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INTRODUCTION

Le Virus Respiratoire Syncytial Bovin (VRSB) est un agent pathogéne respiratoire
majeur des bovins. Le VRSHumain (VRSH) joue un rdle identique en médecine humaine. Les
structures de ces deux virus ont de grandes similitudes. Les infections qu’ils provoquent sont
également trés proches sur le plan clinique et épidémiologique. La séroprévalence du VRSB
chez les bovins adultes est supérieure a 60 % en France. La moitié¢ des bovins sont infectés
pour la premiére fois avant 12 mois ; on peut enregistrer dans cette tranche d’age des taux de
mortalité élevé. L’étude du VRSB présente donc un intérét direct en production bovine ainsi

qu’en pathologie comparée avec le VRSH.

La vaccination apparait comme une solution pour le controle de la maladie. Elle se
heurte cependant a différents obstacles : immunisation en présence d’anticorps maternels,
réaction immunopathologique possible, variabilité antigénique démontrée pour le VRSH ainsi
que pour le VRSB. Enfin, une infection sauvage induit une protection partielle et de courte
durée, ce qui limite les ambitions de la vaccination. Des  vaccins contre le VRSB
ont cependant été mis au point. Avant de les commercialiser, il convient de vérifier leur
innocuité et leur efficacité. Cette évaluation nécessite un modéle expérimental d’infection
performant. Il a souvent été difficile de reproduire des troubles respiratoires sur des jeunes

bovins inoculés expérimentalement.

Notre objectif est de présenter les résultats d’ évaluation de I’ efficacité d’ un vaccin

vivant modifié dirigé contre le VRSB , dans un modéle d’épreuve en station expérimentale.
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I/ LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL BOVIN

Le VRSB est un virus pneumotrope dont la durée d’incubation est estimée entre 2 et 5
jours. L’infection se traduit par une anorexie, de I’hyperthermie, de la toux, du jetage et une

dyspnée pouvant étre sévere, allant parfois jusqu’au syndrome de détresse respiratoire aigué.

.1/ Epidémiologie du VRSB.

Les bovins sont les hotes naturels du VRSB et I’existence d’un autre réservoir animal
n’a pas été démontrée. La fréquence des infections est maximale dans les premiers mois de vie
: 50 % des animaux sont infectés pour la premiére fois avant 1 an. Ainsi, la séroprévalence
chez les adultes en France, aux Etats-Unis ou en Suéde est supérieure a 60 % ou 70 % (Perrin
et al. 1979 ; Ames 1993 ; Elvander 1996) et rares sont les cheptels ou les adultes sont

dépourvus d’anticorps.

La fréquence des troubles liés au VRSB varie en fonction de la classe d’age et des
facteurs d’élevage. Les troubles cliniques sont le plus souvent observés sur des veaux de moins
d’un an. Dans cette classe d’age, 71 % des troubles respiratoires ont ét¢ associés au VRSB
(Kimman et al 1988). Les troubles les plus graves sont observés chez les veaux de 1 & 9 mois.
Cependant, des veaux de moins de 3 semaines peuvent étre atteints, au méme titre que les
adultes, chez qui I’infection peut parfois induire de graves troubles respiratoires (Ellis et al
1996 ; Elvander 1996). En fait, I'atteinte de toutes les tranches d’adge se limiterait aux
troupeaux jusque la entiérement séronégatifs. Lorsque le virus circule réguliérement, seuls les

veaux semblent cliniquement atteints (Ames 1993 ; Van der Poel et al 1994).

Les maladies respiratoires associées au VRSB culminent en hiver (Baker et a/ 1985),
souvent en relation avec des chutes de pression atmosphérique (Wellemans et Leunen 1975) et
des chutes de températures (Mahin et Shimi 1982 ; Key et Derbyshire 1984).

L’infection par aérosol est considérée comme dominante (Bryson et al 1978). La

transmission aérienne horizontale semble influencée par les changements climatiques (Florman
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et Mc Laren, 1988) ainsi que par la densité de population (Elvander 1996). L’ infection
verticale n’a jamais été prouvée et semble peu probable.

La persistance virale est suggérée par le suivi sérologique de troupeaux sans
introduction d’animaux extérieurs. L analyse des €pisodes infectieux a permis de conclure que
la transmission continue entre bovins séropositifs €tait un scénario peu plausible ; En revanche,
il semble que 'infection prolongée des vaches séropositives soit probable (De Jong et al 1996).
Les stimuli classiques (Dexamethasone ou 3 methyl-indole) permettant la réexcrétion de
I'LLB.R. n’ont pas permis la réexcrétion du VRSB (Thomas et a/ 1984). Comme cela a déja été
démontré pour d’autres Paramyxoviridae (Randall et Russell, 1991), la persistance du VRSB
chez les bovins parait probable (Valarcher et al. 2001)

Les caractéristiques épidémiologiques comparées des infections par le VRSH et le_

VRSB sont présentées dans le tableau 1 :

Tableau 1 : Caractéristiques épidémiologiques des infections par ie VRSH et le VRSB

(Van Der Poel 1994)

Saisonnalité
Transmission

Durée d’excrétion virale
Reexcrétion virale lors de
réinfections

Infection persistante

Troubles cliniques

automne hiver
contact aérosol vectorielle
2a10 jours

oui

?

rhinite. bronchite

VRSH VRSB
Hote naturel Homme Bovins
Autres especes ? ?
Age de la maladie <T1an <1 ans ; parfois adulte
Prévalence des anticorps apres >95% >70%
3ans d’age
Répartition géographique mondiale mondiale

automne hiver
contact. aérosol
3a5 (1al2)jours
?

?

rhinite. Bronchite
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1.2/ Caractéristiques structurales et immunogénes du VRSB

1.2.1/ Structure génomique et protéique

L’organisation génomique et la composition protéique du VRSB et du VRSH sont

semblables (Lerch et al 1989 ; Westenbrink et a/ 1989). Elles sont résumées dans le tableau
suivant (Collins 1991).

Tableau 2 : Structure génomique et protéique du VRSH

Poids moléculaire

Longueur -
Protéines ) Protéines Fonction
du géne | Protéine
Glycosylées
Pénétration
F (F,-S-S-Fy) 1903| 63453|68a70000| Fusion des
Enveloppe cellules
G 923| 32587|84a90000| Attachement
1A=SH 410 7 536|13 a 30 000
Morphogénése
Structurale Enveloppe |M 958| 28717 Réplication
interne ARN
M; (22K) 961| 22153
N 1203| 44423 Nucléoprotéine
Nucléocap-
) P 914 27150
side
L 6 578 | 250226 Polymérase
Non 1C (=NS1) 532 15567 ?
Structurale | 1B (= NS2) 503| 14674 ?

Le virus comporte 10 protéines dont 2 non structurales (NS1 et NS2). Les protéines F,

G et 1A sont glycosylées et sont exprimées sur la membrane cellulaire. F et G constituent des

spicules ; F assure la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane cellulaire et permet la
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pénétration du virus dans la cellule ainsi que la fusion des membranes des cellules infectées

aboutissant & la formation de syncytia. G assure quant a elle I’attachement.

1.2.2/ Variabilité antigénique

Sur le plan antigénique, le VRSH comprend deux sous-groupes A et B sur la base de la
réactivité vis & vis d’anticorps mono et polyclonaux. Six subdivisions ont ultérieurement été
identifiées au sein du sous-groupe A, ainsi que deux ou trois dans le sous-groupe B.
L’utilisation d’anticorps monoclonaux montre que les protéines virales N, F, P, M, et M, sont
en général assez bien conservées entre les deux sous-groupes A et B et a 'intérieur d’'un méme
sous-groupe. La protéine N apparait comme la plus conservée. Les différences majeures entre
groupes et sous-groupes portent sur la glycoprotéine G. Les conséquences pratiques de cette
variabilité du VRSH sont incomplétement évaluées. L’association virulence sous-groupes
antigéniques est largement discutée (Mc Connochie et al 1990). Les réinfections seraient plus

fréquentes avec des souches hétérologues (Anderson et Heilman 1995).

