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Introduction

Introduction

Le virus respiratoire syncytial bovin (VRSB) est I’'un des pathogénes majeurs impliqués
dans le complexe des maladies respiratoires bovines (CMRB). Il cible préférentiellement
I’appareil respiratoire inférieur, causant une pneumonie souvent sévere chez les jeunes veaux
naifs et les vaches en péri-partum (Hégglund et al., 2022). Les pertes économiques sont liées
aux effets pathogenes directs du virus, mais aussi aux surinfections bactériennes auxquelles le
bovin devient particulierement prédisposé. La transmission du VRSB est horizontale, par les
acrosols (Mars et al., 1999), et est donc favorisée par le contact étroit entre les animaux, une
situation que ’on observe notamment dans la salle de traite des vaches et les ateliers

d’engraissement des taurillons.

Les ¢épisodes infectieux s’observent surtout en hiver (Van der Poel et al., 1993), mais le
caractere endémique du virus rend possibles les réinfections durant toute I’année. La présence
de veaux immunologiquement naifs et le faible role protecteur des anticorps viro-induits

expliquent en grande partie la pérennité de I’infection dans I’¢élevage.

Plusieurs tests ont été validés pour la détection de l'infection par le VRSB. Bien que les
tests d'amplification génique surpassent les tests sérologiques et antigéniques en termes de
sensibilité et de spécificité, leur efficacité peut étre compromise par la labilité du virus en
milieu extérieur. En effet, des résultats négatifs obtenus par RT-PCR peuvent parfois
nécessiter une amplification de la charge virale via la culture cellulaire, une méthode qui

s'avere souvent inefficace en raison de cette méme labilit¢ du VRSB (West et al., 1998).

Le VRSB est aujourd’hui de distribution mondiale. Sa circulation dans les exploitations
de bovins en Algérie est fortement suspectée sur la base des 1€sions pulmonaires, mais jamais
confirmée par aucun des moyens de diagnostic virologique ou immunologique. Ce constat a
fortement stimulé I'initiative de la présente étude, dont 1’objectif premier est de déterminer la
prévalence de I’infection par le VRSB au sein de la population bovine dans I’Est du pays via
des tests immunologiques. Dans cette optique, nous avons cherché a démontrer la circulation
du virus via la détection de 1’antigéne viral a localisation tissulaire et des anticorps circulants
spécifiques du VRSB, en mettant respectivement en ceuvre un test d’immunofluorescence
directe (IFD) et un test ELISA indirect. Le dépistage, mené entre 2022 et 2023, a couvert les

régions de Batna, Constantine, Khenchela et Sétif
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Synthése Bibliographique

ETUDE DES BRONCHOPNEUMONIES A VIRUS RESPIRATOIRE
SYNCYTIAL (VRS) CHEZ LES RUMINANTS

1. Historique

Durant ’automne 1955, un épisode de maladies respiratoires est apparu chez des
chimpanzés du laboratoire de Washington, D.C., ainsi que des employés qui y travaillaient
(Morris et al., 1956). Le virus isolé de ce foyer a été appelé « Chimpanzé Coryza Agent »,
avant d’€tre baptisé « Respiratory Syncytial Virus » en raison de son effet cytopathogeéne

(ECP) en culture cellulaire (Chanock et Roizman, 1957).

Au début, I’étude du virus a été difficile a cause de son caractére thermolabile et sa
faible croissance en culture cellulaire, ce n’est qu’a partir du développement de nouvelles
techniques  immunologiques et biotechnologiques (ELISA, Immunohistochimie,

Immunofluorescence) que son étude est devenue plus facile.

Des investigations menées au début des années 1960 ont permis d’établir 1I’implication
du Virus Respiratoire Syncytial Humain (VRSH) dans les maladies respiratoires chez les
enfants (Chanock et al., 1961). Dix ans aprées, un virus ressemblant au VRSH a été isolé chez
les bovins durant une épizootie de maladies respiratoires en Suisse et fut appelé Virus
Respiratoire Syncytial Bovin (VRSB) (Paccaud et Jacquier, 1970). Par la suite, au début des
années 1980, il a ét¢ démontré que le VRSB était endémique dans la population bovine

(Baker et al., 1986; Stott et al., 1980; Thomas et al., 1980; Uttenthal et al., 1996).

La découverte des différents VRS suit 1’ordre suivant : Virus Respiratoire Syncytial
Humain (VRSH), Virus Respiratoire Syncytial Bovin (VRSB), Virus Respiratoire Syncytial
Ovin (VRSO) et enfin, Virus Respiratoire Syncytial Caprin (VRSC).

2. Taxonomie

Le VRSB appartient a "ordre des Mononegavirales (Bunt et al., 2005), ce dernier
renferme plusieurs familles virales qui sont: les familles des Paramyxoviridae,
Rhabdoviridae, Filoviridae, Bornaviridae et celle des Pneumoviridae qui a été créée en 2016

(Makoschey et Berge, 2021).



Synthése Bibliographique

Les virus appartenant a cet ordre sont tous des virus enveloppés, possédant des
glycoprotéines de surface et ont un génome formé d’un ARN simple brin de polarité négative

(Maclachlan et Dubovi, 2010).

Les différences entre les familles de cet ordre concernent principalement la taille du
génome, la structure de la nucléocapside, le site de transcription et réplication du génome, la
taille et la morphologie du virion, le spectre d’hote, la spécificité tissulaire du virus, et sa

pathogénie (Maclachlan et Dubovi, 2010).
La famille des Prneumoviridae comprend deux genres :

Le genre Metapneumovirus et le genre Orthopneumovirus auquel appartiennent le

Pneumovirus des souris et le VRSB, VRSH, VRSO et VRSC.

Tous les VRS sont similaires du point de vue structurale et antigénique avec la
particularité que le VRSB et le VRSC sont les plus proches (Smith, Lehmkuhl, et Phillips,
1979; Lehmkuhl, Smith, et Cutlip, 1980; Trudel et al., 1989; Alansari et Potgieter, 1994).

3. La structure du virion

Sous microscope ¢électronique, les virions du VRS semblent avoir une morphologie tres
pléomorphe, avec une forme arrondie de 150-350 nm de diamétre, ou une forme filamenteuse
qui peut atteindre une longueur de 5 um et un diameétre variable entre 60-100 nm (Trudel et

al., 1989).

Le VRSB est un virus enveloppé. Son enveloppe est formée par une membrane
lipidique de 7 a 15 nm d’épaisseur dérivée de la cellule hote. L enveloppe est recouverte de
projections cubiques de 7 a 19 nm de longueur (Larsen, 2000), ces projections sont séparées et
organisées sous forme de spicules a la surface, formant les trois protéines transmembranaires

qui sont :

e La glycoprotéine G,
e La protéine de fusion F,
e La petite protéine hydrophobe SH (Collins et al., 2001)

e La face interne de I’enveloppe comprend la protéine matrice M et les facteurs

M2-1 et M2-2.
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Le virion posséde une nucléocapside a symétrie hélicoidale de 1 um de longueur
approximativement et de 13 a 14 nm de diametre (Maclachlan et Dubovi, 2010). Elle est
constituée d’une nucléoprotéine (N), une phosphoprotéine (P), la protéine (L) qui est une

ARN-polymérase ARN-dépendante ainsi que I’ARN génomique (Valarcher et Taylor, 2007).

Le VRSB ainsi que le VRSC s’organisent en réseau ou les particules virales sont liées

par des ponts de 12+ 3 nm dont le role est encore indéterminé (Valarcher et Taylor, 2007).

4. Le génome viral

Le génome viral est constitué d’'un ARN simple brin de polarité négative non segmenté
d’environ 15000 nucléotides (nt) de long codant pour 10 ARNm qui seront par la suite
traduits en 11 protéines virales (Valarcher et Taylor, 2007). Sa taille suit « La régle de six »
c'est-a-dire que le nombre de nucléotides est le multiple de six selon 1’équation suivante : nt-
6n + 0, ce qui semble avoir une fonction dans les propriétés de liaison de la protéine N a la

molécule d’ARN (Maclachlan et Dubovi, 2010).

Quelle que soit la structure du virion il ne contient qu’une seule particule fonctionnelle
du génome qui sera le gabarit utilis¢ pour la transcription et la réplication (Valarcher et
Taylor, 2007). Ce dernier est contenu dans un complexe de ribonucléoprotéine (RNP), et
seule la forme liée au complexe RNP constitue une matrice pour I’ARN polymérase (Grosfeld

etal., 1995; Yuet al., 1995).

L’organisation du génome des Orthopneumovirus est différente dans I’ordre des geénes
d’enveloppe par rapport aux Métapneumovirus (Rima et al., 2017). Plus de 857 de ce génome

code pour des protéines (Huang et Wertz, 1982).

L’ARN génomique ne posseéde pas une coiffe a ’extrémité 5°, n’est pas polyadénylé a
I’extrémité 3’ et il renferme des geénes non codants fonctionnels (Maclachlan et Dubovi,
2010). Ces derniers sont des promoteurs extra-géniques situés aux extrémités de I’ARN

(Buchholz et al., 1999).

La région « Leader » (le) située a I’extrémité 3’ de I’ARN est formée de 45 nt (Int de
plus par rapport au VRSH A2) (Buchholz et al., 1999). Cette région stimule la transcription

successive de I’ARN leader et des ARN sous-génomiques dans I’ordre :

3’-1e-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5’
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La région « Leader » est également responsable de la synthése d’'un ARN anti-

génomique complet (Maclachlan et Dubovi, 2010).

La région « Trailer » située a I’extrémité 5° extra-génique du génome est formée de
161nt (6nt de plus par rapport au VRSH A2). Elle représente la région trailer la plus longue de
cette famille virale (Buchholz et al., 1999).

Il a ét¢ démontré que la région 3’ anti-génomique qui compléte la région 5° extra-
génique du génome, connue sous le nom trailer agit en Cis et favorise la synthese réplicative

des ARNm génomiques complets (Maclachlan et Dubovi, 2010).

5. Les protéines virales

5.1 Les protéines non structurales

L’existence des deux protéines non structurales NS1 et NS2 est I’une des particularités

majeures des Pneumovirus.

La protéine NSI, formée de 136 AA est codée par un gene de 524 nt, alors que la
protéine NS2 est constituée de 124 AA et est codée par un gene de 488 nt (Pastey et Samal,
1995). L’un et ’autre geéne sont dépourvus de queue. La transcription des protéines NS
s’effectue abondamment dans la cellule infectée, bien que ces protéines soient faiblement

détectées dans les virions purifiés.

La protéine NS1 est un inhibiteur puissant de transcription et de réplication d’ARN, la
NS2 possede le méme rdle d’inhibition mais a un degré moindre par rapport a la protéine NS1
(Atreya et al., 1998). Cette dernicre n’est pas nécessaire a la propagation du virus in vitro

(Buchholz et al., 1999).

I1 a été démontré que la protéine NS1 co-précipite avec la protéine M et que la protéine
NS2 est co-localisée avec P et N, mais ne co-précipite pas avec d’autres protéines virales dans

sa fonction (Evans et al., 1996).

Ces protéines virales jouent un rdle important dans la régulation des IFN o/, et ne sont

pas essentielles pour la réplication du virus.
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5.2 Les protéines de I’enveloppe
5.2.1 La petite protéine hydrophobe SH

La protéine SH (small hydrophobe) est une petite protéine codée par un ARNm
possédant des ORF majeurs. Les séquences nucléotidiques codant pour deux protéines SH de
deux souches différentes de VRSB varient entre 462 et 566 nt produisant des polypeptides de
73 a 81 AA, respectivement (Samal et Zamora, 1991; Anderson et al., 1992).

