessaire a la disparition de I’effet
toxique est trop ¢€levée pour rester compatible avec un dosage quantitatif des anticorps
neutralisants.

Il n’a donc pas été possible d’analyser les prélevements de bile par la réaction de
séroneutralisation

H. Analyses statistiques

Les données générées par les trois méthodes de dosage ont été analysées grace a un fichier
Excel. Ainsi, les titres moyens et les écart-types ont été¢ calculés pour chaque sous-groupe
d’animaux, ce qui a permis la réalisation d’histogrammes. Afin de rendre possible le
traitement et la représentation graphique des données, les titres situés sous la limite minimale
de détection de chaque technique de dosage ont été remplacés par une valeur arbitraire de 1.
Pour une méme méthode de détection d’anticorps, les différences de titres moyens entre deux
temps d’infection différents ou entre les animaux infectés par le virus E et ceux infectés par le
virus R ont été analysées par un test t de Student non apparié. Une p-value < 0,05 est
considérée comme statistiquement significative.
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I1. Résultats expérimentaux

A. Analyse des échantillons de sérums de ’expérimentation PX-ANI-A2-
29 par la réaction d’inhibition de I’hémagglutination

1. Etude selon le virus inoculé

Les résultats détaillés obtenus pour chaque animal au cours des quatre manipulations sont
présentés en annexe 1. Les titres moyens calculés pour chaque sérum testé sont présentés en
annexe 2.

a. Résultats moyens par sous-groupe d’animaux

Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen
JO 2
J3T 8
J3E 21
J3R 24
J6 T 13
J6 E 53
J6 R 51
J16 E 11
J16 R 19
Témoin positif H7 128

Tableau 6 : Titres IHA moyens pour chaque sous-groupe de sérums de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29

On constate que chaque sous-groupe d’animaux témoins non infectés posséde un titre moyen
inférieur au seuil de positivité, ce qui est conforme aux résultats attendus.

Que les animaux soient infectés par le virus E ou le virus R, on constate une positivation des
titres a J3. Ces titres augmentent encore pour atteindre leur maximum a J6 puis ils chutent a
J16 a un niveau inférieur a celui de J3.
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b. Comparaisons statistiques
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Graphique 1: Comparaison des titres IHA moyens entre les sérums d’animaux infectés
par le virus E et ceux infectés par le virus R aux différents temps d’infection

On constate qu’il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les titres IHA des
animaux infectés par le virus E et ceux infectés par le virus R quelque soit le temps
d’infection.

Les animaux infectés par les deux virus sont alors regroupés en un seul et méme ensemble
afin d’améliorer la valeur statistique des tests

2. Etude virus E et R confondus

a. Résultats movyens par sous-groupe d’animaux

Les nouveaux titres [HA moyens a j3, j6 et j16 sont présentés dans le tableau suivant :

Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen
J3 22,5

J6 52

J16 15

Tableau 7 : Titres IHA moyens pour chaque sous-groupe de sérums de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29, virus E et R confondus
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b. Comparaisons statistiques
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Graphique 2 : Comparaison des titres IHA moyens des sérums de canards entre les
différents temps d’infection, virus E et R confondus
* =p<0,05; ** =p<0,01 par test t de Student

Les évolutions de titre IHA entre les différents temps d’infection sont significatives, excepté
entre j3 et j16 ou les titres ne sont pas statistiquement différents.

B. Analyse des échantillons de bile de I’expérimentation PX-ANI-A2-29

par la réaction d’inhibition de I’hémagglutination

1. Etude selon le virus inoculé

Les résultats détaillés obtenus pour chaque animal sont présentés en annexe 3.

a. Résultats moyens par sous-groupe d’animaux

Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen
J1 <8

J3E <8

J3R <8

J6 T <8

J6 E 55

J6 R 73

J16 R 118

J16 E 138

Témoin positif H7 128

Tableau 8 : Titres IHA moyens pour chaque sous-groupe de biles de I’expérimentation

PX-ANI-A2-29
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On constate que le titre [HA moyen des sous-groupes d’animaux témoins négatifs est
inférieur au seuil de positivité. De méme, le titre du témoin positif est conforme au titre
connu. Ces résultats permettent de confirmer la validité des titres obtenus pour les autres
prélevements de la manipulation.

Que ce soit pour le virus E ou le virus R, les titres moyens sont négatifs a J3. Ils deviennent
positifs a J6 puis continuent a augmenter a J16 (doublement du titre de J6).

b. Comparaisons statistiques
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Graphique 3 : Comparaison des titres IHA moyens entre les biles d’animaux infectés
par le virus E et ceux infectés par le virus R aux différents temps d’infection

De méme que pour les sérums, il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les
titres IHA des biles des animaux infectés par le virus E et ceux infectés par le virus R quelque
soit le temps d’infection.

Afin d’améliorer la valeur statistique des tests, les animaux sont donc mélangés en un méme

groupe.

2. Etude virus E et R confondus

a. Résultats moyens par sous-groupe d’animaux

Les nouveaux titres IHA moyens a j3, j6 et j16 sont présentés dans le tableau suivant :

Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen
I3 <8

J6 64

J16 128

Tableau 9 : Titres IHA moyens pour chaque sous-groupe de biles de I’expérimentation
PX-ANI-A2-29, virus E et R confondus
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b. Comparaisons statistiques
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Graphique 4: Comparaison des titres IHA moyens des biles de canards entre les
différents temps d’infection, virus E et R confondus
*%% — 5 <0,001 par test t de Student

On constate que les évolutions de titre IHA sont statistiquement significatives entre les
différents temps d’infection.

C. Comparaison de I’évolution des titres IHA dans les sérums et dans les
biles des animaux de ’expérimentation PX-ANI-A2-29 au cours du temps

1. Comparaison des résultats moyens par sous-groupe d’animaux selon le virus
inoculé

Afin de comparer I’évolution des titres moyens en anticorps pour les sérums et pour les biles
au cours du temps, les données ont été regroupées dans un méme tableau.

Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen des sérums | Titre IHA moyen des biles
JO ou J1 2 <8

J3E 21 <8

J3R 24 <8

J6 E 53 55

J6 R 51 73

J16 R 19 118

J16 E 11 138

Tableau 10 : Comparaison des titres IHA moyens des prélévements de sérums et de biles
par sous-groupe d’animaux
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On constate que les titres IHA n’évoluent pas de la méme facon dans les sérums que dans les
biles. Que ce soit pour le virus E ou le virus R, la positivation des titres est plus lente dans la
bile. Puis, a J6, les taux d’anticorps atteignent sensiblement le méme niveau dans le sérum
que dans la bile. A J16, par contre, les évolutions sont totalement différentes : les taux
d’anticorps chutent dans le sérum alors qu’ils augmentent de facon importante dans la bile.

2. Comparaison des résultats moyens par sous-groupe d’animaux, virus E et R

confondus
Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen des | Titre IHA moyen des biles
sérums
J3 22,5 <8
J6 52 64
J16 15 128

Tableau 11 : Comparaison des titres IHA moyens des prélévements de sérums et de biles
par sous-groupe d’animaux, virus E et R confondus

Les constatations sont les mémes lorsque les animaux infectés par les deux types de virus sont
regroupé€s en un seul ensemble.

D. Analyse des échantillons de sérum de I’expérimentation PX-ANI-A2-
29 par un test ELISA

1. Etude selon le virus inoculé

Les résultats détaillés obtenus pour chaque animal au cours des 6 tests ELISA sont présentés
en annexe 4. Les titres moyens calculés pour chaque sérum testé sont présentés en annexe 5.

a. Résultats moyens par sous-groupe d’animaux

Sous-groupe d’animaux Titre ELISA moyen
J1T 25

J3E <50

J3R <50

J6 T 13

J6 E 171

J6 R 200

J16 R 428

J16 E 433

Témoin positif H7 2400

Tableau 12 : Titres ELISA moyens pour chaque sous-groupe de sérums de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29
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On constate que les sous-groupes d’animaux témoins a J1 et J6 possedent des titres moyens
légerement positifs. Ceci est du a la présence de quelques animaux possédant un titre positif
dans chaque groupe. Cependant, les titres de ces animaux ont été déterminés a partir d’autres
témoins négatifs. On peut donc expliquer ces résultats par la variabilité biologique.

D’autre part, que les canards soient infectés par le virus E ou le virus R, on constate que les
titres sont négatifs a J3. Ils deviennent positifs a J6 puis augmentent encore pour atteindre un
maximum a J16 (doublement de la valeur de J6).

b. Comparaisons statistiques
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Graphique S: Comparaison des titres ELISA moyens entre les sérums d’animaux
infectés par le virus E et ceux infectés par le virus R aux différents temps d’infection

Il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les titres ELISA des sérums des
animaux infectés par le virus E et ceux infectés par le virus R.