Pour le VRSB, les études de variabilité antigénique a ’aide de batteries d’anticorps
monoclonaux sur G ont autorisé une classification en sous-groupes (Furze et al 1994 ;
Schrijver et al. 1996a). L’évolution du géne de cette glycoprotéine parait plus rapide que les
autres, avec une pression de sélection positive exercée particulierement sur deux segments
codant pour des régions protéiques de type mucine. Ces deux régions sont accessibles aux
anticorps et sont riches en sites antigéniques (Norrby et al. 1987 ; Akerlind-Stopner et al.
1990 ; Langedijk et al. 1996b ; 1997). Les mutations détectées seraient a 1’origine de la
disparition de deux ponts disulfures et d’une hélice o dans cette zone immunodominante
(Doreleijers et al., 1996). Certaines conséquences immunitaires (perte de reconnaissance par
les anticorps) de ces modifications ont déja été évaluées (Martinez et al. 1997 ; Langedijk et
al. 1997). Cependant, le degré de divergence nucléotidique sur G observé entre les souches les
plus éloignées est inférieur a celui décrit a l'intérieur d’'un méme sous-groupe de VRSH
(Prozzi et al., 1997).

L’utilisation d’anticorps monoclonaux anti-F de VRSH sur neuf souches de VRSB ne
révele aucune différence de réactivité (Baker et al., 1992). En revanche, des variations ont été

observées sur le poids moléculaire des protéines P et de la sous-unité¢ F, (Stine et al. 1997 ;
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Prozzi et al. 1997). La comparaison de sous-groupe deVRSH sur la séquence nucléotidique de
la protéine F indique une identité globale supérieure a 94 % (96 % en F1 et 91 % en F2)
(Zamora et al. 1992 ; Elvander et al. 1998).

Enfin, la nucléoprotéine est considérée comme une protéine trés conservée chez les
pneumovirus sans qu’il y ait eu de vérifications spécifiques pour le VRSB (Johnson et Collins,

1989).

1.2.3/ Structures immunogeénes

Les structures immunogeénes et la nature de la réponse qu’elles induisent sont

présentées dans le tableau 3 (Collins 1991 ; Duncan et Potgieter 1993 ; Westenbrink 1989) :

Tableau 3 : Les structures immunogénes

Hommes-Rongeurs Bovins
Protéines Ac LT Ac LT
SN non SN | Auxiliaire Cytotoxique

F +++ +4++ +++ + 4+ ND
G + + + + - + ND
1A =SH + + ? + ND
M + + ND
M,=22K - + + + ND
N - +++ + +++ +++ ND
P - + + ND
L + + ND
1C ? - ? ND
2B ? - ? ND
ND : Non déterminé Ac : anticorps

SN : Ac neutralisants LT : lymphocytes T

Globalement, I’immunisation de souris ou de rats des cotonniers avec des virus vaccine

recombinants démontre que les structures immunogenes majeures sont les protéines F, G et N.
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Cependant, les animaux vaccinés avec N sont moins bien protégés qu’avec F ou G. Par
ailleurs, F induit une meilleure protection que G (Kimman et Westenbrink, 1990). De plus, la
protection induite par G s’avere 13 fois moins efficace lorsque I’épreuve est réalisée avec un
virus de sous-groupe hétérologue sur des souris (Jonhson et al 1987), ce qui tendrait a
démontrer que le dimorphisme antigénique est associé a une réduction de la protection croisée,

pour le VRSH au moins.

1.3/ Vaccinologie

1.3.1/ Caractéristiques de la réponse immune

La notion de protection aprés une infection par un virus sauvage est relative. En effet,
on peut observer, chez les bovins, des phénomeénes de réinfections successives qui ne semblent

cependant pas s’accompagner de symptomes patents (Baker et a/ 1986 ; Van der Poel et al

1993).

Les anticorps jouent un réle important dans la protection. D’un point de vue cinétique,
les anticorps neutralisants générés par une infection primaire ou d’origine colostrale
décroissent tres vite, jusqu’a des titres tres faibles au bout de 3 a 5 mois. Les anticorps sériques
neutralisants, méme a titres élevés, n’empéchent pas la réinfection que ce soit chez ’homme
(Hall et al 1991) ou chez les bovins (Westenbrink et a/ 1989). Cependant, différentes
expériences d’immunisation passive chez les rongeurs et chez I’enfant démontrent que des
anticorps neutralisants dirigés contre F et G et des anticorps inhibant la fusion apportent une
protection avec une diminution significative mais non totale des troubles cliniques chez
I’enfant, diminution proportionnelle au titre en anticorps. Les anticorps maternels ne protégent
pas contre I'infection. Cependant, dans les conditions de terrain, la fréquence et la gravité des
troubles cliniques sont inversement liées aux concentrations en anticorps neutralisants d’origine
maternelle (Kimman et a/ 1988). Dans un modéle expérimental, la gravité des symptdmes et
des lésions est moindre sur les veaux pourvus d’anticorps maternels par rapport a des veaux
sans anticorps (Belknap et al/ 1991). Au contraire, I’apparition de troubles cliniques en

présence d’anticorps (Kimman, 1993) suggére que ceux-ci puissent participer a la
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physiopathologie. Ainsi les anticorps sériques ont un rdle contreversé. Les anticorps locaux
pourraient jouer un rdle favorable dans la protection en “bloquant” le virus dans le mucus

respiratoire (Kimman, 1993).

La réponse immunitaire a médiation cellulaire est encore moins bien connue.
Cependant, chez ’homme, les troubles cliniques sont beaucoup plus graves sur les patients
souffrant de déficits acquis ou congénitaux de la réponse cellulaire (Anderson et Heilman,
1995). Chez les bovins, une prolifération des lymphocytes T a été mise en évidence par des
réactions d’hypersensibilité retardée (Field et Smith, 1984) ou de transformation
lymphoblastique (Taylor et a/ 1987). La réponse de type T cytotoxique est essentielle dans
I’élimination virale. Chez les bovins, une activité lymphocytaire T cytotoxique associée au
phénotype CDg" est mise en évidence dans le sang périphérique 7 a 10 jours aprés Iinoculation
et dans le poumon 10 jours aprés l'inoculation (Gaddum et al, 1996). Une déplétion
lymphocytaire CDg" provoque une excrétion prolongée par rapport a des animaux déplétés en
CD," (Taylor et al., 1995). Les lésions semblent plus marquées chez les veaux déplétés en
CDs" que celles observées chez les veaux déplétés en CD," (Thomas, 1996). La réponse a

médiation cellulaire joue donc un réle curatif majeur.

1.3.2/ Mise au point des vaccins contre le VRSB.

Le développement de vaccins contre le VRSB souffre de plusieurs difficultés. Suite a
une infection sauvage, la protection est partielle et de courte durée, ce qui limite les ambitions
de la vaccination. De plus, la réponse immunitaire cellulaire ou humorale peut étre protectrice
ou, a I'inverse, participer aux troubles cliniques. Ainsi, apparait-il indispensable, pour chaque

vaccin, d’évaluer strictement I’équilibre entre ’innocuité et I’efficacité.

Le probléeme crucial de 'innocuité a été mis en avant pour la premiére fois avec le
graves troubles cliniques, lors d’infections sauvages ultérieures, par rapport au groupe témoin
immunisé avec un virus para-influenza. Diverses théories explicatives ont été avancées.
L’inactivation au formol altérerait les propriétés immunogénes, en particulier de la

glycoprotéine F, conduisant ainsi & la prédominance d’anticorps “non fonctionnels” qui
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participeraient ensuite a une réaction d’Arthus (Ellis et al 1995). Le vaccin activerait
sélectivement une sous-population de lymphocytes T auxiliaires, les Th,, qui lors d’infections
ultérieures produiraient ou stimuleraient la production de cytokines et de médiateurs de
I’inflammation. On ne peut toutefois généraliser I’absence d’innocuité a I’ensemble des vaccins
inactivés. A titre d’exemple, un vaccin adjuvé a l’adjuvant incomplet de Freund ou a
I’hydroxyde d’alumine a semblé d’une innocuité satisfaisante (Mohanty, et a/ 1981).

Les vaccins vivants modifiés sont souvent considérés comme non susceptibles d’induire des
réactions immunopathologiques (Kelling, 1993). Il convient cependant d’évaluer leur

innocuité, en particulier leur virulence résiduelle et les possibilités de réversion de virulence.

L’activité des vaccins est mise en lumiere par les titres obtenus en anticorps

neutralisants.