Cette protéine intégrée dans la membrane varie entre les différents VRSB isolés avec
une différence d’AA estimée a 13% (Rentved et al, 2000). La protéine SH se présente sous
forme glycosylée (SHg (13-15 kDa), SHp (21-30 kDa)) ou non glycosylée (SHo (7,5 kDa),
SHt (4.8 kDa)).

Le role de la protéine SH n’est pas bien défini (Karger et al., 2001). Elle n’est pas

indispensable pour la réplication in vitro ou in vivo du virus mais elle semble jouer un rdle

lors de la fusion virus-cellule par interaction avec la protéine F (Feldman et al., 2001;

Heminway, 1994).

5.2.2 La protéine G

L’ARNm codant pour la protéine G est de 838 nt de longueur en excluant la queue poly

A, avec une seule ORF codant pour le polypeptide (Lerch et al., 1990; Larsen et al., 1998).

La protéine G présente une séquence d’AA unique avec aucune similarité aux autres
protéines des virus @ ARN (Lerch et al., 1990). Leur nombre est variable de 257 a 263 AA en
fonction du virus isol¢ (Mallipeddi et Samal, 1993).

C’est une glycoprotéine de type Il possédant un domaine d’ancrage situé¢ entre I’AA 38
et 66, cette glycoprotéine est différente de point de vue structural du reste des homologues

(HN et protéine H) (Wertz et al., 1985; Langedijk et al., 1996; Langedijk et al., 1997).

C’est une lourde protéine glycosylée non globulaire ressemblant aux mucines cellulaires
et se présente sous forme d’un multimere (Dimeére ou Trimére), cette dernicre est synthétisée
sous 2 formes, une ancrée a la membrane virale et 1’autre sous forme libre qui peut jouer un
role d’appat en contraignant les AC neutralisants (Makoschey et Berge, 2021; Bukreyev et al.,
2008). Environ 807 de la glycoprotéine G est synthétisée sous forme libre 24 heures post
infection (Hendricks et al, 1988; Cortjens et al, 2019).
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Son réle a été défini en tant que protéine majeure d’attachement car les AC anti-protéine
G inhibent la fixation du virus a la cellule cible (Levin et al., 1987). Elle est classée ¢galement

comme un antigéne majeur protecteur du VRSB (Taylor et al., 1997; Taylor et al., 1998).

5.2.3 La protéine F

La protéine F (fusion) des VRS est similaire fonctionnellement et structuralement aux

protéines F des autres paramyxovirus (Richardson et al., 1986).

L’ARNm codant pour cette protéine comprend 1899 nt en excluant la queue poly-A. Le
gene possede une seule ORF qui donne apres traduction, 574 AA (Lerch et al., 1991; Pastey et

Samal, 1993) avec une grande stabilité dans sa forme chez les différents VRSB isolés.

Cette protéine est synthétisée sous forme d’un précurseur inactif FO qui doit subir un
clivage protéolytique en deux séquences de furine pour donner la forme active composée de
deux sous-unités F1 et F2. Ce clivage conduit a la formation d’un petit peptide de 27 AA (pep
27) homologue des tachykinines, une famille de peptides bioactifs et est situé¢ entre les deux

sites de clivage (Zimmer et al., 2002; Zimmer et al., 2003).

La protéine F est responsable de la pénétration du virus par fusion entre la membrane
virale et la membrane de la cellule héte, ainsi que la libération de la nucléocapside dans le

cytoplasme cellulaire.

Elle est également a 1’origine de la fusion entre les membranes cellulaires des cellules
infectées et non infectées donnant naissance a la formation des cellules géantes multinucléées

ou syncytia.

5.3 Les protéines de la nucléocapside

La nucléocapside est constituée par la nucléoprotéine N, la phosphoprotéine P et la
polymérase L. L’ARNm codant pour N est formé de 1196 nt (Samal et al., 1991), et celui de
la phosphoprotéine P est formé de 860 nt (Mallipeddi et Samal, 1992) alors que celui de la
polymérase est de 6552 nt de long, les trois ARNm étant sans queue poly A. Ces ARNm
seront traduits en protéines de 391 (Samal et al., 1991), 241 (Alansari et Potgieter, 1994) et
2162 (Yunus et al., 1998) AA de long, respectivement.

Chacune de ces protéines est responsable d’un certain nombre de fonctions, ou la
polymérase L ARN-polymérase ARN-dépendante est responsable de la transcription et la

réplication virale (Yunus et al.,1998). Elle est identique a 847/ chez le VRSB et le VRSH

7
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(Buchholz et al., 1999) et la comparaison de cette protéine avec les séquences des virus a
ARN simple brin de polarit¢ négative non segmenté a révélé la présence de 4 motifs

conservés et communs a toutes les ARN-polymérase ARN-dépendante (Poch et al., 1990).

La phosphoprotéine P a son tour présente une chaperonne pour la nucléoprotéine sous
sa forme soluble. Elle est impliquée également dans la régulation de la transcription-
réplication virale. La proportion élevée en Serine et Thréonine (177%) refléte la
phosphorylation profonde de cette derniere. Il s’est avéré que la phosphorylation post-
traduction est a I’origine des différences structurales entre les virus isolés (Shadomy et al.,

1997).

En dernier, vient le role potentiel de la nucléoprotéine N qui forme un complexe avec P,
L et probablement la M2-2. Elle constitue I’élément majeur de la nucléocapside qui protege
I’ARN génomique viral des ARNases (Mallipeddiet al., 1996; Samal et al., 1991), et joue
¢galement un role de transition entre les phases de transcription et réplication de I’ARN viral

((Mallipeddiet al., 1996).

5.4 Les protéines de la matrice

Le VRS possede trois protéines de matrice contrairement aux virus de la famille des

Paramyxoviridae : La protéine M, et les deux protéines M2-1 et M2-2.

La protéine M est formée de 256 AA et est codée par un ARNm de 938nt sans queue
poly A. Elle se localise sur la face interne de 1’enveloppe virale et joue un réle important dans
la formation des particules pseudo-virales (Teng et Collins, 1998), car elle est impliquée dans
I’interaction entre la nucléocapside virale et la membrane cellulaire lors d’assemblage,

maturation, et formation de progéniture virale (Larsen, 2000; Ghildyalet al., 2006).

Les deux autres protéines de matrice M2-1 et M2-2 sont issues de la traduction du
méme gene ARNm-M2 ayant deux ORF superposés ou I’ORF1 code pour la M2-1 de 194 AA
et ’ORF2 code pour la M2-2 de 83 4 90 AA (Ahmadian et al., 1999; Bermingham et Collins,
1999). Ces deux protéines ont deux roles distincts ou la M2-1 constitue un facteur d’anti-
terminaison qui incite 1’élongation de la chaine transcriptionnelle et augmente la fréquence de
lecture des jonctions des genes (Hardy et Wertz, 1998), et la M2-2 régule la transition de la
transcription a la réplication de I’ARN (Bermingham et Collins, 1999).
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Figure 1 : Représentation schématique du virus respiratoire syncytial bovin (Valarcher
et Taylor, 2007)

6. Les propriétés physico-chimiques du virus

Le VRSB est un virus extrémement fragile dans le milieu extérieur et sa sensibilité ou
résistance sont étroitement liées aux conditions de 1I’environnement. Quant a la sensibilité du
virus, elle est liée a I’exposition aux valeurs basses de pH (<4) (Larsen, 2000), ainsi que
I’exposition a I’éther, le chloroforme, et autres solvants (Paccaud et Jacquier, 1970; Smith,

Frey, et Dierks, 1975).
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L’infectivité du virus peut étre compromise suite a une exposition de 30 min a 56°C ou
pendant plusieurs heures a 37°C. Les cycles répétés congélation-décongélation peuvent aussi

compromettre ’infectivité du virus.

Les températures trés basses de congélation confortent la résistance du virus qui devient
trés stable a une température de -50°C pour plusieurs mois (Larsen, 2000) et son infectivité

diminue peu a peu en quelques semaines lorsqu’il est stocké a -20°C (Inaba et al., 1973).

7. Les sous-groupes antigéniques et génétiques du virus

La classification antigénique et génétique du VRSB a été établie apres des études
strictes (Furze et al., 1994; Schrijver et al., 1996, Larsen et al., 1998; Valarcher et al., 2000;
Nettleton et al., 2003), basées sur la réactivité¢ vis-a-vis d’anticorps monoclonaux (Mab)
dirigés contre la protéine G (Furze et al., 1994 ; Schrijver et al., 1996; Furze et al., 1997,
Larsen et al., 1998), ainsi que sur les séquences nucléotidiques de la protéine G, la protéine F
ou N (Mallipeddi et Samal, 1993 ; Furze et al., 1997; Prozzi et al., 1997; Stine et al., 1997;
Larsen et al., 1998). Ainsi, les tests utilisant des Mab spécifiques de la protéine G ont permis
de définir quatre sous-groupes antigéniques, A, B, AB, et VRSB non-groupé. Le sous- groupe
B n’a pas été détecté depuis 1976 (Spilki et al., 2006). De la méme facon, le séquengage des
genes codant les protéines G, F et N a permis de distinguer six sous-groupes basés sur la

protéine G, et cinq sous-groupes basés sur la protéine F ou N (Valarcher et al., 2000).

Le VRSB est sans cesse en ¢évolution, probablement en raison des réponses
immunitaires induites par la vaccination (Valarcher et al., 2000). Le degré de variabilité
génétique du VRSB, estimé a 1%, est considéré comme faible par rapport a la variabilité

observée chez le VRSH (Prozzi et al., 1997).

8. Cycle de réplication du virus

Toutes les étapes classiques du cycle réplicatif du VRSB se déroulent au niveau du

cytoplasme.

8.1 Attachement et pénétration du virus

La glycoprotéine virale G assure la fixation du virus a la cellule cible apres
reconnaissance du ligand compatible (Maclachlan et Dubovi, 2010). Cette fixation,

responsable de la spécificité d’hote du virus, serait non spécifique (Teng et Collins, 1999),

10
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mais I’entrée du virus dans la cellule hote s’effectue selon un mécanisme G-indépendant grace

a la sous unité F de la protéine F de fusion (Schlender et al., 2003).

L’attachement du VRSB a la cellule hdte implique donc a la fois la glycoprotéine G qui
se fixe non spécifiquement aux glycosaminoglycans (GAGs) et induit, de ce fait, I’accés de la

sous-unité F2 a un récepteur cellulaire spécifique.

Aprées I’attachement a la cellule, la protéine F induit la fusion de 1’enveloppe virale avec
la membrane plasmique a un pH physiologique (Maclachlan et Dubovi, 2010). Par la suite, le

complexe RNP est libéré¢ dans le cytoplasme pour initier les étapes suivantes du cycle.

8.2 Transcription, traduction et réplication du génome

La libération du complexe RNP dans le cytoplasme est suivie de I’initiation par les

protéines N, P, L de I’étape de la transcription qui se fait dans le sens 3°>5’.

La polymérase commence la synthése des ARNm a partir de I’ARN génomique en
entrant en contact avec la région « Leader » et transcrit progressivement le génome en 10
ARNm en impliquant des mécanismes séquentiels de synthése/arrét pour produire I’ARN
subgénomique. Cette transcription est guidée par des signaux courts et conservés qui
encadrent chaque géne codant ’ARNm avec un signal de transcription du géne du départ
(GS) et un signal de transcription pour le géne de la fin (GE) (Kuo et al.,1996; Kuo et al.,
1997).

Les génes proches du promoteur sont transcrits fréquemment en comparaison avec les
autres genes et cela est dii au décrochage de plus en plus fréquent de la polymérase lorsqu’elle

avance vers ’extrémité 5°.