Les animaux infectés par les deux types de virus sont alors mélangés en un méme groupe afin
d’augmenter la valeur statistique des tests.

2. Etude virus E et R confondus

a. Résultats moyens par sous-groupe d’animaux

Les nouveaux titres ELISA moyens a j3, j6 et j16 sont présentés dans le tableau suivant :

Sous-groupe d’animaux Titre ELISA moyen
J3 <50

J6 185

J16 430

Tableau 13 : Titres ELISA moyens pour chaque sous-groupe de sérums de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29, virus E et R confondus
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b. Comparaisons statistiques
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Graphique 6: Comparaison des titres ELISA moyens des sérums de canards entre les
différents temps d’infection, virus E et R confondus
** —p<0,01; *** =p<0,001 par test t de Student

On constate que les évolutions de titre entre les différents temps d’infection sont

statistiquement significatives.

E. Analyse des échantillons de bile de ’expérimentation PX-ANI-A2-29
par un test ELISA

1. Etude selon le virus inoculé

Les résultats détaillés obtenus pour chaque animal au cours des trois tests ELISA sont
présentés en annexe 6.

a. Résultats movyens par sous-groupe d’animaux

Sous-groupe d’animaux Titre ELISA moyen
J1T <20

J3E 52

J3R 15

J6 T <20

J6 E 34

J6 R 40

J16 R 80

J16 E 173

Témoin sérum positif H7 > 400

Tableau 14 : Titres ELISA moyens pour chaque sous-groupe de biles de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29
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On constate que le titre ELISA moyen des sous-groupes d’animaux témoins négatifs a J1 et a
J6 est inférieur au seuil de positivité, conformément aux résultats attendus.

Les évolutions sont ensuite différentes selon que les canards sont infectés par le virus E ou le
virus R. En ce qui concerne le virus E, le titre moyen du sous-groupe d’animaux est positif a
J3, puis il diminue a J6 avant d’augmenter fortement a J16. Cette baisse observée a J6 est due
essentiellement a I’animal EL pour qui le titre a J3 est largement supérieur a celui des quatre
autres animaux. Ainsi, le titre moyen du sous-groupe a J3 est supérieur a celui de J6.

Pour les animaux infectés par le virus R, le titre moyen est faiblement positif a J3 puis il
augmente graduellement jusqu’a J16. Cependant, ce titre est plus de deux fois inférieur a celui
du groupe infecté par le virus E.

b. Comparaisons statistiques
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Graphique 7: Comparaison des titres ELISA moyens entre les biles d’animaux infectés
par le virus E et ceux infectés par le virus R aux différents temps d’infection

Il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les titres ELISA des biles des
animaux infectés par le virus E et ceux infectés par le virus R.

Les biles des animaux infectés par le virus E ou R sont alors regroupées en un méme
ensemble afin d’améliorer la valeur statistique des tests.

2. Etude virus E et R confondus

a. Résultats moyens par sous-groupe d’animaux

Les nouveaux titres ELISA moyens a j3, j6 et j16 sont présentés dans le tableau suivant :

Sous-groupe d’animaux Titre ELISA moyen
I3 35

J6 37

J16 123

Tableau 15 : Titres ELISA moyens pour chaque sous-groupe de biles de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29, virus E et R confondus
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b. Comparaisons statistiques
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Graphique 8: Comparaison des titres ELISA moyens des biles de canards entre les
différents temps d’infection, virus E et R confondus
* =p<0,05; %% =p<0,01 par test t de Student

On constate qu’il n’y a pas de différence significative entre les titres ELISA a j3 et j6. En
revanche, les différences sont statistiquement significatives entre j6 et j16 d’une part et entre
j3 et j16 d’autre part.
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F. Comparaison de I’évolution des titres ELISA dans les sérums et dans
les biles des animaux de ’expérimentation PX-ANI-A2-29 au cours du

temps

1. Comparaison des résultats moyens par sous-groupe d’animaux selon le virus
inoculé

Afin de comparer I’évolution des titres moyens en anticorps pour les sérums et pour les biles
au cours du temps, les données ont été regroupées dans un méme tableau.

Sous-groupe d’animaux Titre ELISA moyen des | Titre ELISA moyen des
sérums biles

J1T 25 <20

J3E <350 52

J3R <50 15

J6 T 13 <20

J6 E 171 34

J6 R 200 40

J16 R 428 80

J16 E 433 173

Tableau 16 : Comparaison des titres ELISA moyens des prélévements de sérums et de
biles par sous-groupe d’animaux

On constate que les titres ELISA n’évoluent pas de la méme fagon dans le sérum que dans la
bile. Les anticorps sont détectables plus tot dans la bile (deés J3) puis ils augmentent
légerement a j6 (sauf pour le virus E ou on observe une baisse) et continuent d’augmenter a
jl16. Dans le sérum, les anticorps sont détectables a partir de j6 avec un titre élevé puis
continuent d’augmenter a j16.

2. Comparaison des résultats movens par sous-groupe d’animaux, virus E
et R confondus

Sous-groupe d’animaux

Titre ELISA moyen des
sérums

Titre ELISA moyen des
biles

J3 <350 35
Jé 185 37
J16 430 123

Tableau 17 : Comparaison des titres ELISA moyens des prélévements de sérums et de
biles par sous-groupe d’animaux, virus E et R confondus

Lorsque I’on regroupe les animaux infectés par les deux types de virus en un méme ensemble,
on constate également que I’apparition des anticorps est plus précoce dans la bile (des j3) que
dans le sérum (dés j6). Cependant, le titre moyen reste constant et bas dans la bile jusqu’a j6
alors qu’il apparait a un taux élevé dans le sérum. A j16, les titres augmentent fortement dans
la bile comme dans le sérum mais le titre moyen est plus €levé dans le sérum.
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G. Analyse des échantillons de sérum de I’expérimentation PX-ANI-A2-
29 par la réaction de séroneutralisation

1. Etude selon le virus inoculé

Les résultats détaillés obtenus pour chaque animal sont présentés en annexe 7.

a. Résultats moyens par sous-groupe d’animaux

Sous-groupe d’animaux Titre moyen en séroneutralisation
J3E <8

J3R <8

J6T <8

JOE 9

J6 R 7

JI6 R 27

J16 E 29

Témoin positif H7 160

Tableau 18 : Titres moyens en séroneutralisation pour chaque sous-groupe de sérums de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29

On constate que pour le sous-groupe d’animaux témoins négatifs a J6 aucune neutralisation
des sérums n’est observée (titre inférieur a la dilution initiale de I’échantillon), ce qui est
conforme aux résultats attendus.

D’autre part, que les canards soient infectés par le virus E ou le virus R, on constate que les
titres sont négatifs a J3. IlIs deviennent faiblement positifs a J6 puis augmentent fortement a
J16.

Les titres sont en moyenne légerement plus €levés chez les canards infectés par le virus E.

b. Comparaisons statistiques

1000
S
-
o)
o
c
o 100
®
% @ virus E
S
] B virus R
[}
[ =
<} 10
@
(7]
c
[}
o
=
-
1

i3 6 j16

Graphique 9: Comparaison des titres moyens en séroneutralisation entre les sérums
d’animaux infectés par le virus E et ceux infectés par le virus R aux différents temps
d’infection
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Il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les titres des animaux infectés par
le virus E et ceux des animaux infectés par le virus R.

Afin d’augmenter la valeur statistique des tests, les sérums sont regroupés en un meéme
ensemble

2. Etude virus E et R confondus

a. Résultats movyens par sous-groupe d’animaux

Les nouveaux titres moyens en séroneutralisation a j3, j6 et j16 sont présentés dans le tableau
suivant :

Sous-groupe d’animaux Titre moyen en séroneutralisation
J3 <8

J6 8

J16 28

Tableau 19 : Titres moyens en séroneutralisation pour chaque sous-groupe de sérums de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29, virus E et R confondus

b. Comparaisons statistiques
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Graphique 10: Comparaison des titres moyens en séroneutralisation des sérums de
canards entre les différents temps d’infection, virus E et R confondus
** —p<0,01; *** =p<0,001 par test t de Student

On constate que les évolutions de titre entre les différents temps d’infection sont
statistiquement significatives
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H._Comparaison des résultats obtenus par les trois méthodes de dosage

1. Pour les sérums de ’expérimentation PX-ANI-A2-29

Les échantillons de sérums n’ont pas tous été testés par les trois méthodes de dosage du fait
de la faible quantité de prélevement disponible pour certains animaux.

Afin de comparer les titres moyens obtenus en fonction de la technique utilisée, les
¢chantillons dosés par les trois méthodes ont été regroupés dans un tableau comparatif
présenté en annexe 8. Ainsi, seuls 33 prélévements ont été analysés en commun.

Les titres moyens pour chaque sous-groupe d’animaux ont ensuite été calculés a partir des
résultats obtenus pour ces 33 préleévements. Un nouveau tableau comparatif a alors été réalisé
(annexe 9).