L’évaluation de I’efficacité se fait en station expérimentale et sur le terrain. Les essais
en station se heurtent aux difficultés d’obtenir un modéle expérimental expressif et
reproductible. En particulier, il est difficile que les bovins témoins, non vaccinés et éprouvés,
soient atteints de troubles respiratoires marqués. Expérimentalement, la reproduction de
formes cliniques graves observées sur le terrain est difficile (Belknap et al 1995). En
particulier, la 1étalité observée dans les conditions d’infections naturelles n’a pas été jusqu'a
présent reproduite dans les modeles expérimentaux. Outre les critéres cliniques souvent peu
discriminants, 1’évaluation de Iefficacité des vaccins s’appuie sur des critéres virologiques :

excrétion du virus dans les sécrétions nasales et/ou pulmonaires.
Les essais terrains sont beaucoup plus difficiles a mettre en place et a valider. Ils se

font dans les élevages. Parmi toutes les publications, seules certaines font référence a des essais

controlés (présence de lot témoin, répartition au hasard, évaluation de I’épreuve virulente).
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Il MATERIEL ET METHODE

1.1/ Modéle d’étude

Deux groupes de veaux ont été inclus dans 1’étude :
- groupe 1 : les veaux ont été vaccinés a ’aide d’un vaccin vivant modifié
trivalent(BHV1,PI3, VRSB) 2 fois a 4 semaines d’intervalle, le 21/07/97 et
le 18/08/97.
- groupe 2 : Ces veaux témoins n’ont pas été vaccings.
Vingt et un jours apres la derniére vaccination (08/09/97), tous les veaux ont été

éprouvés avec le VRSB.

Les animaux ont été observés et suivis cliniquement pendant les 16 jours suivant

I'inoculation, a la suite de quoi ils ont été autopsiés.
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1.2/ Calendrier expérimental

Le calendrier expérimental est résumé dans le tableau 4.

Tableau 4 : Calendrier détaillé.

Examen Prélévements
Jour | Pesée | clinique | Inoculation |Antibiotiques
E.N. |L.B.A | Sang
06/09/97 Jo + + + +
07/09/97 | 1,4 + +
08/09/97 Jo + + + +
09/09/97 5 + + +
10/09/97 I + + +
11/09/97 I3 + + +
12/09/97 s + + +
13/09/97 Js + +
14/09/97 J6 + + +
15/09/97 J; + +
16/09/97 | I, n n " n
17/09/97 Jo + +
18/09/97 | Ju n T n
19/09/97 | Tn n "
20/09/97 | Iz + + n
21/09/97 | Jis + +
22/09/97 | Jia + T T
23/09/97 | 7is n n
24/09/97 | Jis + + + i
25/09/97 | Tz + +

E.N. : Ecouvillonnage Nasal.

L.B.A. : Lavage Broncho-Alvéolaire.
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1.3/ Animaux

1.3.1/ Origine

Les veaux utilisés pour cet essai sont nés par césariennes, ont été élevés dans une ferme

expérimentale et n’ont pas regu de colostrum.

11.3.2/ Caractéristiques individuelles

La race, le sexe et le poids des veaux inclus dans les deux lots sont présentés dans le

tableau 5.

Tableau S : Caractéristiques individuelles des veaux.

Identification Race Sexe Date de | Poids (en kg)
naissance (06/09/97)
Groupe 1 361 PH M 22/06/97 87
(Vaccinés) 362 PH M 23/06/97 73
363 PH M 22/06/97 93
364 PH M 19/06/97 86
365 PH M 16/06/97 90
Groupe 2 366 PH M 16/06/97 84
(Non Vaccinés) 367 PH M 17/06/97 103
368 PH M 16/06/97 89
369 PH M 20/06/97 91
370 PH M 19/06/97 83

P H. : Prim Holstein.
M. : Male.

Le veau 360 (appartenant initialement au groupe 1) a été exclu pour avoir présenté des
signes cliniques de maladie respiratoire chronique.

Tous les veaux ont été pesés au début de I’essai avec une bascule calibrée.
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11.3.3/ Logement et alimentation

Deés leur réception, les veaux ont été répartis en 2 lots, dans 2 box contigus de 15 m? et
50 m® chacun. Le sol bétonné a été paillé. La ventilation était de type statique et la température
non controlée. L’éclairage était naturel . Les veaux des deux groupes n’avaient pas de contact
physique pendant I’ essai.
Les examens cliniques et les prélevements se faisaient toujours du lot vacciné vers le lot

témoin, de fagon a éviter les contaminations croisées. Cet ordre fut toujours respecté.
L’alimentation était composée de lait reconstitué¢ (Univor élevage - Sodiavit) distribué

2 fois par jour. Le foin et I’eau étaient disponibles a volonté. Le concentré était distribué tous

les jours (1 kg / veau / jour).

I1.4/ Inoculation d’épreuve

11.4.1/ Origine de la souche d’épreuve

La souche de VRSB (A2) choisie pour I'inoculation expérimentale est une souche
sauvage isolée dans le laboratoire de 'E.N.V.T. en 1994, a I’occasion d’une sévere épidémie

de VRSB touchant les adultes et les veaux.
Aucun autre virus que le VRSB n’a pu étre identifié dans I’inoculum par culture et

immunodétection (BVDV, BHV1, PI;, Coronavirus, Mastadénovirus). La détection de BVDV

par RT-PCR s’est, elle aussi, avérée négative.

11.4.2/ Inoculum

Le virus d’épreuve a été cultivé sur des cellules BT( Bovine Turbinate) en milieu dit
“essentiel minimum” (M.E.M.) avec du sel de EARLE, a 37°C, avec 5 % de CO,. L’inoculum

final était a son 6™ passage en culture.
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Le titre de virus a été déterminé sur un échantillon d’inoculum prélevé apres
P’inoculation. L’ inoculum contenait 1,1 x 10° UFS / ml, 1 x 10° UFS / ml et 2,5 x 10° UFS /

ml respectivement les jours Jo, J; et Jo.

11.4.3/ Inoculation

L’inoculation a été faite sur 3 jours consécutifs : Jo, J; et J,. Chaque jour, 10 ml
d’inoculum ont été instillés dans les cavités nasales et 10 ml ont été injectés sous endoscopie
dans la trachée. Ainsi, chaque veau a recu entre 2 x 10° UFS et 5 x 10° UFS chaque jour,

pendant 3 jours.

Pendant 5 jours (3.1 ; Jo ; J1 ; J2 ; J5), 3 mg / kg/ jour de ceftiofur (Excenel-Upjohn) ont

été injectés en .M. afin de prévenir une éventuelle complication bactérienne.

1.5/ Evaluation de ’efficacité

11.5.1/ Score clinique

Un examen clinique standard a été réalisé 2 fois par jour, par le méme clinicien, pour les
2 groupes (Annexe 1). Les paramétres quantitatifs (température rectale, fréquence respiratoire,
refus de lait et de concentré) ainsi que les paramétres qualitatifs (comportement général,
écoulements nasaux, toux et dyspnée) ont été notés sur une échelle de sévérité. Les résultats

des symptomes individuels ont été pondérés afin de calculer un score clinique moyen

(Annexe 2).
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11.5.2/ Virologie

La présence de VRSB a été évaluée simultanément dans les sécrétions nasales aprés
écouvillonnage nasal (EN) et dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire (LLBA). Le titre en

virus a été évalué seulement sur le LLBA.

11.5.2.1 Prélévements et conditionnement

v Ecouvillonnage nasal
Les cellules de la muqueuse nasale et les sécrétions ont été recueillies a I’aide
d’écouvillons nasaux (Biolyon-Unipath) a J.,, J5 et chaque jour suivant, jusqu’au 16™ jour. Un
¢chantillon a été gardé par sécurité.
v Lavage bronchoalvéolaire

Les lavages bronchoalvéolaires ont été réalisés a Jo, Ja, Jo, Js, Ji0, J12, J14, J16. Apres
une anesthésie a la Kétamine (Imalgene 1000. Rhone-Mérieux) (4 mg / kg IV), 3 x 50 ml de
M E.M. a température ambiante, supplémenté avec du sel de EARLE, de la L-glutamine, des
Acides Aminés Non Essentiels (Gibco-BRL), de la gentamicine a 200 mg/ml (Gibco-BRL) et
de la fungizone a 2,5 ug / ml (Gibco-BRL) ont été injectés dans les bronches et immédiatement
réaspirés sous endoscopie (endoscope GIF Q-Olympus). L’endoscopie a été réalisée par voie
orale toutes les 48 heures. Les poumons droits et gauches été prélevés alternativement. Des
endoscopes spécifiques étaient utilisés pour chaque lot. Entre chaque veau, I’endoscope était
désinfecté chimiquement : 2 lavages a I’ammonium (Hexanios-Anios) : 1 litre de NaCl a 0,9
% ; immersion dans une solution de glutaraldehyde (Stéranios-Anios) pendant 15 minutes ; 2
litres de NaCl a 0,9 %. Ainsi, il a été démontré préalablement que le VRSB était détruit par
cette technique de stérilisation.