La réplication de ’ARN commence lorsque la polymérase passe au mode de lecture
résultant de la synthése d’un ARN+ intermédiaire qui sert de matrice pour la réplication
d’ARN génomique de sens négatif. Le signal de début de réplication dépend de la quantité de

protéines virales synthétisées, principalement la nucléoprotéine N.

11
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Figure 2 : Transcription, traduction et réplication de ’ARN du virus respiratoire
syncytial bovin (Valarcher et Taylor, 2007)

8.3 Assemblage des virions

La nucléocapside est assemblée dans le cytoplasme et migre avec la protéine de matrice

vers la membrane cytoplasmique ou sont organisées les glycoprotéines virales.

Le bourgeonnement de nouvelles particules virales apres leur assemblage peut se faire
directement a la surface des cellules infectées ou par des vésicules cytoplasmiques. Arslanagic
et al. (1996), et Zhang et al. (2002) rapportérent qu’autant pour le VRSH que pour le VRSB,

le bourgeonnement se fait a la partie apicale des cellules épithéliales des voies respiratoires.

12
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9. Epidémiologie du Virus Respiratoire Syncytial Bovin
9.1 La prévalence de I’infection

La distribution du VRSB est mondiale. Le virus a été isolé dans les élevages en Europe,
en Amérique et en Asie (Paccaud et Jacquier, 1970; Inaba et al., 1972; Smith et al., 1974)
avec des fréquences placant I’infection par ce dernier en premier rang des pathologies
respiratoires. Une séroprévalence de 30-70% a été détectée dans les troupeaux (Ames, 1993;
Elvander, 1996; Higglund et al., 2006) avec une fréquence d’infection tres ¢élevée pouvant
étre responsable de plus de 60% d’épizooties des maladies respiratoires dans les élevages
laitiers (Baker et al. , 1986; Elvander, 1996; Uttenthal et al., 1996) et plus de 70% chez les
bovins de boucherie (Stott et al., 1980; Caldow et al., 1988; Schelcher et al., 1990). La
prévalence ¢levée des anticorps anti-VRSB suggere le caractére enzootique de I’infection
dans certaines zones (Baker et al., 1986; Uttenthal et al., 1996). Cette dernic¢re est de 35%

chez les bovins laitiers de 5 a 11 mois (Hégglund et al., 2006).

9.2 La morbidité et mortalité chez les bovins

La maladie due au VRSB se développe rapidement aprés une durée d’incubation courte
variant de 3 a 5 jours et serait a I’origine de conséquences importantes au sein des ¢élevages
avec une morbidité allant de 60 a 80% et une mortalité pouvant atteindre les 20% lors de

certains épisodes.

9.3 La transmission virale

La transmission du VRSB comme le reste des virus respiratoires est horizontale et sa
transmission via 1’air a pu étre reproduite dans des conditions expérimentales (Mars et al.,
1999). Ce virus se transmet trés rapidement et principalement par contact direct avec des
animaux infectés (Mars et al., 1999) et ceci griace aux aérosols et par excrétion de
microgouttelettes du tractus respiratoire. La transmission du VRSB entre les ¢élevages est tres
fréquente et peut impliquer 1’étre humain en tant que vecteur mécanique comme observée
dans le cas du VRSH (Hall et al., 1980). La durée d’excrétion approximative du virus sous des

conditions expérimentales serait de 4 & 12 jours post-inoculation (Aussavy, 2012).

Comme le VRSH, le VRSB présente un caractere saisonnier avec un pic hivernal (Baker
et Frey, 1985; Kimman et Westenbrink, 1990; Van der Poel et al., 1993). Le virus est
responsable d’épisodes réguliers de maladies respiratoires au sein des élevages (Stott et al.,

1980). La maladie apparait surtout en automne et en hiver dans les zones a climat tempéré

13
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(Stott et al., 1980). Durant les autres saisons, I’infection primaire par le VRSB est rare, mais
les réinfections restent possibles (Tang et al., 2002). Ces observations indiquent que le virus
circule tout au long de I’année (Bidokhti et al., 2012). On n’explique pas comment le VRSB
peut survivre entre les différents épisodes mais il est probable qu’il circule a des
concentrations trés faibles entre les sujets séropositifs d’ou il pourrait étre réactivé
périodiquement (Van der Poel et al., 1995). Ceci pourrait aussi s’expliquer par la persistance
du virus chez les animaux infectés comme 1’indiquent certaines recherches (Thomas et al.,

1980; Van der Poel et al., 1995; Valarcher et al., 2001).

9.4 Les espéces sensibles

Dans les conditions normales les bovins représentent 1’hote naturel du VRSB en
population animale, mais il est possible également que d’autres especes telles que les ovins,
bisons et camélidés jouent un rdle épidémiologique dans certaines circonstances (Dunbar et
al., 1985; Rivera et al., 1987; Van der Poel et al., 1995; Sausker et Dyer, 2002; Citterio et al.,
2003). Les caprins semblent aussi jouer un role important dans I’épidémiologie du VRSB vu
la grande ressemblance entre les deux virus (VRSB et VRSC), considérés comme presque

identiques.

9.5 La sensibilité des bovins

Les bovins ne sont pas sensibles de la méme fagon au VRSB. 1l existe en effet, plusieurs
facteurs de sensibilité qui expliquent que certains animaux sont plus sensibles que d’autres

(Inaba et al.,1970; Bryson et al.,1983; Thomas et al.,1984; Baker et al.,1986).

Le facteur age est trés important dans la détermination de la sensibilit¢ des bovins a
I’infection par le VRSB car il touche toutes les catégories d’age mais les formes les plus
séveres sont surtout observées chez les veaux de moins de 6 mois (Bryson et al., 1978a; Pirie
et al., 1981; Kimman et al., 1988). L’expression clinique de la maladie est rarement observée
chez les veaux de deux semaines d’age, elle est sévere chez les sujets agés de 1 a 5 mois et
virtuellement absente chez les sujets agés de plus de 9 mois (Baker et al., 1986), ceci a été
confirmé par des essais réalisés en Angleterre et aux Pays-Bas sur des veaux dont 70% étaient
agés de moins de 9 mois (Stott et al., 1980; Kimman et al., 1988). La fréquence de I’infection
est difficile a déterminer chez les adultes a cause de la séroprévalence élevée chez cette
catégorie d’animaux. Dans certains cas, méme les adultes peuvent présenter la forme sévere

de la maladie (Elvander, 1996; Ellis et al., 1996).
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Le facteur racial peut également jouer un réle important car le VRSB touche les bovins
laitiers et de boucherie, mais avec une susceptibilité élevée chez les races bovines rouges aux
Etats-Unis et chez le Blanc Bleu Belge en Europe (Baker et al., 1997).11 n’existe , par contre,
aucune différence entre les femelles et les males dans la prédisposition et la sévérité de la

maladie.

Outre les facteurs liés a 1’animal, d’autres liés a I’environnement ont un réle dans le
développement de I’infection. Parmi ces facteurs on peut citer la densité de la population
animale au sein du batiment qui favorise I’augmentation de la fréquence de 1’infection, ainsi
que les conditions climatiques qui jouent un rdle primordial lors de fluctuations de

température présentant de ce fait un facteur stressant pour I’animal (Van der Poel et al., 1994).

Les facteurs affectant 1’activité de 1’escalator mucociliaire : concentration d’ammoniac,
humidité élevée, variations extrémes de température sont aussi a 1’origine du déclenchement

de I’infection (Baker et al., 1986; Bryson et al., 1978a).

D’un autre coOté, des ¢études sur des troupeaux vivant dans des conditions
d’environnement excellentes peuvent présenter la forme sévére de I’infection ce qui laisse
penser que le VRSB peut induire la maladie sans présence de facteurs prédisposant
d’environnement. La virulence du VRSB, la variation antigénique et la présence ou non de

pathogeénes concurrents seraient dans ce cas les facteurs déterminants de I’infection.

9.6 Cinétique de ’infection par le VRS

En premiers temps la pathogénie de I’infection provoquée par le VRS n’était pas claire,
ce qui a conduit a la réalisation de plusieurs expérimentations chez les animaux tels que la
souris, le macaque, le chimpanzé, les ovins et les bovins. Ces expériences avaient pour but de
comprendre 1’évolution de I’infection par le VRS ainsi que I’efficacité des premiers vaccins

produits et la réponse de 1’organisme a la vaccination.

Les différentes especes ont été choisies en fonction de I’objectif de 1’expérimentation et
le type du VRS étudié, et malgré les obstacles et les limites des études, la cinétique de

I’infection est plus claire avec quelques parties obscures dans la pathogénie.

La propagation du VRSB se fait par des gouttelettes dispersées dans I’air, ces dernicres
assurent la pénétration du virus dans 1’organisme via le tractus respiratoire (voie nasale

supérieure) par inhalation, les modéles expérimentaux indiquent que le temps d’incubation
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chez les bovins est estimé a 4 ou 5 jours (Belknap et al., 1995), le virus se multiplie d’abord
au niveau du tractus respiratoire supérieur et sa dissémination a un niveau plus profond est

assurée par aspiration de mucosités et sécrétions contenant le virus.

L’entrée du virus serait suivie par sa fixation aux cellules cibles grace a la protéine F
puis il dégrade le mucus qui représente la premiére ligne de défense immunitaire innée. La
formation de syncytia caractéristiques de 1’infection par le VRSB est effectuée par la protéine
F en fusionnant les cellules infectées et non infectées voisines assurant de ce fait la
propagation du virus sans passage au milieu extracellulaire et I’échappement du virus a la

réponse immunitaire humorale de 1’hote (Collins, 2001).

9.7 Tropisme viral

Utilisant le test RT-PCR, Larsen et al. (1999) n’ont pu détecter le VRSB que dans les
poumons, la muqueuse trachéale, nasale et dans les nceuds lymphatiques trachéo-bronchiques
et médiastinaux. Ceci confirme la localisation exclusive du virus au niveau de I’appareil

respiratoire avec absence de phase de virémie lors de I’infection.

La réplication du VRSB s’effectue principalement au niveau des cellules de la couche
superficielle de 1’épithélium respiratoire cili¢ (Viuff et al., 1996; Viuff et al., 2002). II est
¢galement possible d’observer sa multiplication au niveau des cellules de la trachée, les
cellules non ciliées des bronches et bronchioles ainsi que les pneumocytes (Bryson et al.,
1983; Viuff et al., 1996). Le virus peut aussi infecter 1’épithélium alvéolaire conduisant a une
pneumonie interstitielle (Bryson, 1993; Castleman et al., 1985; Ellis, et al., 1996; Kimman et

al., 1989). Les études réalisées in vivo et ex vivo n’ont pu expliquer clairement 1’effet du

VRSB sur la phagocytose et 1’effet destructeur des macrophages alvéolaires du poumon des
bovins (Trigo et al., 1985, Adair et al., 1992; Adair et McNulty, 1992; Olchowy et al., 1994),
mais il semble certain que le pouvoir de multiplication du virus dans ces cellules
phagocytaires n’est que tres faible. Certaines études ont confirmé que 1’effet du VRSB sur les

macrophages alvéolaires dépend de la souche et de sa virulence (Trigo et al., 1985).

In_vitro, le VRSB montre une capacité de réplication au niveau des monocytes et
lymphocytes des ovins, avec un pouvoir d’inhibition de multiplication des lymphocytes

(Adair et al., 1992).
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10. Pathogénie

L’infection par le VRSB est a I'origine de différents types de pneumonies dont la

sévérité varie en fonction de plusieurs facteurs (Hoffman et al., 2004) :

= La prédisposition des bovins aux affections respiratoires (Valarcher, 1999b ; Collins,
2001).

= [’age des animaux lié au développement insuffisant du systéme immunitaire
(Antonis et al., 2010) et I’immaturité anatomique et physiologique des poumons des
veaux.

= [La charge virale et le pouvoir virulent de la souche.