Sous-groupe Titre IHA moyen Titre ELISA moyen | Titre moyen en
d’animaux séroneutralisation
J3 22,5 <50 <8

Jé 52 185 8

J16 15 430 28

Tableau 20 : Comparaison des titres obtenus pour chaque sous-groupe de sérums de
canards selon la méthode de détection d’anticorps, virus E et R confondus

On constate que 1’évolution des taux d’anticorps détectés au cours du temps est semblable par
les méthodes ELISA et de séroneutralisation.

En revanche, la méthode d’inhibition de ’hémagglutination donne des résultats différents : la
détection des anticorps est plus précoce (des j3) par rapport aux autres techniques de dosage.
De plus, alors que par les méthodes ELISA et de séroneutralisation le taux d’anticorps suit
une courbe ascendante de j3 jusqu’a j16, on observe une chute importante de titre a I'THA
entre j6 et j16.

2. Pour les biles de ’expérimentation PX-ANI-A2-29

Les résultats obtenus pour les prélévements de biles analysés par I'THA et ’ELISA ont été
regroupés dans un tableau comparatif présenté en annexe 10.

Les titres moyens pour chaque sous-groupe d’animaux ont ensuite été calculés et regroupés
dans un autre tableau (annexe 11)

Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen Titre ELISA moyen

J3 <8 35
Jé 64 37
J16 128 123

Tableau 21 : Comparaison des titres obtenus pour chaque sous-groupe de biles de
canards selon la méthode de détection d’anticorps, virus E et R confondus
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On constate que I’évolution des taux d’anticorps détectés dans la bile au cours du temps par
les méthodes d’IHA et ELISA est presque identique. Les anticorps sont détectés des j3 par
I’ELISA alors qu’ils ne sont pas détectés a I’THA. Puis les titres augmentent de j6 a j16 dans
les deux techniques de dosage.
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PARTIE 111

Discussion
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I. Réponse sérologique du canard face a des virus influenza A
H7N1 faiblement pathogénes

Les résultats de cette étude montrent que, contrairement a ce qui avait ¢té admis jusqu’a
présent, les canards développent une réponse anticorps a la fois systémique et mucosale face a
une infection par des VIA FP. Cette constatation n’est cependant pas valable lorsque les
prélévements, en particulier les sérums, sont analysés par le test d’THA.

A. Réponse sérologique systémique

1. Divergence des résultats obtenus a ’IHA par rapport aux deux autres tests

La cinétique d’apparition des anticorps anti-influenza dans le sérum des canards differe selon
la technique de dosage utilisée. Le test ELISA et la réaction de séroneutralisation donnent des
résultats similaires avec une réponse sérologique détectée a partir de j6 et qui suit une courbe
ascendante pendant toute la durée de I’expérimentation (16 jours). Ces tests mettent donc en
évidence une réponse humorale systémique persistante et d’intensité croissante pendant les 16
jours de I’expérimentation.

En revanche, la réaction d’IHA donne des résultats trés différents. En effet, la réponse
sérologique est détectée des j3 puis atteint un niveau maximum a j6 avant de retomber sous le
seuil de positivité a j16. Ce test fait donc apparaitre une réponse anticorps trés bréve et de
faible intensité. Ce résultat est en accord avec 1’étude menée par Kida et al, ou il a également
été montré que des canards Anas platyrhynchos infectés par différents VIA FP présentaient
une réponse indétectable ou trés faible et uniquement transitoire (titres de 1/16 2 a 4 semaines
post-infection) par le test d’IHA (Kida ef al, 1980).

2. Manque de sensibilité du test d’IHA chez le canard

Les résultats de cette étude montrent un manque de sensibilité de I’'IHA par rapport aux deux
autres tests dans la détection de la réponse sérologique du canard contre des VIA FP. Ce
probléme avait déja été suspecté par d’autres auteurs (Webster et al, 2006 ; Kim et al, 2008).
Webster et al avaient, de plus, constat¢ que [’utilisation d’hématies de chevaux en
remplacement de celles du poulet ne permettait pas d’augmenter la sensibilité de leur test
d’ITHA.

A notre connaissance, une seule publication scientifique a déja comparé le test d’IHA a une
autre méthode diagnostique dans la détection de la réponse anticorps du canard suite & une
infection par des VIA FP. Il s’agit d’une étude menée par Higgins et al en 1987. Les auteurs
ont infecté expérimentalement des canards Anas platyrhynchos avec des VIA H3N2 FP et ont
analysé leur réponse sérologique par le test d’IHA ainsi que par un test de neutralisation
virale. Les résultats obtenus par les deux méthodes diagnostiques se sont révélés tres
différents : alors que le taux d’anticorps sérique augmente constamment pour atteindre un pic
a j15 par le test de neutralisation virale, le test d’IHA fait apparaitre un pic sérologique a j7
suivi d’une forte chute jusqu’a un niveau minimum a j15.

Ces résultats sont en parfait accord avec nos observations et révelent, la aussi, un manque de
sensibilité de I'THA par rapport a une autre méthode diagnostique.
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Chez ’Homme, il a également été montré que I'IHA était moins sensible que le test de
séroneutralisation pour la détection sérologique d’une infection a virus influenza aviaire.
Rowe et al ont ainsi constaté que les anticorps étaient détectés par IHA uniquement si les
sérums présentaient de hauts titres en anticorps neutralisants (Rowe ez al, 1999). Cependant,
chez ’'Homme, le probléme semble avoir été résolu par I'utilisation d’hématies de chevaux a
la place de celles d’autres especes. Ainsi, Kayali ef al obtiennent une forte corrélation entre
les résultats obtenus par IHA et par le test de séroneutralisation dans la détection d’anticorps
dirigés contre de nombreuses souches d’influenza aviaire chez ’Homme (sauf pour les
souches H7) (Kayali ef al, 2008).

3. Hypothéses concernant le manque de sensibilité de ’IHA

a. Importance de ’espéce de provenance des globules rouges

De nombreux auteurs ont fait apparaitre la relative insensibilité¢ du test d’IHA dans la
détection des anticorps animaux ou humains dirigés contre I’hémagglutinine aviaire, suite a
une vaccination ou une infection naturelle ou expérimentale, ceci méme en présence de hauts
titres en anticorps neutralisants (Lu ef al, 1982 ; Rowe ef al, 1999 ; Stephenson et al, 2003 ;
Webster et al, 2006 ; Middleton et al, 2007 ; Kim et al, 2008). Stephenson et a/ ont montré
que chez I’Homme ainsi que d’autres mammiferes, la sensibilit¢ du test pouvait éEtre
considérablement améliorée en utilisant des hématies de chevaux a la place des hématies de
poulet traditionnellement employées (Stephenson et al, 2003). Depuis, plusieurs publications
sont venues confirmer cette observation (Meijer et al, 2006 ; Jia et al, 2008 ; Kayali et al,
2008).

Cependant, chez le canard, cette solution semble donner des résultats inconstants : alors que
certains auteurs obtiennent une augmentation évidente des titres IHA avec les hématies de
chevaux (Kim et al, 2008), d’autres ne constatent aucun gain de sensibilité (Webster et al,
2006 ; résultats de notre étude).

On peut donc en déduire que, chez le canard, il existe un autre facteur qui conditionne la
sensibilité du test d’IHA.

b. Role de la séquence en acides aminés de I’hémagglutinine

Hoffmann et al/ ont récemment montré que des résidus acides aminés spécifiques de
I’hémagglutinine, notamment [’acide aminé en position 223, pouvaient étre reliés a la
sensibilité du test d’IHA (Hoffmann ef al/, 2005). Les auteurs ont en effet mis au point
différents vaccins HS inactivés a partir de virus entiers qui différent uniquement au niveau de
un ou deux acides aminés de I’hémagglutinine. Ils ont ensuite testé le pouvoir immunogene de
ces vaccins sur différents lots de furets en analysant la réponse anticorps induite par des tests
de neutralisation virale et d’IHA. Ainsi, tous les sérums ont montré de hauts titres en
anticorps neutralisants quelque soit le vaccin utilisé. En revanche, leurs taux d’anticorps
hémagglutinants est resté invariablement bas, excepté pour les sérums d’animaux immunisés
a partir d’un virus dont la sérotonine en position 223 de I’HA a été remplacée par un résidu
asparagine. Les auteurs ont par la suite évalué la contribution de cette unique substitution
d’acide aminé dans la réactivité sérologique a I’IHA. Ils ont constaté que cela permettait
d’augmenter considérablement les taux d’anticorps détectés (augmentation d’un facteur de 4
ou plus). Ce gain de sensibilité a 'IHA peut s’expliquer par un changement de conformation
et une altération de la spécificité du récepteur provoqués par le changement de résidu.
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La conclusion de cette étude est que 1’évaluation de la réponse sérologique par IHA suite a
une infection ou une vaccination par un virus influenza H5 peut étre améliorée en remplacant
I’acide aminé en position 223 de I’antigéne HA par un résidu asparagine. Les auteurs
proposent d’étendre cette stratégie a d’autres sous-types de virus influenza aviaires, comme
les sous-types H9 et H7.