Apreés le prélévement, les LLBA étaient maintenus a 4°C et traités dans un délai
maximum d’une heure. Apres une centrifugation (700g x 10 mn a 4°C) les cellules d’origine
contenues dans les 10 ml de LLBA étaient remises en suspension dans 1 mi M.EM. avant
d’étre congelées puis décongelées et finalement ensemencées dans une culture cellulaire ou
mélangées a 1 ml de Trizol TM (Gibco) conservé a -80°C jusqu’a extraction de ’ARN. Un
échantillon de cellules du LLBA était conservé dans du dimethylsulfoxyde (DMSO) a 5 % par

sécurité.
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11.5.2.2/ Techniques de détection du VRSB

v Immunodétection
La détection des antigénes V.R.S.B. a été réalisée au moyen d’un test commercial

ELISA (Tespack-Abbott) selon les instructions du fabricant. Ce test permet de détecter le
VRSB dans des cultures cellulaires titrant 10* UFP / ml diluées au 1/1000.

v n-RT-PCR

La méthode pour extraire ’ARN a été décrite( CHOMCZINSKI et SACCHI 1987) .

La RT-PCR emboitée (n-RT PCR) a été développée sur le géne (N) de la nucléocapside en
trois sites. Pour la transcription reverse, le Superscript TMII (Gibco) a été utilis€ comme
transcriptase reverse avec 1’amorce N,.; (position n°65 : 5’- ATG GCT CTC AGC AAG GTC
A - 3%).Pour la premiére étape de la PCR nichée, les amorces Ny; et Ny, (position n°1079 : 5’ -
TCT TGG TGG TTT CTT GGT GTA CCT C - 3’) ont été utilisées avec la polymérase
Amplitaq Gold (Perkin Elmer) . La PCR a été réalisée sur Gene Amp PCR System 480 (Perkin
Elmer) en utilisant le programme suivant : 94°C pendant 12 minutes, puis 35 cycles ( 94°C
pendant 60 secondes ; 58°C pendant 60 secondes ; 72°C pendant 90 secondes), et enfin une
¢longation pendant 10 minutes. Les amplicons produits ont été dilués 100 fois et 100 pl ont été
utilis€s pour réaliser une nouvelle PCR avec le méme mix sauf les amorces internes qui ont été
Na., position n°191 (5° - CAT CTC AAT AAG TTG TGT GG - 3°) et Ny, position n°713 (5’
- TCT ACA ACC TGT TCC ATT TC - 3’). Dans la PCR interne, le programme suivant a été
utilisé : 94°C pendant 12 minutes, puis 35 cycles ( 94°C pendant 45 secondes ; 49°C pendant
60 secondes ; 72°C pendant 60 secondes), puis enfin une élongation de 10 minutes. Les
produits de RT-PCR ont été détectés par électrophorése de 5,5 pul d’échantillon sur gel d’
Agarose a 2 % en présence de bromure d” ethidium.

v Isolement et identification du VRSB

L’ isolement a été réalisé sur une couche unicellulaire de cellules Bovine Turbinate

(BT ) entre le 35°™ et le 38°™ passage et cultivées a 37°C, & 5 % CO, en présence de M.E.M.
et 10 % de sérum de veau foetal. Aprés congélation et décongélation, les cellules du LLBA
ont été ensemencées avec une phase d’adsorption de 2 heures a 37°C sous agitateur. Aprés
incubation, ’'inoculum a été retiré et les cellules ont été recouvertes avec 5 ml de M.EM. a 3
% de sérum de veau. Le milieu de culture a été changé aprés 24 heures. Les cultures cellulaires
ont été observées chaque jour afin de mettre en évidence un effet cytopathogéne (E.C.P.). Sila

présence d’E.C.P. n’était pas détectée apres 7 jours, la culture cellulaire était alors congelée
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puis décongelée et 1 ml était ensemencé pour deux autres passages consécutifs. Si un E.C.P.
caractéristique était au contraire observé, ou en I’absence d’E.C.P. détectable apres 3 passages
en subculture, une réaction d’immunofluorescence indirecte était réalisée sur Labtek (Poly
Labo) pour identifier le V.R.S.B.. Le premier anticorps utilisé était un anticorps monoclonal F-
spécifique (Argene Biosoft). Le deuxieéme anticorps était un anticorps polyclonal de lapin
marqué a la fluorescéine (Diagnostic Pasteur Sanofi).
v Quantification du VRSB

Le titrage viral a été réalisé sur une couche unicellulaire de cellules BT dans des
plaques a puits (Falcon-Subra). Deux puits ont été utilisés pour chaque dilution.
Chaque puits a été ensemencé avec 200 ul d’inoculum. Apres adsorption (avec une légere
agitation pendant 2 heures a 37°C), 'inoculum était enlevé et chaque puits recouvert avec 1,5
ml de milieu de culture. Aprés 24 heures, le milieu de culture était changé. Apres 5 jours de
culture, les cellules étaient fixées avec du méthanol. Une coloration au May-Grumwald-Giemsa
était alors réalisée. Dans la plus forte dilution ou des syncytia pouvaient étre identifiés, ceux-ci

étaient comptés et le titre était finalement exprimé en UFS / ml de LLBA.

I1.5.2.3./Mise en évidence du virus BVDV
La RT-PCR est réalisée sur ’extrémité 5’ non transcrite selon le protocole décrit par

HAMEL (HAMEL et al. 1995). La détection du BVDV a été réalisée sur les cellules du

LLBA prélevées les jours J4, Jyo, et Ji5 de I’essai.

11.5.3/ Lésions

A J17, les veaux ont été euthanasiés par saignée apres anesthésie. D’éventuelles 1ésions

pulmonaires ont été évaluées qualitativement (nature) et quantitativement (% de lobules

atteints).
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1.6/ Analyse des données et statistiques

11.6.1/ Critéres cliniques

- Homogénéité entre les deux groupes: pour chaque facteur quantitatif
(fréquence respiratoire, température rectale, score clinique moyen), ’homogénéité entre les
groupes est évaluée a J, en utilisant une analyse de variance. Toutes les comparaisons sont

faites avec une précision de 5%.

- Comparaison globale des résultats : lorsqu’une hétérogénéité est mise en
évidence a Jo, on rééchelonne de fagon a ce que les deux groupes soient comparables. Le

rééchelonnement se fait en enlevant a ’ensemble des données la données correspondante a Jo.

- Une analyse en mesures répétées a été entreprise pour analyser les criteres

cliniques quantitatifs selon le modéle suivant :

Y, r = p + jour; + groupe; + (jour * groupe); ; + veau {groupe}r; +E; ; «

ou Y, ; « est la réponse (reéchelonner si nécessaire) du veau k appartenant au groupe; au jour;;
ou  est une constante |

ou jour; est ’effet différentiel du jour;;

ou groupe; est I’effet différentiel du groupe; ;

ou (jour * groupe); ; est Ieffet différentiel jour; / groupe;;

ou veau {groupe} ; est I’effet différentiel veau £ dans le groupe;

11.6.2/ Critéres virologiques

La comparaison du traitement statistique est réalisée sur la P.C.R. des lavages broncho-

alvéolaires, sur la culture, et sur les sécrétions nasales de la fagon suivante :
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re Dans un premier temps, le score du groupe 7 au jour j, noté X; ; est défini comme le
nombre des individus de ce groupe pour lesquels le virus est détecté.
On suppose que X, ; suit la loi binomiale B (5 ; P, ) ou P, ; est la proportion des individus
infectés dans le groupe 7 et le jour ;.
Ensuite, en utilisant ces scores, les différences entre les groupes sont testées pour chaque jour
d’observation.