= [’inhibition de la production de I'IFN de type 1: le VRSB a développé des
mécanismes d’inhibition de production d’IFN grace aux protéines NS1 et NS2 qui
bloquent 1’induction d’IFN 6/B, connus pour leur activité¢ antivirale importante (Young
et al., 2000; Schlender et al., 2000; Bossert et al., 2003).

= Les complications bactériennes secondaires : les virus impliqués en pathologie
respiratoire tels que : Le VRS, le BVDV, le BHV-1 provoquent une répression sur le
systtme immunitaire favorisant ainsi la colonisation bactérienne ou 90% des
pneumonies bactériennes se développent suite a une infection virale antérieure (Babiuk
et al., 1988). La colonisation bactérienne secondaire sera a 1’origine des adhérences et
de I’altération des mécanismes spécifiques et non spécifiques de défense du tractus

respiratoire.

La pathogénie du VRSB est déterminée en majeure partie par la réponse immunitaire de
I’héte. Larsen (2000), ainsi que Valarcher et Taylor (2007) ont confirmé cette donnée par

I’induction faible ou inexistante d’ECP lors d’infection in vitro des cellules différenciées du

tractus respiratoire humain et bovin.

Apres D’infection, la réponse immunitaire innée sera induite grace aux médiateurs
précoces suivant le premier contact avec le virus, alors que lors de réinfection (second contact
avec le virus) c’est la réponse immunitaire spécifique qui agit comme premicre ligne de

défense.

La réponse immunitaire innée se traduit au niveau organique par une inflammation suite
a l’activation de la voie NF-KB et par conséquent la production des chimiokines et cytokines

inflammatoires, pour le VRSH les RANTES (CCLS5), MIP-1a (CCL3), MCP-1 (CCL2),
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eotaxine (CCLI11), IL-8 (CXCLS8), TNF-a, interleukines (IL)-6, IL-1 (Bitko et al., 1997;
Harrison et al., 1999; Noah et al.,2000; Haeberle et al., 2002; Miller et al., 2004) sont les
facteurs induisant I’inflammation par le biais des neutrophiles, lymphocytes et macrophages
présents dans les voies respiratoires de méme pour le VRSB qui génére une réponse
inflammatoire par des phénoménes semblables a ceux décrits pour le VRSH ou on trouve des
concentrations élevées des ARNm des cytokines et chimiokines comme IL-12, IFNJ, TNFa,
IL-6, IL-18, IL-8, RANTES, MCP-1, MIP-la, IFNa et IFNB au niveau des Iésions

pulmonaires du VRSB chez des veaux gnobiotiques.

L’hypersensibilit¢ de type III impliquant D’activation du complément est I’une des
hypotheses proposées pour expliquer la pathogénie du VRS et I’importance de la réponse
immunitaire dans le développement de la maladie. Suite a sa pénétration et a sa fixation le
VRS provoque une lyse cellulaire au niveau des lobes pulmonaires antérieurs avec une
réaction inflammatoire et une libération d’antigénes viraux qui forment des complexes
immuns avec des anticorps spécifiques IgM et 1gG1, provoquant un phénoméne d’Arthus en
activant le complément (Kimman et al., 1989). Par la suite, on aura un afflux de neutrophiles
et diffusion des facteurs C3 et C5 du complément dans tout le poumon engendrant la
libération d’histamine et leucotrienes (LTC4 et LTD4) par les mastocytes. Ce sont ces
derniers qui seront a 1’origine d’une bronchoconstriction, cedéme et emphyséme pulmonaires

(Kimman et al., 1989; Valarchar, 1999).

L’hypothése d’hypersensibilité de type III explique la répartition hétérogéne du virus au
niveau pulmonaire et aussi 1’hétérogénéit¢ de développement de I’emphyséme entre les
différents lobes. Elle explique aussi 1’aspect biphasique de développement de la maladie avec
une atteinte légere en premiers temps et une pneumonie emphysémateuse apres quelques jours
de I’infection. L’évolution biphasique de la maladie est rarement observée chez les bovins et

les complexes immuns n’ont jamais été identifiés chez eux.

L’hypersensibilité de type I a été aussi envisagée comme hypothése de développement
de la pathogénie du VRS mais infirmée par la suite par Baker (1991) apres des études

épidémiologiques et expérimentales.
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11. Réponse de I’organisme a ’infection par le VRSB

11.1 La réaction immunitaire innée et immunomodulation

Le virus respiratoire syncytial active une réponse immunitaire innée suite a son entrée
dans I’organisme hote, cette réaction se traduit par la production des chimiokines et cytokines
pro-inflammatoires conduisant a la progression de I’infection (Valarcher et Taylor, 2007;

Antonis et al., 2010; Taylor, 2018).

La premiére introduction du virus sera suivie de sa reconnaissance par les cellules
dendritiques et les macrophages grace a I’interaction entre la protéine F et le TLR 4. Par la
suite, les peptides viraux sont présentés par ces cellules et une cascade d’activation par la voie
NF-kB induit la production, par les cellules ciliées et épithéliales, des chimiokines et

cytokines.

Lors d’une infection expérimentale, il y a production de taux élevés d’ARNm pour les
IL-12, IL-6, IL-8, IL-18, IFN-5, TNFa, RANTES, MCP-1, MIP-1a, IFNa et IFNp (Valarcher
et Taylor, 2007). Ces facteurs vont par la suite déterminer le devenir de la réponse T auxiliaire
vers une voie Thl ou Th2 (Gershwin, 2012).

Les protéines virales NS1, NS2, Sh et G sont responsables des mécanismes de
modulation de la réponse immunitaire innée et adaptative. Les protéines NS inhibent la
sécrétion de ’INF-I qui posséde une action antivirale (Schlender et al., 2000; Valarcher et al.,
2003; Lo et al., 2005) et une action sur la réponse immunitaire indirecte par régulation de
production de cytokines et chimiokines et directe en agissant sur les cellules NK et les
lymphocytes (Durbin et al., 2013). La protéine G pour sa part, peut inhiber 1’induction de la
réponse immunitaire spécifique alors que la protéine Sh inhibe le déroulement normal de la
réaction immunitaire innée.

Cette immunomodulation permet au VRS de réduire la stimulation des cellules T CD8+
cytotoxiques par rapport au développement de la réponse de type Th2 (Gershwin, 2012), ce
qui explique I’efficacité de I’atténuation de ’infection par délétion des genes responsables de
cette immunomodulation (Taylor et al., 1997; Schmidt et al., 2002).

L’interaction du virus avec la réaction immunitaire de 1’hote est a I’origine de I’échec de

prévention des réinfections (Van der Poel et al., 1993).
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Figure 3 : L’interaction du systéme immunitaire inné lors d’infection virale (Makoschey
et Berge, 2021)

a) Passage du virus a travers la couche du mucus ; b) L’entrée du virus a la cellule
respiratoire ; ¢) La réplication virale provoque 1’endommagement cellulaire et conduit a
la formation de syncytia ; d) Déclenchement de la réponse immunitaire innée et la
production d’IFN ; e) Les macrophages et les cellules NK sont attirés pour détruire le

virus ; f) La réponse immunitaire provoque des endommagements tissulaires en plus.

11.2 La réaction immunitaire spécifique humorale et cellulaire

L’infection par le VRSB stimule les deux types de réponse immunitaire spécifique a
médiation humorale et cellulaire jouant chacune d’elles un role différent.

Les protéines virales immunogenes sont surtout les glycoprotéines de surface F et G.
Les anticorps produits par les animaux infectés sont principalement dirigés contre ces deux
glycoprotéines et rarement contre d’autres protéines virales (Gershwin, 2012).

Il a été démontré que les anticorps neutralisants (d’origine maternelle ou acquis d’une
infection précoce) n’assurent pas une protection de I’infection. Leur titre serait méme

inversement li¢ a la sévérité de la maladie (Mohanty et al., 1981; Kimman et al., 1988;
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Kimman et Westenbrink, 1990).La réaction immunitaire d’origine cellulaire assure quant a

elle la clairance virale (Taylor, 2018).
11.2.1 La cinétique des anticorps

Lors d’une atteinte par le VRSB, c’est ’age de 1’animal, I’espéce animale, le statut
immunitaire, la qualité et la quantité des anticorps qui déterminent le niveau de protection
(Kimman et Westenbrink, 1990), et il s’avere impossible de préciser le degré de protection de

I’infection par rapport aux types d’anticorps (Larsen, 2000).

Les anticorps anti-VRSB sont acquis uniquement par la prise de colostrum le premier
jour aprés la naissance chez les bovins (Guzman et Taylor, 2015). Le transfert passif des
anticorps monoclonaux spécifiques dirigés contre la protéine F protégent les veaux de
I’infection par le VRSB (Thomas et al., 1998).

La réponse immunitaire a médiation humorale apparait en premier apres I’infection par
le VRS, soit huit jours post infection (p.i). Les IgM et IgA spécifiques se retrouvent
simultanément dans les sécrétions et le sérum dés la premicre semaine alors que les I1gG
n’apparaissent que deux semaines apres 1’infection (Brodersen, 2010).

Toutes les études démontrent que ces anticorps neutralisants persistent pour des mois
avec des durées de vie variables en fonction de leur type. Les IgM apparaissent 8 a 10 jours
p.1 au niveau des muqueuses oculaire, nasale et pulmonaire chez des vaches gnobiotiques avec
un pic entre J-10, J-13 et restent détectables jusqu’a J-23 (Thomas et al., 1984; Westenbrink et
al., 1985; Kimman et al., 1987), les IgA sont présents durant la méme période que les [gM
(Kimman et al., 1987) mais ils peuvent également faire défaut (Thomas et al., 1984). Les
IgG1 sont détectables a partir de J-13 J-17 avec un pic entre J-24 J-38 et persistent plus de 8
mois (Kimman et al., 1988; Schrijver et al., 1996). Enfin, les IgG2 n’apparaissent qu’entre 1
et 3 mois p.i et persistent 8 mois également.

Ces anticorps spécifiques se retrouvent au niveau sérique et local dans la muqueuse
respiratoire. Leur production locale et sérique est supprimée chez les veaux possédant des
titres €¢levés d’anticorps spécifiques maternels (Kimman et al., 1987).

Le role protecteur des anticorps locaux lors d’infection n’a pas été bien élucidé¢, des
expérimentations indiquent que la limitation de 1’excrétion virale est fortement liée a la
production élevée des IgA au niveau de la muqueuse respiratoire lors d’une réinfection et non
pas lors de I’infection (Kimman et al., 1987).

La réinfection chez les veaux possédant des anticorps d’origine maternelle ou vaccinale

est a I’origine d’une production rapide et forte des anticorps locaux et sériques (Guzman et
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Taylor, 2015). On note la synthése forte et rapide des IgA locaux et des IgG sériques alors que
les IgM sont synthétisés en quantit¢ importante au niveau de la muqueuse et non pas au
niveau sérique lors de réinfection et dans des délais identiques par rapport a la primo-
infection.

Quant au rdéle de ces anticorps, il a été démontré que les AC anti-G préviennent
I’attachement du virus aux cellules cibles (Thomas et al., 1996; Viuff et al., 1996; Antonis et
al., 2006; Gershwin et al., 2011) et d’aprés une étude de I’infection par le VRSH chez la
souris on suggere un double role des AC anti-G que sont la neutralisation du virus et
I’initiation de la réponse immunitaire a médiation cellulaire (Taylor et al., 1984). Les AC anti-
F empéchent pour leur part la pénétration virale et la fusion cellulaire (Merz et al., 1980;
Thomas et al., 1998).

La protéine F peut induire la production des AC non neutralisants, ces derniers peuvent
jouer un réle déterminant dans la pathogénie du VRS par activation du complément ou bien

favoriser le rétablissement de 1’infection (Kimman et al., 1989).