Le virus A/turkey/Italy/977/1999(H7N1) que nous avons utilisé pour notre étude posséde une
valine en position 223. Afin de savoir si cet acide aminé est, comme la sérotonine, associé a la
faible sensibilité du test d’IHA, il nous aurait fallu le substituer par un résidu asparagine puis
déterminer si cela permettait d’améliorer la sensibilité du test.

Les deux hypotheses précédentes expliquent le manque de sensibilit¢ de 'IHA par des
particularités structurales et fonctionnelles liées aux virus influenza aviaires. Cependant, elles
n’expliquent pas pourquoi, chez d’autres especes aviaires comme le poulet ou la dinde, le test
d’THA réalisé dans les conditions standards (avec hématies de poulet) permet toujours
d’obtenir de hauts titres anticorps, quelque soit le virus utilisé. D’autre part, ces hypotheses ne
permettent pas non plus d’expliquer pourquoi nous constatons une chute des titres IHA a J16
alors que les deux autres tests font apparaitre une hausse.

Il semblerait donc qu’une caractéristique liée a I’espece « canard » serait capable de
compromettre la détection des anticorps hémagglutinants par le test d’THA.

c. Implication des IgY (AFc¢) ?

1. Description de notre hypothése

L’hypothése que nous avangons s’appuie sur une particularit¢ du systéme immunitaire
humoral du canard: la présence des IgY (AFc). En effet, cette immunoglobuline est
dépourvue de la région responsable des fonctions effectrices biologiques secondaires. Il est
donc possible que cette particularité structurale soit également a I’origine d’une déficience
concernant I’hémagglutination. D’autre part, les IgY (AFc) sont les immunoglobulines
sériques prédominantes du canard (ratio IgY/IgY (AFc) = 3/5) et remplacent petit a petit les
IgY au fur et a mesure du développement de la réponse immunitaire (Parham, 1995 ;
Lundqvist et al, 2006).

On peut donc émettre I’hypothese que les IgY (AFc) ne sont pas détectées a I'IHA du fait de
leurs déficiences fonctionnelles. Or, comme elles sont prédominantes dans le sérum, ceci
expliquerait pourquoi les canards présentent une faible réponse sérologique a I'lHA en
comparaison avec d’autres espéces aviaires comme le poulet. D’autre part, puisque les IgY
(AFc) prennent la place des IgY dans la réponse immunitaire tardive, elles seraient alors
responsables d’une baisse de la capacité hémagglutinante des sérums de canard, se traduisant
par une brusque décroissance des titres anticorps a I’THA a j16.
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Graphique 11: Evolution supposée des taux d’IgM, IgY et IgY(AFc) dans le sérum des
canards a la suite d’une infection a VIA FP (graphique réalisé en prenant en compte les
données publiées par Higgins et al (1987))

1. Apports de 1’étude de Higeins et al (1987) dans ’interprétation de nos
résultats expérimentaux

L’étude menée par Higgins et al est en faveur de cette hypothése (Higgins et al, 1987). Les
auteurs ont infecté expérimentalement des canards Anas platyrhynchos avec des VIA H3N2
faiblement pathogeénes puis ont réalisé des tests d’IHA sur les sérums ainsi que sur des
fractions de sérums (correspondant aux différents types d’immunoglobulines) collectées par
ultracentrifugation a différents temps post-infection. Ils ont constaté un pic d’anticorps a J7
attribué exclusivement aux IgM. Cette réponse IgM, transitoire, a ensuite été¢ remplacée par
les IgY. Aucune activité hémagglutinante n’a ¢été détectée dans la fraction de sérum
correspondant aux IgY (AFc).

Les constatations de cette étude peuvent servir de base d’interprétation de nos résultats. En
effet, il est probable que le pic d’anticorps que nous avons obtenu a j6 a 'IHA corresponde a
la réponse IgM. Le taux sérique d’IgY et d’IgY (AFc) augmenterait ensuite mais les IgY
(AFc) deviendraient largement majoritaires, ce qui expliquerait la chute de [Dactivité
hémagglutinante des sérums a j16. Nous pouvons supposer que la réponse sérologique des
canards persiste au dela de 16 jours, notamment du fait de I’augmentation constante des titres
a PELISA et en séroneutralisation. Cependant, cette réponse, associée majoritairement aux
IgY (AFc), resterait indétectable ou faible par le test d’THA.
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Higgins et al ont analysé la réponse anticorps de leurs animaux jusqu’a 33 jours post-
infection. Leur test de neutralisation virale enregistre une chute du taux d’anticorps apres le
pic a j15, suivie d’une nouvelle augmentation jusqu’a la fin de ’expérimentation. A I’'IHA, la
réponse sérologique réaugmente a partir de j15 mais de facon tres lente et modérée.

I est donc possible, d’apres cette étude, que nous aillons pu détecter une hausse des titres
IHA chez les canards de notre expérimentation si nous avions poursuivi notre étude au-dela
de 16 jours.

111. Nécessité d’investigations supplémentaires

Afin d’explorer notre hypothése selon laquelle le manque de sensibilité de I’'THA chez le
canard serait 1ié a la présence des IgY (AFc), nous aurions pu réaliser un prétraitement des
sérums de canard dans le but de digérer le fragment Fc des immunoglobulines, puis comparer
les résultats obtenus a I’IHA avec ces sérums et les sérums non digérés. Cela reviendrait a
tester le role de la région Fc dans la capacité des anticorps a hémagglutiner et permettrait de
confirmer si la baisse des titres constatée a j16 est effectivement due a une augmentation de la
proportion d’immunoglobulines tronquées dans le sérum.

Dans I’état actuel des données scientifiques, des études supplémentaires sont nécessaires afin
de préciser ’origine exacte du manque de sensibilité de 'IHA avec les sérums de canards.

B. Réponse sérologique mucosale

Les infections a VIA FP chez le canard sont des maladies entéritiques et les muqueuses sont
les sites d’exposition initiale au virus ainsi que son lieu de réplication (Suarez et Schultz-
Cherry, 2000). Il est donc intéressant d’analyser la cinétique d’apparition des anticorps dans
les sécrétions biliaires, qui sont une source importante d’immunoglobulines déversées dans le
milieu intestinal.

Les résultats obtenus dans cette étude sont homogenes pour les tests IHA et ELISA. Tous
deux montrent une augmentation constante des titres anticorps pendant les 16 jours de
I’expérimentation, bien que la détection soit plus précoce a I’ELISA (d¢s j3).

Les canards possedent donc une réponse sérologique locale persistante et d’intensité
croissante pendant toute la durée de I’étude.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Higgins et al (Higgins et al, 1987). Ces
chercheurs ont en effet montré que suite a I’infection par des VIA H3N2 FP, les canards
présentaient une élévation de D’activité anticorps de leurs IgA biliaires des 3 jours post-
infection. Cette activité atteignait un pic a 12 jours et persistait pendant au poins 33 jours. Ils
ont également montré que le développement de hauts titres anticorps dans la bile coincidait
avec la fin de I’excrétion du virus dans les feces.

11 est donc probable que I’immunité locale digestive assurée par les IgA biliaires joue un role

majeur dans 1’élimination des VIA FP par le systtme immunitaire du canard. Le site de
production de ces immunoglobulines est encore inconnu aujourd’hui.
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C. Conséquences du pouvoir de réplication du virus inoculé sur
Pintensité de la réponse sérologique

Deux virus recombinants (virus E et virus R) issus d’une souche mére H7N1 ont été utilisés
afin de mesurer I’impact du pouvoir de réplication du virus inoculé sur I’intensité¢ de la
réponse sérologique des canards. Le virus R, qui a le pouvoir de réplication le plus élevé, est
associ¢ a une augmentation de la production d’interféron de type I (Soubies et a/, 2010).
Cependant, sur le plan de I'immunité humorale, cette étude montre qu’il n’y a pas de
différence statistiquement significative entre le groupe d’animaux infecté par le virus E et
celui infecté par le virus R, quelque soit la méthode de détection d’anticorps utilisée. Cette
constatation est valable aussi bien pour la réponse sérologique systémique que pour
I’immunité mucosale associée aux IgA biliaires.