Le test unilatéral suivant est utilisé pour chaque jour (indexé par j)

H _y:Py=Pycontre H_; : Py >Py;

Ce test consiste a montrer que le groupe témoin est significativement plus infecté ou non que le
groupe vacciné (a priori moins infecté).
Enfin, un test global (pour chaque jour) est obtenu pour chaque variable en utilisant la

Méthode de Bonferroni.

re Dans un second temps, la cinétique individuelle pour chaque variable a été résumée
en considérant la premiére détection du virus et la durée de détection. Lorsque le virus n’a pas
¢té détecté, le premier jour de la détection est arbitrairement fixé au dernier jour d’observation.
Un tel critére permet de prendre en compte les veaux pour lesquels le virus n’a pas été détecté
et ainsi d’augmenter la puissance du test. Mais, du fait de cet artifice, le critére devra étre
interprété comme un score qui permettra de mettre en évidence les différences entre les
groupes, plutdt qu’un réel premier jour de détection.
Ainsi, pour chaque variable, la différence entre les groupes a été testée par une analyse de

variance non paramétrique sur les critéres de temps et de durée d’infection.

32




I/ RESULTATS

lll.1/ Critéres cliniques

Une analyse de variance faite a Jo a montré que pour chaque critére clinique, la réponse
moyenne n’est pas homogeéne entre les groupes. Ainsi, la comparaison des groupes a été

soumise a un rééchelonnement des critéres.

lll.1.1/ Fréquence respiratoire

L’analyse globale de variance en mesures répétées met en évidence des différences
entre I’évolution des courbes des 2 groupes (Figure 1). L’analyse jour par jour montre que la
moyenne des FR rééchelonnées est significativement plus importante pour le G2 (témoin) par

rapport au G1 (vacciné) de Jg a Jio.

&4

Fréquence respiratoire
rééchelonnée

T T T T T 1

-5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

temps en jour

Figure 1 : Evolution des fréquences respiratoires corrigées moyennes des groupes en fonction du temps
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/ll.1.2/ Score clinique moyen

L’analyse globale de variance en mesures répétées met en évidence des différences
entre ’évolution des courbes des deux groupes (Figure 2).
L’analyse jour par jour montre que la moyenne des scores cliniques rééchelonnés est

significativement plus importante pour le G, (témoin) par rapport au G; (vaccing).

20 - ——G1
] —A— G2

[
n
|

10 ~

4

score clinique moyen
rééchelonné

= — T T rA v § 3
1 2 3 4 5 6W9 13‘ﬂ151314151

temps en jour

Figure 2 : Evolution par groupe des scores cliniques moyens rééchelonnés en fonction du temps

lll.1.3/ Température rectale

L’analyse de variance en mesures répétées met en évidence une différence entre

I’évolution des courbes des deux groupes (Figure 3).
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Figure 3 : Evolution des températures rectales corrigées moyennes des groupes en fonction du temps

lIl.2/ Critéres virologiques

Nous donnons dans cette partie les résultats des analyses statistiques pour chaque

variable.
Les tableaux suivants résument pour chaque jour les comparaisons qui ont été faites.

La valeur p des différents tests sera notée p et les symboles standards suivants seront utilisés :

NS pourp>5%
* pour 5% <p<1%
ok pour 1 % <p <1 %o

**k  pour 1 %o <p
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1l.2.1/ Immunodétection dans les sécrétions nasales

Le VRSB a été détecté seulement sur les veaux de G, (témoin) entre J et Js. (Figure 4)

N
|

EBGl G2

Nombre de veaux positifs
o W + (V)]

-2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

jours

Figure 4 : Inmunodétection du VRSB dans les sécrétions nasales avec le Tespack-Abbott

L’analyse globale montre que I’évolution des courbes entre G; et G, est
significativement différente.

Les tests jour par jour montrent que la détection dans G2 est significativement différente par

rapport a G; de Js a J;. (Tableau 6)

Tableau 6 : Signification statistique des résultats de comparaison de la détection du VRSB dans les SN

par Tespack-Abbott entre G, et G; pour chaque jour d’observation

10

11

12

13

14

15

16

P>-P;

NS

NS | NS | sk | k% *

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS
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1lll.2.2/ Isolement et quantification dans le LLBA

¢ Pour les veaux du G; (témoin),

(Tableau 7) entre J, et Js.

le VRSB a été isolé (Figure 5) et quantifié

¢
Tableau 7 : Titre du virus VRSB dans LLBA (UFS / 10 ml)

Groupe | Veau -2 4 6 8 10 12 14 16
=1 361 0 0 0 0 0 0 0 0
=1 362 0 0 0 0 0 0 0 0
=1 363 0 0 0 0 0 0 0 0
=1 364 0 0 0 0 0 0 0 0
=1 365 0 0 0 0 0 0 0 0
=2 366 0 3000 | 10917 | 535 0 0 0 0
=2 367 0 284 | 26000 0 0 0 0 0
=2 368 0 266 5688 0 0 0 0 0
=2 369 0 7225 | 29500 0 0 0 0 0
=2 370 0 912 | 18242 10 0 0 0 0

¢ Pour les veaux du Gy, le VRSB a pu étre isolé sur deux veaux (361 et 363) a Jset

au second passage en culture. (Figure 5)

N W R U AN

Nombre de veaux positifs

BGl oGz

10 12 14 16

jours

Figure 5 : Isolement du VRSB dans le LLBA
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L’analyse statistique globale montre que I’évolution des courbes est significativement

différente entre G; et Go.

¢ Les tests jour par jour montrent que le virus est plus souvent détecté dans le

groupe 2 que dans le groupe 1 a Js. (Tableau 8)

Tableau8 : Signification des tests de comparaison de la détection du VRSB par isolement dans le LLBA
pour chaque jour d’observation

-2 4 6 8 10 12 14 16

P,-P,; NS NS Kok ok NS NS NS NS NS

¢ Le test non paramétrique montre que le virus a été détecté plus tot et plus

longtemps dans G, que dans G;. (Tableau 9)

Tableau9 : signification statistique des comparaisons G,/ G; par un test unilatéral non paramétrique,
pour le premier temps de détection et la durée de détection du VRSB par isolement dans le LLBA

Temps Durée

P,-P; * *%

lII.2.3/ n-RT-PCR sur le LLBA

¢ Pour les veaux du G, (témoin), le gene N du VRSB a pu étre détecté par n-RT-
PCR entre J4 et Jio (5/5) et ultérieurement jusqu’a Ji6 (1/5). (Figure 6)

Pour les veaux du G; (vaccinés), le géne N du VRSB. a pu étre détecté par n-RT-PCR
als (4/5) et Js (2/5). (Figure 6)
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Figure 6 : Détection du géne N du VRSB par n-RT-PCR dans le LLBA

L’analyse globale montre que 1’évolution des courbes entre G; et G, est significativement

différente.

¢ Les tests jour par jour montrent que le virus est plus souvent détecté dans G, que
dans G; de Jg a Jyo. (Tableau 10)

*

Tableau 10 : Signification des tests de comparaison de la détection de VRSB par n-RT-PCR dans le
LLBA pour chaque jour d’observation

-2

10

12

14

16

P,- P,

NS

NS

NS

sk

kkk

NS

NS

NS

¢ Le test non paramétrique montre que le virus est détecté plus longtemps dans G,

que dans G;. (Tableau 11)

Tableau 11 : Signification statistique des comparaisons G, / G, par un test unilatéral non paramétrique,
pour le premier temps de détection et la durée de détection du VRSB par n-RT-PCR dans le LLBA

Temps

Durée

P,- Py

NS

k%

39




ll1.2.4/ Critéres lésionnels macroscopiques

Pour chaque veau des 2 groupes, aucune lésion de pneumonie n’a été observée

macroscopiquement a 1’autopsie a Jq7.

1l1.2.5/ Détection des bactéries et du BVDV

Aucune bactérie pathogéne n’a été isolée sur les échantillons du poumon.

Le BVDV n’a pu étre détecté par RT-PCR sur des tests effectués a Js, Jio et Jis sur les
cellules du LLBA.
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IV/ DISCUSSION

IV.1/ Modéle expérimental

Différents modeles expérimentaux (especes, techniques d’inoculation, outils de suivi)
ont été développés pour évaluer le pouvoir pathogene du VRSB ou pour tester I’efficacité des

vaccins.

IV.1.1/ Animaux

1V.1.1.1/ Espéce

La réplication virale se réalise dans le tractus respiratoire. Les symptdmes, les 1ésions et
la réaction immunitaire doivent étre proches de ceux présentés par I’hote naturel.
L’agneau, mais aussi la souris, le rat des cotonniers, le cobaye, le hamster, le furet, le vison et

le singe remplissent plus ou moins completement les conditions citées.