11.2.2 La réponse a médiation cellulaire

Les lymphocytes T jouent un rdle primordial dans la défense de I’organisme contre les
atteintes virales. En cas d’infection par le VRSB on note une augmentation considérable du
nombre des cellules T CD4+ et T CD8+ au niveau pulmonaire (Antonis et al., 2006) et au
niveau de la lymphe drainant les poumons (Thomas et al., 1996;Viuff et al., 1996; Antonis et
al., 2006; Gershwin et al., 2011).

Les cellules T CD8+ reconnaissent les protéines N, F, M, P, et M2 (Fogg et al., 2001;
Gaddum et al., 2003; Antonis et al., 2006) alors que pour les cellules T CD4+, ce sont les
protéines F et G qui en constituent la cible principale (Fogg et al., 2001).

Les cellules T CD8+ peuvent étre mises en évidence 5 a 10 jours p.i chez des veaux et
des agneaux expérimentalement infectés (Thomas et al., 1996; Sharma et Woldehiwet, 1996;
Sharma et al., 1990). L absence de ces cellules en conditions expérimentales n’affecte pas la
production des anticorps anti-VRS ni au niveau local ni au niveau sérique, mais lorsqu’elles
font défaut et méme en présence des CD4+, on note une clairance virale retardée avec une
consolidation pulmonaire aggravée. L’absence des CD4+ par contre supprime carrément la
synthése des anticorps spécifiques (Taylor et al., 1995; Thomas et al., 1996).

La réponse de type T CDS8+ cytotoxique assure 1’élimination du VRS des voies

respiratoires supérieures et profondes (Taylor et al., 1995) et les cellules CD4+, en plus de

22



Synthése Bibliographique

leur role primordial controlant la production des anticorps, ils orientent la réponse
immunitaire grace aux IL et INF produits suite a 1’infection. La prolifération de ces cellules
est couplée avec une augmentation des concentrations des IL-2 et INF-§ (Ellis et al., 1992).
L’IFN-$ est associée a une réponse Thl et son absence permet un développement de la voie
Th2 par activation des cellules inflammatoires via les IL-4 et IL-5. Selon Alwan et al. (1993)
et Srikiatkhachorn et al. (1999), I’orientation de la réponse immunitaire peut étre associée
¢galement au type de présentation des protéines virales.

On ne peut pas séparer les deux voies Thl et Th2 car suite a I’infection on note un
mélange entre les deux réponses en fonction des cytokines retrouvés (IFN-o, 1L-2, 1L-4, IL-
10).

Des animaux non vaccinés Des animaux vaccines
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Figure 4 : Le role de la réponse immunitaire dans le contréle dans la propagation de
P’infection (Makoschey et Berge, 2021)
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12. Evolution clinique et lésionnelle

Lors d’une infection par le VRSB, les signes cliniques sont dominés par des symptomes
respiratoires (Bohlender, 1982; Bryson et al., 1983; Verhoeff, 1984; Harrison et Pursell, 1985;
Baker et al., 1986; Belknap, 1993; Elvander, 1996). Les symptomes que 1’on retrouve ou que
I’on décrit sont souvent liés a la forme sévére de la maladie. L’infection peut aussi étre

asymptomatique ou modérée avec des signes subcliniques.

L’infection peut étre limitée a 1’appareil respiratoire supérieur ou toucher les deux
parties supérieure et inférieure du tractus respiratoire (Valarcher et Taylor, 2007). Les signes
initiaux sont marqués par une baisse de 1’appétit, une dépression, des sécrétions nasales et
lacrymales (de muqueuses a purulentes), un ptyalisme et une hausse de la fréquence

respiratoire (Valarcher et Taylor, 2007).

Les signes cliniques atteignent un seuil au bout de quatre a cinq jours p.i (Ciszewski et
al., 1991) et sont caractérisés par une évolution rapide et les premiers symptomes peuvent étre
ratés (Baker et al., 1997). Une hyperthermie est marquée lors d’infection et la température
peut atteindre 40°-42°C avec une toux qui caractérise D’atteinte du tractus respiratoire

supérieur.

L’¢évolution de la maladie s’accompagne d’une aggravation dans 1’expression des signes
cliniques et développement d’une détresse respiratoire avec une inspiration et expiration a
bouche ouverte, cou étendu et la langue qui sort. L’emphyseéme et I’cedéme pulmonaires ainsi
que les crépitements et sifflements peuvent étre observés chez ces animaux (Belknap, 1993).
Dans certains cas on observe des diarrhées transitoires suivies d’une constipation lorsque la
déshydratation s’installe. Chez les bovins laitiers on peut noter une baisse de la production
laitiere chez les animaux atteints. L’avortement ne semble pas étre une conséquence de
I’infection par le VRS alors que les surinfections bactériennes sont trés fréquentes et font

intervenir le plus souvent Mannheimia haemolytica.

La symptomatologie se caractérise par un développement biphasique (Bohlender, 1982;
Frey, 1983; Baker et al., 1986) qui n’est pas observé de maniére constante. La premicre phase
de la maladie se caractérise par une atteinte modérée du tractus respiratoire alors que la
seconde phase représente la détresse respiratoire sévere. Ce phénoméne n’a pas pu étre
reproduit expérimentalement (Ciszewski et al., 1991; Belknap et al., 1995) et n’a été observeé

que chez les bovins de boucherie, jamais chez les bovins laitiers.
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12.1 Lésions

L’examen macroscopique réveéle une hyperhémie des muqueuses nasale, trachéale et
bronchique surtout dans les premiers temps de I’infection reflétant probablement la réplication
virale (Bryson et al., 1983). Une consolidation des parties cranioventrales est observée avec
présence d’un liquide mucopurulent au niveau des bronches et bronchioles (Valarcher et
Taylor, 2007). La consolidation passe de quelques lobes a une moitié de la surface totale du
poumon (Larsen, 2000). Les 1ésions emphysémateuses des parties lobulaires, interlobulaires et
sous pleurales sont a 1’origine d’une distension dans la région caudo-dorsale des poumons
(Bryson, 1993). Il résulte d’une broncho-obstruction générant la dyspnée sévere (Pirie et al.,
1981). Les nceuds lymphatiques trachéo-bronchiques et médiastinaux sont hypertrophiés,
cedémateux et parfois hémorragiques. Lors de surinfections bactériennes, on observe une
consolidation plus grave des poumons avec installation de tissu fibrineux et développement
d’une bronchopneumonie purulente. A I’ceil nu, les poumons sont rouges et ont un aspect

ferme lors d’une infection peu compliquée par le VRSB (Brodersen, 2010).

Microscopiquement, les lésions observées lors d’une atteinte par le VRSB sont
similaires a celles observées lors des pneumonies interstitielles atypiques (AIP) (Baker et

Frey, 1985).

Les lésions microscopiques varient en fonction du stade de I’infection virale et la
présence ou non d’une surinfection bactérienne (Baker et al., 1997). Elles sont caractérisées
par une bronchiolite proliférative et exsudative accompagnées d’un collapsus alvéolaire et une
infiltration par les cellules mononucléaires (Thomas et al., 1984). Des 1ésions de nécrose et
une apoptose des cellules épithéliales sont observées, avec phagocytose des cellules

apoptotiques par les cellules avoisinantes (Viuff et al., 2002).

Les cellules géantes ou syncytia se retrouvent libres au niveau de la lumiere bronchique
de I’épithélium bronchiolaire et des alvéoles (Viuff et al., 2002). Généralement, on note une
obstruction de la lumiére des alvéoles, des bronches et bronchioles par les débris cellulaires

(neutrophiles, cellules épithéliales et parfois €éosinophiles).

Au niveau alvéolaire, on note des modifications conduisant & des pneumonies
interstitielles, atélectasic et une consolidation. Dans des états séveres et avancés un
emphyseéme et des cedémes avec rupture des membranes alvéolaires sont observés au niveau

caudo-dorsal du poumon. L’épithélialisation des alvéoles et I’hyperplasie des pneumocytes
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conduisent a un élargissement des septa inter-alvéolaires. On remarque aussi une installation
d’hyaline au niveau alvéolaire a cause de I’inflammation et la nécrose des pneumocytes

(Bryson, 1993).

13. Diagnostic

Les maladies respiratoires des bovins (Bovine Respiratory Diseases) sont caractérisées
par des expressions cliniques trés rapprochées ne permettant pas de distinguer entre les
différentes étiologies d’ou la nécessité¢ du passage par le laboratoire pour pouvoir établir un

diagnostic de certitude.

Les ¢échantillons, objet des tests de laboratoire peuvent étre des écouvillons nasaux
(EN), oculaires (EO) ou trachéaux (ET) ainsi que des lavages trachéaux et broncho-
alvéolaires (LBA) réalisés sur des animaux vivants ou alors des prélevements de fragments de
tissu pulmonaire les plus touchés réalisés sur des animaux morts. Les échantillons prélevées
doivent étre transportés trés rapidement sous régime de froid en utilisant un milieu de
transport lorsqu’il est nécessaire. La réalisation des prélévements dans les parties les plus

profondes augmente les chances d’isolement et identification du virus (Kimman et al., 1986).

Une variété de tests est utilisée pour confirmer I’infection par le VRSB. Ils visent
I’isolement du virus ou la détection de I’un de ses constituants, principalement ses Ag viraux

ou son acide ribonucléique (ARN).

13.1 Diagnostic direct
13.1.1 Isolement viral

L’identification du virus par I’isolement est la méthode la plus classique par réalisation
d’une culture cellulaire et recherche et reconnaissance de I’ECP du virus, par la suite
I’isolement est confirmé par neutralisation en utilisant un sérum hyperimmun (Smith et al.,
1975). Cette méthode est tres peu utilisée car elle est laborieuse, prend beaucoup de temps et
est parfois inefficace en raison de la fragilité¢ du virus (thermolabile) et les contraintes de sa
conservation durant le transport des prélévements jusqu’au laboratoire. L’isolement du virus
est encore plus difficile s’il est réalisé apres plusieurs cycles de congélation-décongélation des
tissus prélevés. Afin de ne pas compromettre la survie du virus, il est préférable d’effectuer la
culture a partir de tissus fraichement prélevés (Mohanty et al., 1976; Frey, 1982). L’isolement

du VRSB nécessite souvent le recours a plusieurs passages en culture cellulaire.
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13.1.2 Détection de ’ARN viral

La réaction en chaine par polymérase avec transcription inverse (RT-PCR : Reverse
Transcription - Polymerase Chain Reaction) est une technique sensible et spécifique pour
diagnostiquer I’infection 8 VRSB (Oberst et al., 1993) surtout lorsqu’on cherche un géne peu
variable comme celui codant la nucléoprotéine (Larsen et al., 1999). La RT-PCR en temps
réel (rt RT-PCR: real time RT-PCR), dite aussi RT-PCR quantitative (qRT-PCR :
quantitative RT-PCR) ainsi que la RT-PCR nichée (Nested RT-PCR) fournissent des résultats

d’une sensibilité et spécificité supérieures a celles d’une par RT-PCR classique.

Comparée a la technique d’immunofluorescence, La RT-qPCR a permis dans une étude
récente une meilleure détection des génes codant pour les glycoprotéines F et G (Vilcek et al.,
1994). La RT-qPCR semble étre plus sensible que I’[F dans I’analyse des écouvillons nasaux
et du LBA et plus sensible que I’immunohistochimie (IHC) dans I’analyse de tissus
pulmonaires fixés (White et al., 1998). La RT-PCR en temps réel peut détecter le virus
vaccinal jusqu’a 14 jours post-vaccination (Samal et al., 1991), d’ou le risque de faux positifs

en cas de vaccination intra-nasale.