Ces résultats sont malgré tout a considérer avec prudence dans la mesure ou le nombre de
prélévements testés dans chaque sous-groupe d’animaux est trés faible (entre 1 et 7
prélévements) et la variabilité individuelle parfois trés importante (cf résultats présentés dans
les tableaux en annexe). Une étude menée sur un effectif de canards plus important est
nécessaire pour apporter une conclusion définitive sur ce sujet.
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I1. Limites de I’étude

A. La réponse sérologique est-elle protectrice ?

Une des principales limites de cette étude est le temps d’expérimentation relativement court
(16 jours) qui permet juste d’analyser la cinétique d’apparition des anticorps et non leur
persistance dans le temps. Nos résultats montrent que les canards présentent une réponse
sérologique systémique et mucosale face a des virus influenza H7N1 FP dont I’intensité
augmente jusqu’au seizieme jour de I’infection. Combien de temps persiste cette réponse
sérologique ? La réponse a cette question est essentielle pour déterminer le mécanisme
immunologique qui permet aux canards de jouer le role de réservoir de virus influenza A.

En effet, deux mécanismes sont possibles :

1) les canards présentent une infection persistante sans symptome, ce qui signifie que les virus
se répliquent et sont excrétés en permanence.

Nous savons aujourd’hui que cette hypothése est fausse car les canards développent une
réponse anticorps face aux virus influenza et sont capables de s’en débarrasser, comme en
témoignent les études d’excrétion virale faites a partir d’écouvillons cloacaux et oraux
(Higgins et al, 1987 ; Pantin-Jackwood et al, 2007 ; Mundt et al, 2009 ; Sturm-Ramirez et al,
2004 ; Beato et al, 2007 ; Tian et al, 2005 ; Steensels et al, 2008 ; Jeong et al, 2009 ; Webster
et al, 1978 ; Kida et al, 1980 ; Webster et al, 2006 ; Kim et al, 2008).

i1) les canards sont capables d’étre réinfectés souvent par les virus influenza. Ceci peut
s’expliquer par le mode de vie de ces animaux (lacs, migrations..), propice a de fréquentes
contaminations et a une exposition a de nombreux sous-types viraux. Une autre explication
est également possible : celle d’une réponse immunitaire adaptative peu efficace, qui ne
protegerait pas les canards contre les réinfections.

Pour explorer cette hypothe¢se sur le plan de I'immunité humorale, il faut tout d’abord
analyser la persistance dans le temps de la réponse anticorps puis réinfecter les canards
lorsque ces anticorps ont disparu. Si le virus influenza se réplique et est de nouveau excrété,
cela signifie que la réponse sérologique n’est pas protectrice.

Une étude menée par Kida e al/ tend a invalider cette hypothése (Kida er al, 1980). Les
auteurs ont, en effet, infecté expérimentalement des canards Anas platyrhynchos par un VIA
FP puis ont ré-inoculé les animaux a différents intervalles de temps suivant la primo-
infection. La réponse sérologique, suivie par [HA, est trés faible voir indétectable apres la
primo-infection, et est associée a une excrétion virale dans les féces d’au moins 7 jours par
I’ensemble des canards. Apres ré-inoculation dans les 28 jours suivant la primo-infection,
aucune réponse anticorps ni excrétion virale n’est détectée. En revanche, lorsque les oiseaux
sont ré-infectés 46 jours ou plus suivant la primo-infection, une brusque réponse immunitaire
secondaire apparait de facon évidente a I’'I[HA, suggérant une nouvelle réplication du virus.
Cependant, aucune excrétion virale n’est détectée dans les feéces de ces animaux,
probablement en raison d’une rapide restriction de I’infection par la réponse immunitaire
secondaire.

Les résultats de cette étude tendraient donc a prouver que la réponse sérologique des canards

est capable de les protéger efficacement contre les réinfections. D’autres investigations
seraient cependant souhaitables afin de confirmer ces observations. Si celles-ci se
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confirmaient, il faudrait alors en déduire que c’est le mode de vie particulier des canards qui
est responsable de leur caractere réservoir de VIA FP.

B. Quels sont les roles de Pimmunité innée et de Pimmunité a médiation
cellulaire ?

Cette étude a été consacrée a 1’analyse de la réponse immunitaire humorale des canards face
aux VIA FP. De manicre générale, c’est cette modalité de réponse du systeme immunitaire du
canard qui a été le plus étudiée jusqu’a aujourd’hui.

Cependant, la réponse sérologique adaptative n’est peut-étre pas le meilleur moyen de défense
des canards pour lutter contre une infection a VIA. En effet, il est possible que I’immunité
innée joue un réle majeur dans la résistance a I’infection. Ceci pourrait notamment expliquer
pourquoi les canards ne présentent pas de symptome suite a une infection par des VIA FP ou
HP pour le poulet, malgré une réponse sérologique faible ou indétectable, alors que des
poulets infectés par les mémes virus présentent des signes cliniques plus ou moins séveres
malgré une forte réponse sérologique.

Une autre possibilité consiste a envisager 1’intervention de I’immunité a médiation cellulaire.
En effet, celle-ci tient habituellement un réle important dans la défense contre les maladies
virales. Son implication dans la lutte contre une infection a VIA chez le canard a été suspectée
par Webster et al lors d’une étude vaccinale qui a montré que des canards pouvaient
bénéficier d’une protection compléte contre une souche létale de VIA HS5N1 HP malgré
I’absence d’anticorps neutralisants et de réponse sérologique détectée par IHA (Webster et al,
2006).

L’importance de cette modalité immunitaire lors d’infection a VIA a cependant fait I’objet de
trés peu d’investigation chez le canard (Suarez et Schultz-Cherry, 2000). Hormis chez le
modele murin, trés peu de recherches se sont focalisées sur le role des lymphocytes T helper
(CD4+) et des lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) dans la pathogeneése de I’influenza
aviaire. Une étude menée sur des souris dépourvues d’anticorps et de cellules B matures a
montré que les anticorps n’étaient pas nécessaires a ces animaux pour éliminer des virus
influenza B moyennement pathogeénes (Epstein et al, 1998). Le mécanisme immunitaire
protecteur dépendait dans ce cas des lymphocytes T CD4+ et CD8+ et a permis de protéger
les animaux contre une réinfection pendant 30 jours. Cette étude prouve l’importance de
I’immunité a médiation cellulaire dans la lutte contre une infection a virus influenza.

Chez le canard, il a ét¢ montré qu’une infection par le virus A/Mallard/Ohio/184/86 (H5N1)
¢tait a ’origine d’une réponse a cellules T déprimée in vitro. En revanche, I’infection était
associée a une augmentation de 1’activité des monocytes et macrophages in vivo (Laudert et
al, 1993). Cette étude prouve que les virus influenza sont capables de moduler la réponse
immunitaire cellulaire des canards.

Récemment, une étude a comparé I’expression de genes liés a 'immunité chez des cellules
sanguines périphériques mononuclées de canards et de poulets infectées par le méme VIA
HIIN9 FP (Adams et al, 2009). Plus particuliecrement, I’expression différentielle des
molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) et I’expression de cytokines
telles I’IL-2 et I’IL-6 ont été analysées afin de déterminer si une réponse de type Thl ou Th2
est initiée par les cellules en réponse a une infection a VIA. Les auteurs ont ainsi constaté que
les poulets, a I’'image des mammiferes, présentent une expression accrue d’IL-1p et d’IL-6
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ainsi qu’une tendance vers une réponse de type Th2. Inversement, les canards montrent une
expression inchangée des IL-1B et IL-6 avec une tendance vers une réponse de type Thl. De
méme, 1’expression des IFN-1 est différente entre les deux espeéces. Alors que les poulets
présentent une forte induction des IFN, un faible niveau d’expression est observé chez les
canards. Or, I’expression des IFN et des cytokines pro-inflammatoires influence a la fois la
clairance virale et la présentation clinique de la maladie. Ces résultats fournissent donc une
explication concernant la différence de comportement et de schéma pathogénique des VIA
chez le poulet et le canard.

Ainsi, I’absence de signe de maladie chez le canard lors d’une infection a VIA peut étre liée
au faible niveau d’expression de cytokines pro-inflammatoires. De méme, 1’induction
minimale d’IFN-1 reflete I’excrétion prolongée ainsi que la lente clairance virale observée
chez le canard.

Chez le poulet, la présence de signes cliniques est corrélée au haut niveau d’expression de
cytokines pro-inflammatoires tandis que la courte période d’excrétion ainsi que la clairance
rapide du virus peuvent étre associces a la forte induction d’IFN.

D’autre part, cette étude révele une inhibition de I’expression des molécules du CMH II chez
les cellules de canard, alors que chez le poulet ’expression est inchangée. Cette observation
suggere que la réponse anticorps du canard face a une infection a VIA FP est plus faible que
celle du poulet.

Comme le suggere 1’étude d’Adams et al, la modulation de I’immunité cellulaire des canards
lors d’une infection a VIA est probablement impliquée dans leur résistance a I’infection.
Ainsi, ce serait les modalités particulieres de réponse de I’'immunité innée et de I’immunité a
médiation cellulaire du canard face a une infection a VIA qui lui permettraient de jouer le role
de réservoir de VIA. Des investigations supplémentaires dans ce domaine sont cependant
nécessaires afin de confirmer cette hypothese.