IV.1.1.1.1/ Le veau

Le veau a souvent été utilisé pour étudier le VRSB, dont il est I’hdte naturel, mais aussi
le VRSH (Jacobs et Edington, 1975 ; Thomas et al., 1984 b) et le V.R.S.Ovin (VRSO) .
(Bryson et al., 1988).
Dans cette espece, des signes cliniques ont pu étre reproduits (Belknap, 1991 ; Bryson, 1983 ;
Mc Nulty, 1983).

1V.1.1.1.2/ L’ agneau

L’agneau a fait I'objet d’moculation expérimentale avec du V.R.S.B. (Lehmkuhl,
1979 ; Trigo et al 1984 ; Sharma , Woldehiwet.1990a), mais aussi avec du V.R.S.O. (Bryson
et al 1988) et du V.R.S.H. (Lapin et a/ 1993).
De par sa facilit¢ d’entretien, cette espeéce permet a la fois un travail sur des effectifs élevés

(Trigo et al 1984) et des euthanasies séquentielles utiles en histopathologie. En revanche, les
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troubles respiratoires et les lésions sont souvent de faible intensité (Lehmkuhl et Cutlip 1979).
Une inoculation paralléle avec Pasteurella haemolytica permet d’exacerber les troubles

cliniques (Al Darraji 1982.).

1V.1.1.1.3/ Autres espéces

Les autres espéces sont essentiellement utilisées pour étudier le VRSH Parmi les
primates, le chimpanzé apparait le plus sensible au VRSH, mais il n’est pas souvent utilisé du
fait de sa rareté, de son prix et des difficultés d’entretien (Belshe et a/ 1977 ; Kakuk et al
1993).

Les autres especes sensibles sont le vison (Coates et Chanock, 1962), le furet (Prince et
Porter 1976.), la souris et le rat des cotonniers (Collins et a/ 1996). Les signes cliniques apres
infection sont trés réduits a nuls. La pertinence de la réaction immune par rapport aux témoins

reste a démontrer.

IV.1.1.2/ Age

L’expression clinique et lésionnelle est apparue maximale sur des veaux de 3 a 6 jours

(Bryson, 1983). Toutefois, des veaux de cet age sont trés rarement atteints dans les conditions

naturelles.

Les inoculations sont souvent réalisées entre 4 et 10 semaines (Smith et a/ 1975 ;
Mohanty, 1975 ; Moteane, 1977 ; Kimman et al 1987).
Les veaux de notre étude ont été inoculés entre 10 et 11 semaines. Cet age correspond d’une
part a ce qui est observé en pathologie naturelle. D’autre part, le temps nécessaire au protocole

vaccinal et a la mise en place de I'immunité ne permettait pas de les inoculer plus jeunes.
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IV.1.1.3/ Statut sérologique

Les veaux de notre étude ont été privés de colostrum. Tous étaient séronégatifs avant
la vaccination. Le lot témoin 1’est resté alors que les anticorps sont apparus apreés vaccination
dans le groupe 1. L’ expression clinique a €té maximale sur le lot témoin en accord avec les
expériences les plus récentes (Belknap, 1991). En revanche I'utilisation de veaux séronégatifs
s’éloigne des conditions de terrain . Il parait par ailleurs souhaitable d’évaluer la protection lors
de vaccination de veaux initialement pourvus d’anticorps d’ origine maternelle , afin d’évaluer

une possible interférence.

IV.1.1.4/ Statut vis a vis d’organismes pathogénes spécifiques

La plupart des veaux utilisés sont élevés de facon conventionnelle ( Castleman et a/
1985 a ; Ciszewski et al 1991 ; Belknap et al 1995).
Cependant, certains essais ont eu recours a des veaux exempts d’organismes pathogénes
spécifiques (Thomas et a/ 1984 b ; Kimman et a/ 1987 ; Van der Poel, 1996). C’est le cas de

notre étude : les veaux sont nés par césarienne et ont été isolés.

Il existe, enfin, des veaux dits axeniques. L’élevage de ces veaux nécessite des

précautions tres lourdes a assumer.

IV.1.2/ Inoculum et techniques d’inoculation

Le choix de I'inoculum et la technique d’inoculation sont le deuxiéme point majeur qui
caractérise un modele expérimental. Sur ce point, les différences entre les modéles sont encore

plus marquées que sur le choix des animaux.

IV.1.2.1/ Les différents inoculums

Les inoculums different par I’origine du virus, la technique de culture, le titre et le

contrdle des autres virus respiratoires pathogenes.
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1V.1.2.1.1/ Origine du virus

La souche utilisée est la souche A,, isolée a PENVT, lors d’une sévere ¢pidémie en
1994. Bien que le virus utilisé soit souvent isolé d’une épizootie (Inaba et al 1972 ; Smith et a/
1975 ; Kimman et al 1987), ceci ne conditionne pas toujours la réussite de I'inoculation (Smith

et al 1975),

1V.1.2.1.2/ Culture du virus

La virulence semble associée au nombre de passages du virus sur cellules. Le virus de
notre inoculum est passé 6 fois en culture cellulaire. Dans les essais rapportés le nombre de
passages varie de 0 (Van der Poel, 1996) a plus de 20 (Thomas et a/ 1984). Les expériences
les plus récentes utilisent les inoculums ou le virus a subi un petit nombre de passages en
culture cellulaire (moins de 5). (Ciszewski et a/ 1991 ; Kimman et a/ 1987). Le faible nombre

de passages en culture est associé a une virulence accrue (Belknap, 1995).

IV.1.2.1.3/ Titre en virus et volume de Utnoculum

Le titre en virus de I'inoculum a été exprimé en UFS / ml (Unité Formant Syncytium
par millilitre). Notre inoculum titrait entre 1 et 2,5 x 10° UFS/ ml selon le jour de I’inoculation.
Les titres sont en général voisins de 10° UFS / ml. Le volume de I’inoculum administré est treés

variable (Mohanty, 1975 ; Elazhary et a/ 1980 ; Kimman et a/ 1987, Belknap et a/ 1991)

1V 1.2.1.4/ Statut de Uinoculum vis a vis des virus respiratoires

majeurs

Dans notre inoculum, aucun autre virus respiratoire majeur (BHV;, PI;, Coronavirus,
Mastadenovirus, BVDV) n’a pu étre détecté par culture ou immunodétection. Bien qu’il
paraisse évident de s’assurer que I’inoculum soit dépourvu de virus pathogéne, la majorité des
¢tudes ne rapporte rien concernant 1’absence de BHV,, PI;, Coronavirus ou Mastadenovirus
(Inaba et al 1972 ; Jacobs , Edington 1975 ; Mohanty, 1975 ; Prince, 1976 ; Smith , Porter

1975). Seul le BVDV a récemment €té pris en compte.
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IV.1.2.2/ Les différentes techniques d’inoculation
Les techniques d’inoculation différent par la voie choisie et par la fréquence retenue.
1IV.1.2.2.1/ Les différentes voies

L’inoculation par voie intranasale est la plus fréquemment utilisée (Jacobs, 1975 ;
Elazhary et al/ 1980 ; Thomas et a/ 1984 ; Van der Poel, 1996). Néanmoins, ce type

d’inoculation est souvent a I’origine de troubles cliniques discrets.

Une autre méthode d’inoculation consiste a nébuliser I’inoculum a I’aide d’un masque,
ce qui se rapproche des conditions naturelles d’infection (Stewart, Gershwin 1989 ; Otto et a/

1996 ; Gershwin et al 1998).