Nonobstant sa sensibilit¢ et sa spécificité, la RT-PCR reste une méthode lourde,

colteuse et chronophage.

13.1.3 Détection des antigenes viraux
13.1.3.1 Détection immuno-enzymatique des antigénes

Initialement, la détection immunoenzymatique des antigénes a €té mise au point pour
les antigénes du virus respiratoire syncytial humain (VRSH) afin de diagnostiquer la maladie
chez les enfants. Des kits spécifiques sont actuellement disponibles sur le marché, et certains
d'entre eux peuvent réagir de maniére croisée avec le virus respiratoire syncytial bovin
(VRSB), permettant ainsi la détection de l'infection par ce dernier. Ce test rapide est considéré
comme spécifique et sensible mais il reste sous-utilis¢é dans le diagnostic des infections a

VRSB (Bryson et al., 1988; Haines et al., 1989).

13.1.3.2 Détection des antigenes par Inmunohistochimie (IHC)

Le VRSB peut étre détecté dans les tissus grace aux anticorps monoclonaux et
polyclonaux et I’ Avidine- Biotine Complexe (ABC). On utilise cette méthode pour révéler la

présence des Ag sur des coupes de tissu fixées par le formol et paraffinés. En plus de la
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détection des Ag viraux, I'THC a I’avantage de révéler les aspects 1ésionnels du tissu (Bryson

et al., 1988; Haines et al., 1989).

13.1.3.3 Détection des antigénes par Immunofluorescence

L’immunofluorescence est une technique permettant la détection d’un antigéne viral
spécifique, elle s’applique principalement sur des fragments de tissus congelés (Maclachlan et
Dubovi, 2010). La détection des Ag s’effectue grace a une liaison spécifique Ag-Ac
monoclonal spécialement modifi¢ (marqué par un fluorochrome). Le fluorochrome est li¢ a
I’Ac spécifique en immunofluorescence directe (IFD) alors qu’il se trouve li€¢ a une molécule
anti-immunoglobuline fixée aux anticorps spécifiques en immunofluorescence indirecte (IFI).
La méthode indirecte augmente la sensibilit¢ du test mais accentue le bruit de fond
(Maclachlan et Dubovi, 2010). L’IF est la technique la plus utilisée en diagnostic de
laboratoire vétérinaire ainsi qu’en recherche, commencant par son utilisation sur le virus
Influenza et par la suite sur les autres virus (Thomas et Stott, 1981). Collins et al. (1996) ont
pu détecter le virus jusqu’a 14 jours post-inoculation sur les cellules nasales et jusqu’a 18

jours post-inoculation sur des cellules de LBA.

13.2 Diagnostic indirect

Le diagnostic indirect repose sur la détection des anticorps anti-VRSB spécifiques dans
le sérum des animaux suspects (Paccaud et Jacquier, 1970; Potgieter et Aldridge, 1977;
Martin, 1983; Westenbrink et al., 1985). Différents tests ont été employés pour cette

détection, mais le plus couramment utilisé étant le test ELISA.

13.2.1 Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

D'apres Brodersen (2010), le test ELISA affiche une sensibilit¢ de 60% et une
spécificité de 100% par rapport a la RT-PCR. Ce test nécessite deux prélevements effectués a
deux ou trois semaines d'intervalle, correspondant respectivement a la phase aigué et a la
phase de convalescence de la maladie, ce qui permet de détecter une augmentation
significative du taux d'anticorps. Ce test reste d'une grande utilité chez les adultes, mais peut
se révéler inefficace chez les animaux agés de moins de trois mois en raison de la présence
d'anticorps maternels (Kimman, 1987 ; Westenbrink et Kimman, 1987 Kimman et al., 1988;

Uttenthal et al.,1996).

28



Synthése Bibliographique

Le test ELISA présente ’avantage d’étre rapide, standardisable et rentable permettant
de tester un grand nombre d’échantillons. De plus, la viabilité du virus n’est pas nécessaire

(Makoschey et Berge, 2021).

14. Traitement de I’infection par le VRSB

Actuellement, il n'existe pas de traitement spécifique pour la maladie causée par le
VRSB. Toutefois, chez I'étre humain, il a été prouvé que l'administration quotidienne de
Ribavirine chez les enfants malades peut réduire l'excrétion virale, ainsi que la durée et la
gravité de la maladie. Ce médicament est utilisé depuis les années 1960, sans que son mode
d’action soit entiérement compris. A ce jour, aucune étude n'a prouvé l'efficacité de la
Ribavirine dans le traitement des infections causées par le VRSB. De plus, vu son cofit et la
difficulté de son administration, la Ribavirine est considérée comme peu appropri€ée pour une

utilisation vétérinaire (Baker et al., 1997).

En prévention des complications bactériennes, il peut étre recommandé d’instaurer une
antibiothérapie lors d’une infection par le VRSB (Baker et al.,, 1997). En effet, il a été
possible de mettre en évidence dans des conditions expérimentales 1’action synergique du
VRSB avec certaines bactéries dont notamment Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Haemophilus somnus (Al-Darraji et al., 1982; Potgieter et al., 1988). Les anti-
inflammatoires peuvent aussi contribuer a combattre la fievre et lutter contre I’effet délétére

de la réaction inflammatoire au niveau pulmonaire (Makoschey et Berge, 2021).

Les corticoides (anti-inflammatoires stéroidiens) ne sont pas recommandés car
immunodépressifs. Leur utilisation peut toutefois étre envisagée en cas de dyspnée sévere.
C’est ainsi que 1’on peut associer chez les veaux la dexaméthasone (10mg) a un
antihistaminique (Pyrilamine maleate ,250 mg), pour un traitement de 10 jours (Bohlender et
al., 1982). Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS) restent mieux indiqués car ils
permettent d'obtenir des résultats satisfaisants sans altérer le niveau d'immunité (Makoschey

et Berge, 2021).

En complément de ces mesures thérapeutiques, il est courant d'ajouter un traitement de
soutien tel que la fluidothérapie orale ou intraveineuse pour maintenir une bonne hydratation
et rétablir I’équilibre électrolytique. Enfin, I’administration de complexes de vitamines B peut

améliorer 1’appétit chez les animaux anorexiques (Baker et al. 1997).

29



Synthése Bibliographique

15. Prophylaxie sanitaire et médicale

15.1 Prophylaxie sanitaire

Les mesures de biosécurité et les recommandations générales pour le controle des
maladies respiratoires des bovins sont de mise pour controler I’infection due au VRSB (Baker
et al., 1997). Klem et al. (2013) ont démontré que I’application correcte des mesures de
biosécurité rendait possible ’existence d’élevages séronégatifs a proximité d’élevages

séropositifs.

Le premier élément a considérer est l'optimisation des conditions environnementales
(Engelken, 2020) et la réduction des facteurs de stress (Baker et al., 1997 ; Rossi et al., 2013).
Le nettoyage et la désinfection peuvent, en réduisant la charge virale, contribuer a réduire
I’incidence de la maladie ou du moins atténuer la gravité des symptomes. La fragilité¢ du virus
dans le milieu extérieur explique I’efficacité des désinfectants usuels et encourage leur

utilisation périodique (Makoschey et Berge, 2021).

Ensuite, le contrdle des entrées et des sorties est €galement crucial pour prévenir la
propagation directe et indirecte de la maladie. La transmission du virus est assurée
essentiellement par contact direct entre animal malade et animal sain (Elvander, 1996). En
général, ce sont les adultes qui transmettent l'infection aux veaux naifs, ce qui rend la
séparation des lots de veaux et de bovins adultes au sein de 1'élevage une stratégie raisonnable

pour prévenir l'infection, comme suggéré par Baker et al. (1997).

Enfin, la prise précoce et en quantité suffisante du colostrum par les veaux peut

contribuer a endiguer la maladie au sein de 1’¢levage.

L’application des mesures de biosécurité ne peut se substituer a la prophylaxie médicale

et la vaccination demeure incontournable dans la lutte contre I’infection par le VRSB.

15.2 Prophylaxie médicale

La vaccination est la méthode préventive la plus efficace pour controler I’infection par
le VRS (Makoschey et Berge, 2021). Le développement des vaccins du VRSH et VRSB est
passé par plusieurs étapes, dont la premiére a connu non seulement un échec mais plutdt une

aggravation.
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A la fin des années soixante, un vaccin inactivé au formol contre le VRSH a été utilisé
chez des enfants malades. Cependant, au lieu de les protéger, il a entrainé une forme plus
sévere de la maladie chez les enfants vaccinés comparés aux enfants non vaccinés (Kim et al.,
1969). Cette catastrophe a motivé plus de deux décennies de recherche visant a déterminer le
mécanisme d’aggravation de la maladie chez les individus vaccinés (Baker, 1991; Barney,
1995; Openshaw, 1995). Les études rétrospectives chez les patients vaccinés ont indiqué la
prédominance d’anticorps non neutralisants spécifiques anti-F et anti-G dans leurs sérums
(Murphy et al., 1986). 11 a été proposé que le processus d’inactivation du virus puisse altérer
la nature des épitopes du VRS ainsi que I’induction de I’activité des cellules lymphocytes T
cytotoxiques (LTc) (Woolums et al., 2004) et les anticorps fonctionnels. Chez ces mémes
individus vaccinés au vaccin inactivé par le formol la production post-infection de ’IFN o
¢tait réduite considérablement (Woolums et al., 1999). L’innocuité des vaccins inactivés a
orienté la recherche vers le développement de vaccins vivants (Wellemans et al., 1978), bien

que des vaccins inactivés continuent a étre commercialisés (Meyer et al., 2008).

Nonobstant I’importance de la maladie, il n’existe a I’heure actuelle aucun vaccin contre
I’infection par le VRSH. Cela est dii aux défis rencontrés lors des essais visant a développer
un vaccin str et efficace pour prévenir la maladie sans risque de complications. Ces difficultés

sont principalement liées a :

= L’absence d’un mode¢le animal qui convient a la réalisation des essais,

= La population a vacciner est représentée par des enfants avec un systéme
immunitaire immature possédant des anticorps anti-VRS d’origine maternelle,

= L’impact de la variabilité du VRS sur la vaccination,

= Le risque d’exacerbation de la maladie (Meyer et al., 2008).

Contrairement au VRSH, les ¢études sur le VRSB sont facilitées par le fait que les
vaccins développés peuvent étre évalués sur des jeunes veaux, considérés comme des hotes
naturels, méme si la maladie n’a pu étre reproduite dans des conditions expérimentales
utilisant différentes doses et différentes voies d’inoculation. Il a été démontré que la
protection est surtout traduite par une diminution du titre viral chez les animaux vaccinés

(Meyer et al., 2008).
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15.2.1 Vaccins a virus inactivé

Les vaccins anti-VRSB inactivés sont disponibles depuis plus de vingt ans sur le
marché, avec cependant la survenue de certains cas de complications post-vaccinales chez les
individus vaccinés (Schreiber et al., 2000; Larsen et al., 2001; Antonis et al., 2003; Kalina et
al., 2004). Des études récentes ont confirmé I’efficacité des nouveaux vaccins inactivés a
VRSB, lesquels ont apporté une réduction de la prévalence et une atténuation des symptomes
de la maladie sans que les autorités de pharmacovigilance n’ait enregistré des accidents graves
chez les sujets vaccinés (West et al., 1999; Ellis et al., 2001). Ceci peut étre expliqué par
I’association d’un adjuvant « Saponine Quillaja » aux vaccins inactivés, ce dernier oriente la
réponse immunitaire vers la voie Thl en activant les cellules T CD4+ et CD8+. Leur
administration est intramusculaire avec deux injections en primo-vaccination et ils se trouvent

le plus souvent associés a d’autres virus ou bactéries pathogenes.