C. Limites liées aux protocoles expérimentaux

1. Effectifs d’animaux limités et absence de suivi au cours du temps

Certaines limites de nos protocoles expérimentaux ont été évoquées précédemment (étude
limitée dans le temps, faible effectif d’animaux). Le faible nombre de canards attribués a
chaque sous-groupe (entre 6 et 7) peut remettre en question la fiabilité des résultats, d’autant
plus que tous les prélevements d’un méme groupe n’ont pas forcément été analysés (valable
pour les temps d’infection jO, j1 et j3). Ainsi, il devient difficile d’interpréter un résultat
moyen pour un groupe d’animaux au sein duquel la variabilité individuelle est importante.
Nous nous sommes retrouvés dans ce cas de figure lorsqu’il a fallu comparer les résultats
obtenus entre les animaux infectés par le virus E et ceux infectés par le virus R.

Ce probléme ne se pose pas pour I’interprétation globale des résultats, virus E et R confondus,
car ’effectif alors atteint dans chaque groupe est suffisant pour garantir la fiabilité des
résultats.

Une autre limite de notre protocole d’infection des canards est liée au fait que les animaux ne
sont pas suivis au cours du temps. En effet, a chaque temps d’infection, les prélévements sont
effectués sur des individus différents. Ce schéma expérimental rend impossible certaines
investigations comme par exemple le suivi de I’excrétion virale au cours du temps.
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2. Un protocole d’IHA discutable

a. Utilisation d’un virus intact et vivant

Notre protocole de dosage des anticorps hémagglutinants par IHA peut étre critiqué, dans la
mesure ou nous avons utilis€¢ un virus intact et non une suspension d’hémagglutinine purifice.
En effet, certains auteurs soutiennent que les faibles titres anticorps détectés par IHA chez
différentes especes de mammiferes ou d’oiseaux suite a I’infection par des virus influenza
aviaires sont dus a I’utilisation de virus intact (Lu et a/, 1982). L’emploi d’une suspension
d’hémagglutinine purifiée permet d’augmenter la détection des anticorps dirigés contre ces
virus. Ceci semble se vérifier uniquement pour les virus influenza aviaires et non les virus
humains. Afin d’expliquer cette particularité des virus aviaires les auteurs avancent plusieurs
hypothéses dont seules deux seront retenues. La premicre consiste a imaginer que
I’hémagglutinine des virus influenza aviaires différe de celle des virus de mammiferes dans
son accessibilité aux anticorps et/ou dans les conséquences biologiques de 1’attachement des
anticorps. La seconde suggere une implication de I’espece de provenance des globules rouges
dans la capacité des anticorps a inhiber I’hémagglutination.

Dans notre cas, nous avons pris en compte I’importance du rdéle joué par 1’espéce de
provenance des hématies pour la sensibilité des tests d’IHA en utilisant des globules rouges
de chevaux a la place des hématies de poulet classiquement employées.

D’autre part, il est important de noter que certains auteurs n’obtiennent pas de gain de
sensibilité¢ dans leur test d’IHA en remplagant le virus aviaire intact par une suspension
d’hémagglutinine purifiée. C’est le cas notamment de Rowe ef a/ qui ont obtenu les mémes
résultats avec les deux techniques dans un test d’IHA destiné a détecter des anticorps humains
dirigés contre I’hémagglutinine du virus influenza aviaire HSN1 (Rowe et al, 1999).

Le principal inconvénient de notre protocole est surtout li¢ a I’emploi d’un virus vivant, a
I’origine initialement de résultats faux positifs dus a I’activité de la neuraminidase virale.
Nous avons cependant résolu ce probléme en inhibant I’enzyme par la réalisation des tests
d’IHA au froid.

b. Absence de traitement des sérums pour I’élimination des inhibiteurs non
spécifiques

Avant de soumettre des sérums a un test d’IHA, il est préférable de leur faire subir un
prétraitement destiné a éliminer d’éventuels inhibiteurs non spécifiques qui pourraient
interférer avec le test en provoquant des résultats faux positifs. Dans notre cas, on peut
s’interroger sur la nécessité d’une telle précaution étant donné que les sérums aviaires ne
contiennent que rarement de tels inhibiteurs (Palmer et al, 1975). De plus, cette étape
préalable n’apparait pas dans les recommandations officielles de I’OIE au sujet du diagnostic
d’une infection a influenza aviaire par [HA (OIE, 2009).

Cependant, les bénéfices d’un traitement par le Receptor Destroying Enzyme (R.D.E.) du
vibrion cholérique ont ét¢ démontrés pour les sérums humains (Jordan et Oseasohn, 1954). En
effet, dans une étude, Jordan et Oseasohn analysent par IHA les sérums prélevés en phase
aigué et en phase de convalescence de 58 patients infectés par différents virus influenza. Ils
comparent les résultats obtenus avec ou sans prétraitement des sérums par le R.D.E. en
utilisant le test de fixation du complément comme référence. Leurs résultats montrent que les
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deux protocoles d’IHA (avec ou sans R.D.E.) ne font pas toujours apparaitre les mémes
évolutions de titre pour un méme patient. Le traitement des sérums au R.D.E s’est révélé utile
pour 22.4% des patients testés en dévoilant les augmentations spécifiques de titre et en
supprimant les augmentations non spécifiques. Ainsi, les auteurs concluent que 1 utilisation
du R.D.E permet d’améliorer a la fois la sensibilité et la spécificité du test d’IHA.

Lors de la mise au point de notre protocole d’IHA, nous avons constaté que le prétraitement
des sérums de canards contre les inhibiteurs non spécifiques provoquait la plupart du temps
une augmentation des titres par rapport au lot non traité. Or, comme nous étions confrontés a
un probléme de résultats faux positifs, nous avons choisi de ne pas réaliser le prétraitement
des sérums au R.D.E. afin de ne pas compliquer le probléme. Cependant, d’apres I’étude de
Jordan et Oseasohn, il peut étre normal d’observer une hausse des titres IHA apres traitement
au R.D.E. puisque I’enzyme permet de révéler les résultats positifs spécifiques.

Ainsi, il est possible que nous ayons, a tort, écarté le R.D.E. de notre protocole d’THA et que
son usage aurait pu nous permettre d’améliorer la sensibilité et la spécificité de notre test.
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III. Bilan des avantages et inconvénients des trois techniques
d’analyses sérologiques

Une grande partie du travail expérimental de cette étude a été consacré a I’optimisation et a la
mise en oeuvre de méthodes de diagnostic sérologique. Nous pouvons donc apporter un
jugement personnel quant aux avantages et inconvénients des trois techniques employées, tant
sur le plan de la réalisation pratique que sur celui de la fiabilité des résultats.

A. Bilan personnel et conséquences pratiques

Sur le plan pratique, I’ELISA nous est apparu comme le test le plus avantageux. Il est en effet
le plus rapide et le plus facile a mettre en oeuvre (méme pour des personnes non
expérimentées). De plus, il permet de tester simultanément jusqu’a une vingtaine
d’échantillons. Par contraste, la réaction de séroneutralisation est la technique la plus
fastidieuse et nécessite plusieurs jours avant de pouvoir lire les résultats. De plus, I’utilisation
de cultures cellulaires vivantes rend impossible I’analyse de certains échantillons, trop
toxiques, comme la bile.

Le test d’IHA bénéficie, selon nous, d’une praticité intermédiaire mais pose en revanche de
nombreux problémes de fiabilité. En effet, la lecture des résultats est soumise a un certain
degré de subjectivité et un personnel expérimenté est nécessaire afin de garantir un maximum
de fiabilité et de reproductibilité aux résultats. D’autre part, de nombreux facteurs (conditions
de température, temps d’incubation, nature des hématies, présence ou non d’un prétraitement
des sérums, nature de la souche virale...) peuvent influer sur la sensibilité et la spécificité de
ce test. C’est pourquoi, il est recommandé d’effectuer au préalable un travail d’optimisation
en fonction de I’espéce de provenance des sérums et de la souche virale utilisée. Enfin, la
qualité de la suspension d’hématies utilisée et surtout son ancienneté sont essentielles pour
obtenir des résultats facilement lisibles. Notons ¢galement qu’en présence de sérums
hémolysés, la fiabilité des résultats est remise en cause.

La comparaison des résultats obtenus par les trois méthodes décrites dans ce manuscrit nous a
permis de constater que le test d’IHA ne refléte pas la réalité de la réponse sérologique des
canards, par manque de sensibilité. Ceci mérite certainement d’étre pris en compte pour les
études d’épidémiosurveillance. D’autre part, si I’'lHA est encore aujourd’hui considérée
comme la méthode de référence pour le sérodiagnostic d’une infection a virus influenza
aviaire, il serait judicieux de ne plus la conseiller pour 1’analyse des sérums de canards.