Enfin, 'inoculation combinée par voie intranasale et endotrachéale a été utilisée par
plusieurs expérimentateurs (Mohanty et al 1975 et 1976 ; Bryson et a/ 1983, Castleman et a/
1985 ; Kimman et a/ 1987 ; Ciszewski et al 1991). Cette méthode a été retenue dans notre
essai. La voie endrotrachéale permet d’éviter les pertes par déglutition et court-circuite les
défenses des voies respiratoires hautes. Cependant, cette voie s’éloigne des conditions
naturelles d’infection. On peut en outre lui reprocher d’induire une irritation lors de
I’endoscopie intratrachéale ; ce point est néanmoins a nuancer puisque l’irritation est identique

pour le lot témoin.
1V.1.2.2.2/ La fréquence d’inoculation

Dans notre essai, les veaux ont été inoculés 3 fois a 24 heures d’intervalle. Les
expérimentateurs ayant procédé a 1 ou 2 inoculations par jour pendant 3 a 4 jours (Bryson et
al 1983 ; Kimman et a/ 1987, Belknap et al 1991) semblent avoir obtenu des signes cliniques
beaucoup plus marqués que ceux n’ayant procédé qu’a une seule inoculation (Inaba et al/

1972 ; Mohanty , 1975 ; Moteane et al 1977).
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IV.1.3/ Suivi des animaux en post-inoculation

IV.1.3.1/ Suivi clinique et lésionnel

1V.1.3.1.1/ Suivi clinique

Nombreux sont les expérimentateurs qui n’ont obtenu aucune expression clinique lors

d’infection expérimentale avec le V.R.S.B. (Inaba et a/ 1972 ; Jacobs et Edington 1975 ;
Mohanty et al 1975 ; Moteane et al 1977 ; Odegaard , Krogsrud 1977 ; Stott et al 1978). Lors
de succes (Bryson et a/ 1983 ; Kimman et a/ 1987 ; Belknap et a/ 1991), les manifestations
cliniques doivent s’appréhender d’un point de vue quantitatif pour certaines, qualitatif pour
d’autres.
Ainsi, notre suivi clinique a été confi¢ deux fois par jour a un méme clinicien qui a relevé les
parametres quantitatifs (températures rectales, fréquence respiratoire, toux, refus de lait et de
concentrés) et les parametres qualitatifs (comportement général, écoulements nasaux,
dyspnée).

La traduction de I’ensemble de ces paramétres sur une échelle de gravité a permis, en
pondérant chaque paramétre, la détermination d’un score clinique. Ainsi, les comparaisons
entre lots ont-elles été possibles.

Le critere « taux de mortalité » n’apparait pas dans notre suivi, compte tenu de
I’absence de létalité dans les modéles expérimentaux. Un tel critére n’est évaluable que dans un

second temps, sur un essai terrain.

1V.1.3.1.2/ Suivi Iésionnel

Le suivi lésionnel implique une autopsie qui n’est pratiquée qu’a la fin de 1’essai dans
beaucoup d’études. Cependant, certains expérimentateurs ont procédé a des euthanasies
séquentielles (Moteane et al 1977 ; Trigo et a/ 1984, Bryson et al 1983, Castleman et al
1985). Quoique nécessitant un effectif important au départ, ces études ont montré que les

lésions les plus marquées apparaissent avant Jyo (Bryson et al 1983) et qu’elles disparaissent
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apres Ji7 (Castleman et a/ 1985). Dans notre étude , les autopsies a J;7 sont donc un peu

tardives ; il s’agit d’un choix privilégiant le suivi virologique.

IV.1.3.2 Suivi virologique

Lorsque les modéles expérimentaux sont utilisés pour évaluer !’efficacité d’un vaccin,
les paramétres cliniques et lésionnels sont souvent insuffisants. Ainsi, un suivi de I’excrétion
virale est généralement réalisé (Mohanty et a/ 1976 ; Elazhary et al 1980 ; Thomas et a/ 1984 ;
Kimman et a/ 1987 ; Van der Poel, 1996).

1V.1.3.2. 1/ Prélévements

Notre suivi a porté sur des écouvillonnages nasaux réalisés de fagon quotidienne , et
sur des lavages bronchoalvéolaires (LBA) pour optimiser la détection du virus a I’ étage

pulmonaire.

Sur des enfants, le LBA permet de détecter un plus grand nombre de positifs que
’écouvillonnage nasal, que I’on utilise par la suite I’isolement ou I'immunomarquage (Master,
1987 ; Derish, et al 1991). De méme, sur 4 veaux infectés expérimentalement, le VRSB a été
détecté par isolement ou immunofluorescence plus souvent a partir de prélévements par LBA
que par écouvillonnages nasaux (Kimman et a/ 1986).

Les prélévements issus du tractus respiratoire profond semblent donc, a priori, plus riches en
virus. En effet le LBA est riche en cellules, le VRSB a une localisation pulmonaire et est
fortement lié aux cellules.

La nature invasive de I’endoscopie nécessaire a la réalisation du LBA est susceptible de faire
augmenter les scores cliniques. Il n’en reste pas moins que, dans I’absolu, c’est la différence

entre les lots qui prévaut sur les scores cliniques.
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1V.1.3.2.2/ Techniques de mise en évidence

Si le prélévement conditionne la performance du suivi virologique, la technique de mise

en évidence est, elle aussi, déterminante.

1V.1.3.2.2.1/ Isolement viral et quantification

Dans notre essai, la technique d’isolement viral a été appliquée sur le LLBA (cf.
calendrier). Les échantillons ont été traités dans un délai trés court (moins de 30 mn).
L’isolement a été réalisé sur une couche unicellulaire de cellules BT. D’autres
expérimentateurs avaient déja utilisé ce type de cellules (Werdin et Baker, 1985 ; Mohanty et
al 1978). Des cellules de poumon de veau feetal (Pacaud and Jacquier) ou des cellules de rein
de veau feetal (Wellemans and Leunen, 1975) peuvent également servir de support.

Cette méthode est la seule qui permette une approche quantitative de la charge virale.
Cependant, elle est peu utilisée en routine car c’est une méthode contraignante. En effet, les
¢chantillons doivent étre traités trés rapidement (moins d’1 heure) du fait de la labilité du virus.
Les prélevements sur le tractus respiratoire haut sont plus difficiles a traiter car les
contaminations fongiques et bactériennes , trés fréquentes, génent I’isolement. Enfin,
I’apparition d’un ECP peut nécessiter plusieurs passages et étre observée seulement au bout de

30 jours de culture (Paccaud and Jacquier, 1970).

1V.1.3.2.2.2/ Détection d’antigénes

La détection d’antigenes sur les écouvillons nasaux a fait appel au Test pack ABBOT
qui utilise une technique d’immunocapture d’antigénes. Cette technique est plus facile a utiliser
que 'LF. ; elle offre une plus grande rapidité d’exécution et d’obtention des résultats.

L’LF. permet de détecter un plus grand nombre d’échantillons positifs et sur une plus longue

période que I'isolement viral (Mc Nulty et a/ 1983 ; Kimman et a/ 1986 ; Collins et a/ 1996).
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L’immunocapture d’antigénes s’avére plus sensible et spécifique que 'LF. et I’isolement viral
pour la mise en évidence de VRSH (Ahluwalia et Hammond, 1988 ; Hughes, 1988).
Enfin, I’isolement viral est délicat a partir d’ échantillons des voies nasales car ceux-ci

présentent de nombreuses contaminations fongiques et bactériennes qui génent I’isolement.

1V.1.3.2.2.3/ Détection d’ARN viral

Notre étude a utilisé, pour I’analyse des LLBA une technique de transcription reverse,
puis d’amplification génique (RT-PCR) localisée sur le géne de la nucléoprotéine. Cette
technique permet de doubler la fenétre de détection par rapport aux techniques

conventionnelles de culture ou d’immunodétection (Valarcher et al; 1999).

Plusieurs RT-PCR ont été développées pour le VRSH. Si certaines ont permis
d’améliorer les performances de détection par rapport a la détection d’antigenes (Freymuth,
1995 ; Henkel et al 1997), d’autres avaient une sensibilité équivalente (Van Milaan, 1994) ou
inférieure (Cubie, 1992 ; Paton, 1992).

Pour le VRSB, 3 RT-PCR localisées sur F(2) et sur G(1) ont été décrites (Oberst et al
1993 ; Vilcek, 1994). Seules les RT-PCR développées par Vilcek ont été évaluées : au cours
d’une infection expérimentale, I’excrétion détectée par RT-PCR localisée sur F, dans les

sécrétions nasales, dure jusqu’a 8 jours apres I’inoculation (West, 1998).

IV.1.4/ Conclusion sur le modéle expérimental

Notre modele expérimental présente deux caractéristiques marquées :
- I s’agit d’'un modele expressif sur le plan clinique.
- En outre, il fait appel a des critéres d’évaluation virologique trés complets ;
I’étage nasal et I’étage bronchopulmonaire sont explorés en faisant appel a des techniques
diversifiées comprenant 1’isolement viral, la détection d’antigenes par immunocapture

enzymatique et la détection d’ARN viral par RT-PCR.
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IV.2/ Les résultats

Deux criteéres majeurs sont évalués : I’innocuité et ’efficacité.