15.2.2 Vaccins a virus vivants atténués

\

Les vaccins a virus vivant atténués sont disponibles depuis les années 1970. Le
processus d’atténuation consiste essentiellement en des passages en série sur culture cellulaire
ou par sélection des génes mutants sensibles a la chaleur (Bryson et al., 1999; Vangeel et al.,
2009). Jusqu’en 2006, ces vaccins ont ét¢ administrés par voie parentérale par crainte du
retour du virus a 1’état virulent, la transmission horizontale, la recombinaison du vaccin avec

les souches virulentes ainsi que la possibilité d’infection de I’étre humain.

Expérimentalement, ces vaccins fournissent une réponse immunitaire protectrice vis-a-
vis du VRSB (Mawhinney et Burrows, 2005; Ellis et al., 2007). La vaccination par des
vaccins a virus vivant imite le mieux la forme naturelle de I’infection. Leur administration
intra-nasale induit une immunité locale et systémique protégeant a la fois [’appareil
respiratoire supérieur et profond (Meyer et al., 2008). L’administration du vaccin génere un
cycle de réplication de type abortif au niveau du site d’injection assurant 1’activation du
systétme immunitaire (Stott et Taylor, 1985). La majorité des vaccins atténués nécessitent
deux injections a trois semaines d’intervalle lors de primo-vaccination, récemment une seule
injection a été recommandée pour la primo-vaccination en Amérique du Nord. Les vaccins
vivants atténués stimulent la production des anticorps reconnaissant préférentiellement la
protéine de fusion permettant de neutraliser le virus, ainsi que la stimulation de 1’activité
lymphocytaire notamment les T CD4+ et la production de cytokines (Ellis et al. 1992; Ellis et
al., 1995; West et Ellis 1997).
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Les vaccins atténués administrés en intramusculaire chez les vaches gestantes ne
provoquent ni avortement, ni Iésions feetales (Talens et al., 1989 ; Ellis et al., 1996). Les effets
indésirables sont d’ordre minime avec un seul cas publi¢ de complication de la maladie apres

vaccination dans un élevage en phase d’incubation du VRSB.

15.2.3 Vaccins sous-unitaires

Ce type de vaccins est encore en voie de développement. Les vaccins destinés a 1’étre
humain sont a base de protéines ou peptides viraux, alors que les vaccins sous-unitaires anti-
VRSB sont basés sur les glycoprotéines majeures du virus. Ces derniers ont donné de bons
résultats par voie intra-nasale (Kavanagh et al., 2013) et parentérale (Blodorn et al., 2014;

Hégglund et al., 2004).

Les vaccins sous-unitaires utilisant la protéine F et G agissent en stimulant la production
des anticorps neutralisants. Dans les conditions expérimentales, ces vaccins protegent
I’appareil respiratoire ou supérieur des rongeurs selon qu’ils soient administrés par voie
parentérale ou nasale, respectivement. L’utilisation combinée des deux voies d’administration
permet d’obtenir une protection de 1’appareil respiratoire au niveau supérieur et profond

(Walsh, 1994).

15.2.4 Vaccins vivants modifiés par génie génétique

Le génie génétique a permis a la fois de mieux connaitre le role des protéines virales et
aussi effectuer des mutations ou des délétions des protéines virales permettant de générer des
vaccins atténués, immunogenes, et stables génétiquement. Les génes subissant des mutations
ou des délétions sont principalement NS1, NS2, SH, G et M2-2, avec des résultats différents
en fonction des propriétés protéiques. L’avantage de cette technique est la production de
vaccins avec un risque moindre de retour a la virulence (Meyer et al., 2008). De plus, ces
vaccins marqués permettant de différencier entre les animaux vaccinés par les virus délétés

(mutés) ou infectés naturellement (Makoschey et Berge, 2021).

D’autres types de vaccins sont encore en voie de développement afin d’avoir un vaccin

répondant aux normes comme les vaccins recombinés et les vaccins 8 ADN.
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ETUDE DES BRONCHOPNEUMONIES A VIRUS RESPIRATOIRE
SYNCYTIAL (VRS) CHEZ LES RUMINANTS

1. Matériel et méthodes

1.1 Zone d’étude et population cible

La population bovine étudiée provient des Wilayas de Batna et de Sétif (Figure 5),
toutes deux situées dans l'est de 1'Algérie, a des altitudes respectives de 1045 m et 1100 m.
Cette zone semi-aride est caractérisée par un climat froid. Pour la réalisation de 1’étude, un
échantillon de 225 bovins non vaccinés a été sélectionné de facon stratifiée et aléatoire,
incluant des males et des femelles de différentes tranches d’age. Les prélévements ont été
effectués sur deux années consécutives (2022- 2023), spécifiquement pendant I’hiver et le
début de printemps, périodes durant lesquelles les conditions climatiques des deux régions

sont les plus propices a la transmission de I’infection par le VRSB.

La récolte des 225 échantillons a été réalisée au niveau des fermes (123 prélévements),
sinon au niveau de I’abattoir régional des viandes rouges de la wilaya de Batna (102
prélévements). Les bovins prélevés au niveau de 1’abattoir proviennent de la wilaya de Batna,
mais aussi des Wilayas voisines, Khenchela, Constantine et Sétif. En dehors de 1’abattoir, les
fermes sélectionnées sont toutes situées dans des localités territorialement rattachées aux

Wilayas de Batna (Djerma, Elmadhar, Ain Yagout) et de Sétif (Bir El-Arch, Bazer-Sakra).
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D Zone d'étude regroupée
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Figure 5 : Carte géographique représentant la zone de I’étude (réalisée par QGIS®

Desktop 3.28.10).
Fermes Abattoir
(n =123) (n = 102)

ELISA Indirecte Histo-Path Test IFD

Figure 6 : Résumé graphique du protocole expérimental
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1.2 Etude sérologique
1.2.1 Réalisation des prélévements sanguins

Les bovins élevés dans les fermes ou ceux destinés a 1’abattage ont fait I’objet de
prélévements de sang a partir de la veine jugulaire ou plus rarement de la veine mammaire. La
récolte de sang a été réalisée a l'aide d'aiguilles et de tubes secs de type Vacutainer de 4 et 9
ml. Les échantillons ont ét¢ acheminés au laboratoire dans un délai maximal de deux heures
en conditions de froid pour y étre centrifugés et conservés. Les sérums ont été¢ obtenus par
centrifugation a 6000 tr/min a +4 °C, puis aliquotés dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml et

conservés a -80 °C jusqu’a leur utilisation.

Photo 1 : Obtention des sérums apreés centrifugation et leur séparation en aliquotes dans
des Eppendorf de 1.5 ml (Originale).

1.2.2 Technique ELISA indirecte

La détection semi-quantitative des anticorps spécifiques anti-VRSB a été réalisée grace
a la technique ELISA indirecte, utilisant le kit BIO K 061/5® (BioX Diagnostics, Belgique),
dont on rapporte une sensibilité et une spécificité¢ de 93% et 87%, respectivement. Les puits
des microplaques du kit sont sensibilisés par la protéine virale recombinante de fusion (F) du

VRSB, captée par un anticorps monoclonal spécifique. Seuls les puits des colonnes impaires
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des microplaques (1, 3, 5, 7, 9, 11) renferment la protéine F. Les colonnes paires (2, 4, 6, 8,
10, 12) comportent, quant a elles, des antigénes témoins. Cette disposition permet de

minimiser le pourcentage des résultats faussement positifs.

Matériels :

- Kit ELISA (BIO K 061/5®, BioX Diagnostics, Belgium), livré avec les composants
suivants : Microplaques de 96 puits sensibilisés, solution de lavage, tampon de dilution,
conjugué, sérums positif et négatif, solution de révélation (TMB : Tétraméthylbenzidine),

solution d’arrét.

- Sérums

- Gants en latex

- Eau distillée

- Microplaque de dilution

- Pipette monocanal et pipette multicanal
- Automate de lavage des plaques

- Lecteur ELISA

Photo 2 : Les composants de la trousse (Kit ELISA) (Originale).
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1.2.3 Préparation des échantillons

Les réactifs du kit, ainsi que les échantillons de sérum ont été ramenés a température
ambiante. Le tampon de dilution et la solution de lavage ont été dilués 5x et 20x
respectivement. Le conjugué, quant a lui, a été dilué au 1:50 comme recommandé par le

fabricant.

Aprées décongélation compléte, les échantillons de sérum au méme titre que les sérums
positifs et négatifs ont été homogénéisés par agitation douce, avant de subir une dilution au

1:100.

1.2.4 Réalisation du test

Le test a été réalisé selon les recommandations du fabricant. A 1’aide d’une pipette
monocanal, 100 pl de sérum (échantillons et controles) dilués au 1:100, ont été distribués dans
les puits de la microplaque. Apres une incubation d’une heure (21 °C % 3 °C) permettant la
fixation des anticorps sériques a la protéine F couplée a I’anticorps monoclonal présent sur la
microplaque, on procéde a trois séries consécutives de lavage automatisé (automate BioTek
50 TS) en utilisant la solution de lavage a raison de 300 ul par puits. Au terme du lavage
automatique, une pipette monocanal est utilisée pour distribuer 100 ul du conjugué dilué au
1:50 dans chaque puits de la microplaque. Apres une heure d’incubation a 21 °C £ 3 °C, la
méme pipette monocanale est réutilisée pour distribuer la solution chromogeéne TMB a raison
de 100 pl par puits. Apres une incubation de 10 minutes a une température de 21 °C £3 °C, la
réaction enzymatique est stoppée par 1’ajout de la solution d’arrét (50 pl/puits). Les
¢chantillons positifs sont ainsi révélés par un virement de couleur passant du bleu vers le

jaune (Photo 4).
Etape de lecture :

La mesure des valeurs de densité¢ optique des échantillons et des contrdles (sérums

positif et négatif) est réalisée grace a un lecteur ELISA réglé a 450 nm (BioTek 800 TS).

La densité optique corrigée (DOc) des échantillons, des contrdles positifs et des
controles négatifs correspond a la différence entre les deux densités optiques des colonnes

paires et impaires de la microplaque :

Doc = (DO colonne paire) — (DO colonne impaire).
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Le test ne peut étre validé que si le sérum positif et le sérum négatif fournissent une

différence supérieure a 0.800 et inférieure a 0.300 respectivement.
Le ratio d’ELISA entre I’échantillon et le contrdle positif a été calculé comme suit :
DOc échantillon / DOc contréle positif
Le seuil de positivité du ratio a été fixé a 0.2, comme indiqué par le fabricant.

Aprés la validation du test, une interprétation semi-quantitative a été réalisée comme

indiqué dans le Tableau 01 :

Tableau 1 : Interprétation des résultats du test ELISA indirect selon la valeur du
rapport Echantillon/Controle +.

Echantillon/

Contréle + 0<Val<0.2 0.2<Val<04 0.4<Val<0.6 0.6<Val<0.8 0.8<Val<l 1<Val

Interprétation Negative Pos + Pos ++ Pos +++ Pos ++++  Pos +++++

Titre Elisa Zero Faible Moyen Elevé

Photo 3 : Apparition de la coloration bleue aprés ’ajout de la solution chromogéne
(Originale)
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Photo 4 : Virement de la coloration vers le jaune aprés I’addition de la solution d’arrét
(Originale)

1.3 Echantillonnage du tissu pulmonaire

Contrairement aux 123 animaux issus des fermes, pour lesquels la recherche de
I’infection par le VRSB a consisté en la détection des anticorps spécifiques, les 102 bovins
sacrifiés a I’abattoir ont fait I’objet d’une double investigation avec une recherche des
anticorps anti-VRSB et une détection de ’antigéne viral a localisation pulmonaire. A cet effet,
102 échantillons de tissu pulmonaire ont été prélevés sans tenir compte du résultat de
I’examen clinique ante-mortem. Ces prélévements étaient souvent limités a la région craniale
du poumon droit, 1a ou des 1ésions pulmonaires macroscopiques ont été constatées (Photo 05).
Les échantillons de tissu dont la taille variait entre 3 et 4 cm, étaient conservés dans du formol
a 10 % ou congelés a -80 °C selon qu’ils étaient destinés a 1’examen histologique (42

¢chantillons) ou au test d’immunofluorescence directe (102 échantillons).
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Photo 5 : Aspect macroscopique pathologique au niveau des lobes craniaux des poumons
(Originale).