B. Analyse d’autres investigateurs

De nombreux auteurs ont exprimé leur point de vue au sujet des avantages et inconvénients
respectifs des tests d’IHA, de séroneutralisation et ELISA. Ainsi, Kayali ef al jugent le test
d’THA moins cher, moins laborieux et plus rapide que la réaction de séroneutralisation
(Kayali ef al, 2008). Jia et al soulignent aussi le faible colt du test d’IHA mais lui attribuent
également de nombreux autres avantages par rapport au test de séroneutralisation. En effet, la
séroneutralisation requiere 1’emploi d’un virus vivant, ce qui implique, pour les VIA HP, de
travailler dans un laboratoire de niveau BSL-3. En revanche, le test d’IHA s’avere moins
contraignant dans la mesure ou il peut étre réalisé avec des antigénes viraux purifiés issus de
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virus inactivés. Ensuite, la réponse en anticorps neutralisants détectée en séroneutralisation
implique d’autres antigénes viraux que 1’hémagglutinine, ce qui peut compliquer les résultats.
Enfin, les auteurs soutiennent que les résultats obtenus par le test de séroneutralisation sont
habituellement plus variables que ceux obtenus par IHA (Jia et al, 2008).

D’autres investigateurs font apparaitre les avantages de la séroneutralisation par rapport a
I’IHA et au test ELISA. Ainsi, lorsqu’il s’agit de détecter des anticorps dirigés contre un
nouveau virus influenza, le test de séroneutralisation s’avere plus avantageux car il détecte
des anticorps anti-hémagglutinine fonctionnels, hautement spécifiques du sous-type en
question. De plus, le fait qu’il nécessite un virus vivant lui permet d’étre développé
rapidement suite a la découverte d’un nouveau virus et le rend disponible avant que des
protéines virales recombinantes ou purifiées ne soient disponibles pour les autres tests (Rowe
et al, 1999).

Enfin, Sala er a/ mettent quant a eux I’accent sur les avantages de ’ELISA par rapport au test
d’IHA. Contrairement au test d’IHA, I’ELISA est réalisable sans prétraitement des sérums
(inactivation par la chaleur...). Ce test présente, ensuite, tous les avantages typiques d’une
méthode immuno-enzymatique : utilisation de réactifs standardisés, possible automatisation
de la procédure et lecture objective des résultats, test de plusieurs échantillons dans un court
laps de temps, analyse possible méme en présence de sérums hémolysés (Sala et al, 2003).
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Conclusion

Les canards, et plus particulierement ceux du genre Anas, sont un réservoir majeur de virus
influenza pour des raisons qui ne sont encore pas totalement élucidées. S’il est certain que
leur mode de vie favorise largement cet état, des études scientifiques essayent de comprendre
quelle est la base immunitaire de cette relation hote/parasite. Jusqu’a présent, les travaux se
sont essentiellement portés sur I’analyse de la réponse immunitaire humorale des canards,
détectée par la méthode diagnostique de référence : le test d’inhibition de I’hémagglutination
(IHA). Un constat est alors rapidement apparu: les canards présentent une réponse
sérologique faible voire indétectable suite a une infection par des VIA FP. De nombreux
essais vaccinaux témoignent également de cette situation en montrant que les canards
bénéficient d’une protection compléte contre des souches létales malgré une absence de

réponse sérologique détectable apres vaccination.

Notre étude a été consacrée a 1’analyse de la réponse sérologique systémique et biliaire de
canards infectés expérimentalement par deux souches de VIA H7NI FP au pouvoir de
réplication différent. Deux méthodes de sérodiagnostic (un test ELISA indirect et un test de
séroneutralisation) ont ¢été comparées I'IHA. Un long travail de mise au point et
d’optimisation de ces trois tests a été nécessaire avant de proposer un protocole définitif.

Nos résultats montrent que I'IHA ne détecte pas la réalit¢ de la réponse sérologique
systémique des canards, par manque de sensibilité. En revanche, une bonne corrélation est
observée pour 1’analyse de I’'immunité locale digestive entre les tests ELISA et IHA. Le
pouvoir de réplication du virus inoculé ne semble pas modifier ’intensité de la réponse
sérologique.

L’hypothese que nous émettons afin d’expliquer le manque de sensibilité de 'IHA s’appuie
sur les particularités structuralles et fonctionnelles de 1’immunoglobuline sérique
prédominante du canard : I’'IgY (AFc). Celle-ci présente en effet de nombreuses déficiences
fonctionnelles liées a 1’absence de la région effectrice. Il est donc probable que cette
immunoglobuline soit incapable d’inhiber I’hémagglutination. Plusieurs études scientifiques
confortent notre hypothése mais des travaux supplémentaires sont nécessaires afin de la
confirmer.

Le manque de fiabilité de 'IHA dans la détection de la réponse anticorps des canards suggere
que les études d’épidémiosurveillance menées jusqu’a présent ont ¢té faussées. Cela remet
¢galement en question les recommandations officielles de I’OIE concernant le diagnostic
d’une infection a influenza aviaire chez le canard.

D’autre part, le test d’IHA nous est apparu bien plus contraignant a mettre en oeuvre que le
test ELISA en raison de ses nombreux inconvénients (résultats soumis a interprétation
subjective, nombreux facteurs de variation a maitriser...). Ainsi, nous pensons que le test
ELISA (rapide, efficace et fiable) est plus adapté pour le sérodiagnostic d’une infection a
influenza aviaire chez le canard.

Une étude récente suggere que la relation particuliere que les canards entretiennent avec les
virus influenza trouve son explication au niveau des phénomenes immunitaires cellulaires et
innés. Des travaux approfondis méritent d’€tre menés dans ce domaine qui détient
probablement 1’explication du mécanisme du réservoir.
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ANNEXES

1. Titres IHA obtenus pour un échantillon de sérums de I’expérimentation PX-ANI-A2-
29 au cours de quatre manipulations (les titres sont exprimés comme l’inverse de la plus
haute dilution de sérum inhibant I’hémagglutination par 4 UHA de virus) :

Animal Manipulation 1 | Manipulation 2 | Manipulation 3 | Manipulation 4
J0 255 <8 8

J0 266 <8 <8

JO 262 <8 <8

J3TG 8
J3TH 8
J3TI 8
J3EH 32
J3 EI 16
J3EJ 16
J3RH 32
J3RI 16
J6 TM 16 16 32 16
J6 TO 8 <38 8

J6 TP 16 8 16

J6 EO 128 64 128

J6 ER <38 8 32

J6 ES 16 16 128

J6ET 32 32 64

J6 EU 16 <38 256

J6 EP 32 64

J6 EQ 8 32

J6 RO 64 256

J6 RS 16 8 32

J6 RQ 32 32

J6 RT 16 16 64

J6 RP <8 128

J6 RR 32 32

J6 RU 16 16 32

J16 R261 <8 64

J16 R268 <8 32

J16 R260 16 32

J16 R267 8 16

J16 R263 <8 32

J16 R262 8 16

J16 R257 16 32

J16 E256 <8 32

J16 E251 8 8
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J16 E266 <8 64
J16 E255 <8 16
J16 E253 <8 <8
J16 E252 <8 <8
Témoin positif 128 128 256 128

H7
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2. Titres IHA moyens des échantillons de sérums de ’expérimentation PX-ANI-A2-29
(les titres sont exprimés comme I’inverse de la plus haute dilution de sérum inhibant

I’hémagglutination par 4 UHA de virus) :

Animal Titre IHA moyen
J0 255 4
J0 266 <8
J0 262 <38
J3TG 8
J3 TH 8
J3TI 8
J3EH 32
J3 EI 16
J3EJ 16
J3RH 32
J3 RI 16
J6 TM 20
J6 TO 6
J6 TP 13
J6 EO 106
J6 ER 13
J6 ES 53
J6 ET 42
J6 EU 91
Jo EP 48
J6 EQ 20
J6 RO 160
J6 RS 18
J6 RQ 32
J6 RT 32
J6 RP 64
J6 RR 32
J6 RU 21
J16 R261 32
J16 R268 16
J16 R260 24
J16 R267 12
J16 R263 16
J16 R262 12
J16 R257 24
J16 E256 16
J16 E251 8
J16 E266 32
J16 E255 8
J16 E253 <8
J16 E252 <8
Témoin positif H7 160
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3. Titres IHA obtenus pour un échantillon de biles de ’expérimentation PX-ANI-A2-
29 (les titres sont exprimés comme I’inverse de la plus haute dilution de bile inhibant
I’hémagglutination par 4 UHA de virus) :