IV.2.1/ Innocuité du vaccin

L’évaluation de I’innocuité a une importance trés particuliére dans le cas des vaccins
VRSH. En effet, comme nous I’avons déja évoqué dans la premiére partie, le lot 100 du
premier vaccin VRSH développé dans les années 60, inactivé au formol et précipité a 1’alun, a
provoqué chez les enfants vaccinés, lors d’infections sauvages ultérieures, des troubles
beaucoup plus graves que chez les enfants témoins immunisé€s avec un virus para-influenza.
Cet épisode a jeté la suspicion sur les vaccins inactivés, alors que pour le VRSB, certains ont
montré une innocuité satisfaisante (Baker. 1991. Mohanty et a/ 1981.). Inversement, si les
vaccins vivants modifiés sont souvent considérés comme non susceptibles d’induire des
réactions immunopathologiques chez les animaux vaccinés (Kelling et a/ 1993), des accidents

ont parfois été répertoriés ( Kimman et a/. 1989d).

Le vaccin que nous avons évalué est un vaccin vivant modifié. Dans notre essai, il a
montré une totale innocuité. Son niveau de virulence résiduelle, critére déterminant pour ce

type de vaccin, a paru bon.
Cependant I’'innocuité du vaccin mériterait d’étre évaluée sur des veaux séropositifs

(immunité active ou passive). Enfin, la possibilité de réversion de virulence et d’extension

latérale ne pourra étre écartée qu’apres une évaluation spécifique.
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1V.2.2/ Efficacité du vaccin

IV.2.2.1/ Résultats cliniques

On a déja exposé la difficulté d’obtenir des signes cliniques lors d’infection
expérimentale par le VRSB . Beaucoup d’expérimentateurs ont échoué par le passé. Ceci rend

difficile I’évaluation d’un vaccin sur les seuls critéres cliniques.

Cependant, dans notre étude, le score clinique moyen et les fréquences respiratoires ont
été significativement supérieurs dans le lot témoin non vacciné par rapport au lot vacciné entre
Js et J1o. Le caractére expressif de notre modele expérimental permet de démontrer I’efficacité

du vaccin sur les seuls criteres cliniques.

1V.2.2.2/ Résultats virologiques

Le virus n’a été mis en évidence par immunodétection dans les sécrétions nasales que
sur le lot témoin non vacciné de J4 a Jg ; le virus a été isolé et quantifié¢ dans le LLBA entre J4
et Jg sur tous les veaux du lot témoin alors qu’il ne I’a été qu’a J4 et sur seulement deux veaux
dans le lot vacciné ; le géne N du VRSB a été détecté par n-RT-PCR sur les veaux du groupe
témoin entre J4 et); alors qu’il ne I’a été qu’a J, et Js sur au maximum 4 des 5 veaux du lot

vacciné.

Ainsi, tous les veaux du groupe témoin non vacciné ont été infectés par le VRSB.
L’identification du VRSB dans les sécrétions nasales a J4 alors qu’il était absent a J; montre
que le virus s’est bien développé dans le tractus respiratoire des veaux non vaccinés et qu’il ne
s’agit pas des virus rémanents issus de I’inoculation. La comparaison entre le groupe vacciné et
le groupe témoin montre clairement et significativement pour les trois méthodes

d’identification virale et pour les deux étages du tractus respiratoire , I’efficacité du vaccin

testé.

IV.2.3/ Conclusion sur les résultats

L’essal réalis¢ démontre [’efficacité du vaccin. Ceci demande a étre confirmé par un

essai terrain.
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Conclusions

Le VRSB est un pathogéne respiratoire majeur en élevage bovin. La séroprévalence des
adultes et le taux de mortalité chez les jeunes bovins rendent nécessaire la mise au point de
vaccins. Beaucoup ont été développés ou sont en cours de développement en médecine
vétérinaire pour le VRSB. La médecine humaine s’intéresse aussi au développement de vaccins

contre le VRSH.

L’objet de notre étude visait a évaluer en station I’efficacité et 'innocuité d’un vaccin

contre le VRSB. Notre modéle expérimental présente différentes qualités :

- Il est tres expressif.

- Les critéres d’évaluation virologique sont trés complets ; I’étage nasal et
I’étage bronchoalvéolaire sont explorés en faisant appel a des techniques diversifiées
comprenant I’isolement viral, la détection d’antigénes par immunocapture enzymatique et la
détection d’ARN viral par RT-PCR.
Dans les conditions d’évaluation en station, le vaccin s’est révélé d’une bonne innocuité et

d’une efficacité satisfaisante.

La durée de I'immunité n’a pas été évaluée. La dissection de la réponse protectrice
nous éclairerait aussi sur la part a attribuer a 'immunité humorale et I'immunité cellulaire.
Enfin, les résultats que nous avons obtenus nécessitent obligatoirement d’étre confirmés par un

essai terrain.
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ANNEXE 1 : Fiche d’Examen clinique standard

Examen clinique Matin Soir

Heure :

Examinateur :

Température rectale (°C)

Comportement général [J Normal U Normal
[ Moyennement altéré [l Moyennement altéré
[ Tres altéré O Tres altéré

Fréquence respiratoire (nbre/mn)

Ecoulement nasal 0 Nul 0 Nul
0 Modéré 0 Modéré
0 Fort U Fort

Toux (nbre/mn)

Respiration abdominale [J Absente [J Absente
[ Modérée [ Modérée
U Forte U Forte
Refus de lait

Refus de concentré

Remarques :

67







ANNEXE 2 : Mode de calcul du score clinique

Signe Note Coefficient
Température rectale : 1 3
<39,5° 2
39,5°< < 40° 3
40° < <40,5° 4
> 40,5°
Fréquence respiratoire :
< 30/mn 1
30/mn < < 40/mn 2 3
40/mn < < 60/mn 3
> 60/mn 4
Refus de lait :
0 1
0< <30% 2 3
30< <60 % 3
> 60 % 4
Refus de concentré :
0 1
0< <30% 2 3
30 < <60 % 3
> 60 % 4
Comportement général :
Normal 1
Moyennement altéré 2 3
Trés altéré 3
Ecoulement nasal :
Nul 1
Modéré 2 2
Fort 3
Toux :
Nulle 1 1
Modérée 2
Forte 3
Dyspnée :
Absente 1 3
Abdominale modérée 2
Abdominale forte 3
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RESUME :

L’ étude présente une inoculation de VRSB sur deux groupes de cinq veaux. Les animaux du groupe 1 (G1) ont
été vaccinés deux fois & quatre semaines d’intervalle . Les animaux du groupe 2 (G2) ne lont pas été pour
constituer un groupe témoin.

L’inoculation a été réalisée 21 jours aprés la seconde vaccination sur trois jours consécutifs . Chaque veau a
recu de 12,5 .10° UFS en intra-nasal et en endotrachéal par jour d’ une souche sauvage de VRSB, au 6
passage en culture cellulaire. Les veaux ont ensuite été suivis pendant 16 jours sur le plan clinique ( fréquence
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et sur le plan virologique (immunodétection sur les écouvillonnages nasaux, RT-PCR, isolement et
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Des différences cliniques et virologiques statistiquement significatives ont permis de conclure a 1’ efficacité du
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ABSTRACT :

The aim of the study is to evaluate a BRSV vaccine efficacy during a challenge inoculation on two groups of
five calves. The animals of group 1 (G1) were vaccinated on two occasions , four weeks apart. The animals of
group 2 (G2) has been left unvaccinated as a control group.

Challenge inoculation has been performed 21 days after the second injection of vaccine on three consecutive
days . Each calf was inoculated with 1 to 2,5 .10° SFU via intranasal route and 1 to 2,5 .10® SFU via
endotracheal route per day , of a field BRSV strain, at 6™ culture passage level.

Then, calves have been followed during 16 days, at the clinical level (respiratory rate, rectal temperature, feed
refusal, general demeanour, nasal discharge, cough, dyspnea) and at the virological level (immunodetection on
nasal swabs, RT-PCR, isolation and quantification on broncho-alveolar lavage fluid).

Significative virological and clinical differences have been put on evidence which allowed to conclude to the

vaccine efficacy.
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