Animal Titre IHA
J1TC <8
J3 EH <8
J3 EI <8
J3EJ <8
J3 EK <8
J3 EL <8
J3RH <8
J3 RI <8
J3 RK <8
J3 RL <8
J6 TP <8
J6 TQ <8
J6 EO 64
J6 ER 64
J6 ES 64
J6 ET 128
J6 EU <8
J6 EP 64
J6 EQ <8
J6 RO 128
J6 RS 64
J6 RQ 128
J6 RT <8
J6 RP 64
J6 RR 64
J6 RU 64
J16 R261 128
J16 R268 128
J16 R260 128
J16 R267 64
J16 R263 128
J16 R262 128
J16 R257 128
J16 E252 64
J16 E251 128
J16 E253 128
J16 E255 128
J16 E266 256
J16 E256 128
Témoin positif H7 128
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4. Titres ELISA obtenus pour un échantillon de sérums de I’expérimentation PX-ANI-
A2-29 au cours de six tests (les titres sont exprimés comme I’inverse de la plus haute
dilution de sérum dont la densité optique reste supérieure ou égale au seuil de positivité):

Animal

Test 1

Test 2

Test 3

Test 4

Test 5

Test 6

JITA

<50

J1TB

<50

JITC

50

J1 TD

50

JITE

<50

J1TF

50

J3EH

<50

J3 EI

<50

J3EJ

<50

J3 EK

<50

J3 EL

<50

J3RH

<50

J3 RI

<50

J3RK

<50

J3RL

<50

J6 TM

100

50

J6 TN

<50

J6 TO

<50

J6 TP

<50

J6 TQ

<50

J6 TR

<50

J6 EO

400

200

J6 EP

100

J6 EQ

100

J6 ER

200

200

J6 ES

100

J6 ET

200

J6 EU

200

J6 RO

400

J6 RP

200

200

J6 RQ

100

J6 RR

200

J6 RS

400

J6 RT

100

J6 RU

<50

J16 R261

800

J16 R268

400

J16 R260

800

J16 R267

200

J16 R263

200

J16 R262

400

J16 R257

200
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J16 E256 400

J16 E251 400

J16 E266 400

J16 E255 800

J16 E253 400

J16 E252 200

Témoin | 3200 1600 > 400 > 400 > 400 > 400
positif

H7
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5. Titres ELISA moyens des échantillons de sérums de ’expérimentation PX-ANI-A2-
29 (les titres sont exprimés comme 1’inverse de la plus haute dilution de sérum dont la densité
optique reste supérieure ou égale au seuil de positivité):

Animal Titre ELISA moyen
JITA <50
J1 TB <50
J1TC 50
J1 TD 50
J1TE <50
J1TF 50
J3EH <50
J3 EI <50
J3EJ <50
J3EK <50
J3 EL <50
J3RH <50
J3 RI <50
J3RK <50
J3 RL <50
J6 TM 75
J6 TN <50
J6 TO <50
J6 TP <50
J6 TQ <50
J6 TR <50
J6 EO 300
J6 EP 100
J6 EQ 100
J6 ER 200
J6 ES 100
J6ET 200
J6 EU 200
J6 RO 400
J6 RP 200
J6 RQ 100
J6 RR 200
J6 RS 400
J6 RT 100
J6 RU <50
J16 R261 800
J16 R268 400
J16 R260 800
J16 R267 200
J16 R263 200
J16 R262 400
J16 R257 200
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J16 E256 400
J16 E251 400
J16 E266 400
J16 E255 800
J16 E253 400
J16 E252 200
Témoin positif H7 2400
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6. Titres ELISA obtenus pour un échantillon de biles de I’expérimentation PX-ANI-A2-
29 au cours de 3 tests (les titres sont exprimés comme 1’inverse de la plus haute dilution de

bile dont la densité optique reste supérieure ou égale au seuil de positivité):

Animal Test 1 Test 2 Test 3
JITC <20 <20

J3EH 20
J3EI 40
J3EJ 20
J3 EK 20
J3EL 160
J3RH <20
J3RI 20
J3 RK 20
J3 RL 20
J6 TM <20

J6 TP <20

J6 TQ <20

J6 EO 40

J6 EP 40

J6 EQ <20

J6 ER 40

J6 ES 20

J6ET 80

J6 EU 20

J6 RO 40

J6 RP 40

J6 RQ 80

J6 RR 40

J6 RS 40

J6 RT 20

J6 RU 20

J16 R267 40

J16 R261 160

J16 R260 80

J16 R268 80

J16 R263 80

J16 R262 80

J16 R257 40

J16 E255 320

J16 E251 160

J16 E266 320

J16 E256 80

J16 E253 80

J16 E252 80

Témoin sérum positif | > 400 > 400 > 400

H7
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7. Titres obtenus par la réaction de séroneutralisation pour un échantillon de sérums de
I’expérimentation PX-ANI-A2-29 (les titres sont exprimés comme 1’inverse de la plus haute
dilution de sérum qui neutralise I’infection de cellules MDCK par 250 pfu de virus) :

Animal Titre en séroneutralisation
J3 EH <8
J3 EI <8
J3RH <8
J6 TM <8
J6 TP <38
J6 EO <8
J6 EP 8
J6 EQ 16
J6 ER <8
J6 ES 8
J6 ET <8
J6 EU 32
J6 RO <8
J6 RP <8
J6 RQ <8
J6 RR 8
J6 RS 16
J6 RT 8
J6 RU 16
J16 R261 16
J16 R268 64
J16 R260 32
J16 R267 32
J16 R263 16
J16 R262 16
J16 R257 16
J16 E256 32
J16 E251 32
J16 E266 16
J16 E255 32
J16 E253 32
J16 E252 32
Témoin positif H7 160
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8. Comparaison des titres obtenus pour chaque sérum de canard selon la méthode de

détection d’anticorps :

Animal Titre IHA moyen Titre ELISA moyen | Titre en
séroneutralisation

J3 EH 32 <50 <8
J3 EI 16 <50 <8
J3 RH 32 <50 <8
J6 TM 20 75 <8
J6 TP 13 <50 <8
J6 EO 106 300 <8
J6 EP 48 100 8
J6 EQ 20 100 16
J6 ER 13 200 <8
J6 ES 53 100 8
J6ET 42 200 <8
J6 EU 91 200 32
J6 RO 160 400 <8
J6 RP 64 200 <38
J6 RQ 32 100 <8
J6 RR 32 200 8
J6 RS 18 400 16
J6 RT 32 100 8
J6 RU 21 <50 16
J16 R261 32 800 16
J16 R268 16 400 64
J16 R260 24 800 32
J16 R267 12 200 32
J16 R263 16 200 16
J16 R262 12 400 16
J16 R257 24 200 16
J16 E256 16 400 32
J16 E251 8 400 32
J16 E266 32 400 16
J16 E255 8 800 32
J16 E253 <8 400 32
J16 E252 <8 200 32
Témoin positif H7 128 2400 160
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9. Comparaison des titres obtenus pour chaque sous-groupe de sérums de canard selon
la méthode de détection d’anticorps :

Sous-groupe Titre IHA moyen Titre ELISA moyen | Titre moyen en
d’animaux séroneutralisation
J3E 24 <50 <8
J3R 32 <50 <8
J6T 16 38 <8
J6E 53 171 9
J6 R 51 200 7
JI6 R 19 428 27
JIGE 11 433 29
Témoin positif H7 128 2400 160
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10. Comparaison des titres obtenus pour chaque bile de canard selon la méthode de

détection d’anticorps :

Animal Titre IHA moyen Titre ELISA moyen

J3EH 1 20
J3 EI 1 40
J3EJ 1 20
J3 EK 1 20
J3 EL 1 160
J3RH 1 1
J3RI 1 20
J3RK 1 20
J3RL 1 20
J6 TP 1 1
J6 TQ 1 1
J6 EO 64 40
J6 ER 64 40
J6 ES 64 20
J6 ET 128 80
J6 EU 1 20
J6 EP 64 40
J6 EQ 1 1
J6 RO 128 40
J6 RS 64 40
J6 RQ 128 80
J6 RT 1 20
J6 RP 64 40
J6 RR 64 40
J6 RU 64 20
J16 R261 128 160
J16 R268 128 80
J16 R260 128 80
J16 R267 64 40
J16 R263 128 80
J16 R262 128 80
J16 R257 128 40
J16 E252 64 80
J16 E251 128 160
J16 E253 128 80
J16 E255 128 320
J16 E266 256 320
J16 E256 128 80
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11. Comparaison des titres obtenus pour chaque sous-groupe de biles de canard selon la
méthode de détection d’anticorps :

Sous-groupe d’animaux Titre IHA moyen Titre ELISA moyen

J3E <8 52
J3R <8 15
J6oT <8 <20
J6 E 55 34
J6 R 73 40
JI6 R 118 80
J16 E 138 173
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