1.4 Technique d’immunofluorescence directe

L'immunofluorescence directe (IFD) a été utilisée pour localiser 1’antigéne viral dans le
tissu pulmonaire et visualiser sa distribution et son abondance. Elle consiste a révéler la
présence de 1’antigene viral par un fluorochrome couplé a un anticorps monoclonal spécifique

du VRSB.

Matériel :

- Anticorps monoclonaux anti-VRSB de souris, couplés a [I’Isothiocyanate de
fluorescéine (BIO 032®, BIOX Diagnostics, Belgique)

- Cryostat (PBS-Acétone)

- Lames silanisées

- Cryogel (Leica Freezing Tissu Medium).

- Solution de PBS-Blue Evans

- Microscope a fluorescence

- Gants en latex

1.4.1 Réalisation du test

Le test a été exécuté selon le protocole du fabricant du kit.

Avant la réalisation des coupes, les fragments de tissu congelés sont disposés dans des

moules inondés d’une quantité suffisante de cryogel et placés dans un cryostat réglé a -20 °C
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(Slee MEV+). Le gel passe alors de son état liquide a son état solide, ce qui permet de
maintenir stable le tissu pendant la réalisation de la coupe. Des sections fines de 4 um sont

réalisées a 1’aide d’un microtome adapté pour les coupes a trés basse température.

Les coupes obtenues sont placées immédiatement sur des lames de verre silanisées de
type Leica® Xtra adhésive chargées positivement. Ce type de lames permet d’assurer une
bonne adhérence des sections tissulaires, prévenant ainsi leur détachement sous 1’effet des
lavages successifs. Les lames ont ét¢ ensuite fixées durant 15 minutes a 1’aide de 1’acétone
diluée (9 volumes d’acétone dans 1 volume de PBS) avant d’étre lavées au PBS-Blue Evans et

séchées a I’air libre a température ambiante.

r

Apres fixation, lavage et séchage des lames, on a procédé a I'immunomarquage en
appliquant sur les sections de tissu, 1’anticorps monoclonal conjugué a I’Isothiocyanate de
fluorescéine qu’on a préalablement dilué au 1:20 dans du PBS-Blue Evans. Aprés une
incubation d’une heure a 24 °C (+/- 3 °C), les lames ont été lavées au PBS-Blue Evans puis
séchées. La lecture des lames est faite sous microscope a fluorescence apres dépdt d’une

goutte de milieu de montage (glycérol).

Toutes les étapes de I’IFD ont été réalisées dans un environnement faiblement éclairé
afin de minimiser le photoblanchiment, préserver I’intensité de la fluorescence et prolonger la

durée d’observation.

1.5 Etude histo-pathologique

L’examen histo-pathologique des 1ésions a été réalisé dans le but de rechercher la
formation de cellules syncytiales, considérées comme plus ou moins caractéristiques de I’effet
pathogéne du VRSB. L’examen a concerné 42 échantillons de tissu pulmonaire prélevés sur
des cas présentant des 1ésions macroscopiques évidentes. Les tissus ont été prélevés, fixés,

traités, colorés et enfin montés sur des lames pour une observation au microscope.
Matériel :

- Récipients en verre étiquetés.
- Cassettes en plastique.

- Moules en inox.

- Borels.

- Plaque chauffante.
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- Etuve.

- Microtome.

- Microscope optique.
- Lames et lamelles.
- Gants en latex.

- formol a 10 %.

- Ethanol.

- Xyléne.

- Paraffine liquide.
- Glycérol.

- Hémalun

- Eosine

1.5.1 Réalisation de la technique

Les échantillons de tissu pulmonaire fixés immédiatement apres prélévement, dans du
formol a 10%, ont été fractionnés et mis en cassettes, puis remis dans le fixateur pour
parachever 1’étape de fixation. Les échantillons de tissu ont ensuite subi une déshydratation
par immersions successives dans des bains d’éthanol de titres croissants (70%, 95% et 100%).
Avant I’inclusion en paraffine, les fragments de tissu subissent une désalcoolisation dans du
xyléne (2 bains successifs de 30 minutes chacun). L’imprégnation par la paraffine se fait a
chaud (étuve portée a 60 °C) pendant 2 heures. La paraffine fondue contenant le tissu est
versée dans des moules en inox posé€s sur un support froid. On laisse refroidir a température
ambiante jusqu’a durcissement complet. Les moules sont ensuite congelés pour une durée

minimale de 24 heures.

Les blocs de paraffine sont passés au microtome (Leica RM 2125 RTS) pour réaliser
des coupes minces de 4 um que ’on étale sur des lames contenant un liquide d’étalement.
L’ensemble est porté sur une platine chauffée a 45 °C pour obtenir un étalement complet de la

coupe. Enfin, on procéde au séchage des pieces a 37 °C pendant une nuit.

Avant I’étape de coloration, les lames subissent un déparaffinage et une réhydratation,
lesquels consistent a suivre, en les inversant, les principales étapes de 1’inclusion :

Liquéfaction de la paraffine par chauffage a 45 °C pendant 15 minutes, 2 bains de xyleéne de
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10 minutes chacun, bains d’éthanol de titres décroissants, avant un bain d’eau pure pour

assurer la réhydratation finale.

Pour étre colorées, les lames sont immergées dans un bain d’hémalun pendant 15
secondes, puis rincées sous un jet d'eau courante jusqu’a bleuissement des coupes. Les lames
sont ensuite plongées dans un bain d’éosine pendant 5 minutes puis lavées soigneusement
jusqu’a disparition de la couleur rouge sur les bords des lames. On termine par une
déshydratation des lames par passage successif dans des bains d'éthanol de titres croissants (2

bains d’éthanol 95% suivis de 2 bains d’éthanol absolu).

Avant de procéder a la lecture des lames, on dépose entre la lame et la lamelle une
goutte du milieu de montage. Afin d’accélérer la solidification du milieu de montage, la lame

ainsi protégée est portée a 1’étuve pendant une durée de 2 heures.

1.6 Analyse statistique

Les résultats des tests ELISA et d'immunofluorescence ont été analysés statistiquement
a l'aide du logiciel IBM SPSS Statistics 25. Le test du chi-deux a été effectué pour évaluer
lI'influence de 1'age des animaux sur le niveau des titres ELISA semi-quantitatifs d’une part et

sur le taux de positivité au VRSB, déterminé par ELISA ou IFD d’autre part.

Une valeur de P < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative (*P < 0.05, **P

<0.01, ***P <0.001)

2. Reésultats

2.1 ELISA Indirecte

Sur les 225 sérums prélevés dans I’abattoir et les fermes, 205 se sont révélés positifs au
VRSB (91,11 %) avec des niveaux d'anticorps variant entre faible (15,56 %), moyen (43,56
%) et €levé (32 %). La séropositivité au VRSB variait selon les groupes d'dge. Tous les
animaux les plus agés (plus de 6 ans) étaient séropositifs (30/30), tandis que les taux de
positivité étaient de 90,62 % pour les animaux de 2 a 6 ans, de 89,06 % pour ceux de 1 a 2
ans, et de 91,42 % pour les animaux de moins d'un an (Tableau 02). Alors que la différence de
séropositivité entre les quatre groupes d'dge n'était pas statistiquement significative (P>0,05),
les niveaux semi-quantitatifs d'anticorps ont été significativement différents selon les

catégories d’age des bovins séropositifs (**P<0,01) (Figure 7).
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Figure 7 : Niveaux des titres en anticorps en fonction des différentes catégories d’age.

2.2 Immunofluorescence directe

Le test d’immunofluorescence directe a permis de détecter 28 cas positifs parmi les 102
échantillons testés, soit un taux de positivité de 27.45 %. La présence de ’antigéne viral au
niveau du tissu pulmonaire a été révélée grace a une fluorescence de type réticulaire diffuse
au niveau de 1’épithélium pulmonaire (Figure 6 a, b). Pour quelques lames, une fluorescence
intense a été observée au niveau des parois bronchiolaires (Figure 6 c, d), ou encore au niveau
alvéolaire. L’analyse statistique des résultats n’indique aucune relation entre la présence des

antigenes viraux et 1’age des animaux (P > 0.05).
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Photo 6 : Cryo-sections pulmonaires des bovins positifs au test d’immunofluorescence
Directe (IFD)

Les images (a) et (b) montrent la localisation réticulaire de la fluorescence au niveau du
parenchyme pulmonaire. Sur les images (c) et (d) la fluorescence est de localisation

bronchiolaire.

S’agissant des 102 échantillons soumis a la fois au test ELISA et IFD, les résultats des
deux tests ont divergé sur 69 échantillons (67.65 %). Les résultats concordaient seulement sur

5 échantillons négatifs et 28 échantillons positifs, soit 33 au total (32.35 %).

46



Partie Expérimentale

120
105
90
75
60
45
30
15

Echantillons testés

ELISA

74

IFD

Concordance
ELISA-IFD

Figure 8 : Concordance et divergence des tests ELISA et IFD sur les 102 échantillons co-

testeés.

Tableau 2 : Taux de positivité au VRSB déterminés par ELISA et IFD dans les
différents groupes d’age

Catégorie
d>age (ans) Négatifs

8.57%
<.. <
0 L ais)
< <y 10.94%
(14/128)
9.38%
<..<
2256 3
0.00%
6<...
= (0/30)
8.89%
Total
ota (20/225)

*Niveaux semi-quantitatifs

ELISA

Positifs

Faible* Moyen*
20% 48.57%
(7/35) (17/35)
15.63% 36.72%
(20/128) (47/128)
18.75% 46.88%
(6/32) (15/32)
6.67% 63.33%
(2/30) (19/30)
15.56% 43.56%
(35/225) (98/225)

91.11%
(205/225)
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Elevé*

22.86%
(8/35)

36.72%
(47/128)

25.00%
(8/32)

30.00%
(9/30)

32.00%
(72/225)

Négatifs

71.43%
(10/14)

72.09%
(62/86)

/

100.00%
(2/2)

72.55%
(74/102)

IFD

Positifs

28.57%
(4/14)

27.91%
(24/86)

/

0.00%
(0/2)

27.45%
(28/102)
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2.3 Histopathologie

Lors de I’examen macroscopique, des lésions de pneumonie et de bronchopneumonie
ont été observées, notamment une modification de la couleur du tissu pulmonaire vers le
marron et le violet, ainsi qu’un durcissement de certaines parties du poumon et une
hypertrophie des ganglions lymphatiques. Dans certains cas un épaississement de la plévre
¢tait observé avec modification de sa couleur vers le blanc. Des adhérences et des fibroses
¢taient également observées avec des cas d’emphyséme accentué. Ces lésions étaient
localisées surtout au niveau des lobes cranio-ventraux, a I'exception de I’emphyseme qui s’est

développé dans la région caudale des poumons.

L’examen microscopique des lames a montré des 1€sions communes a la majorité¢ des
broncho-pneumonies qu’elles soient virales ou bactériennes, dont 1’cedéme, la fibrose et
I’épaississement des septa inter-alvéolaires, 1’hémorragie interstitielle (Photo 7 a) et
I’emphyséme (Photo 7 b). Sur certaines lames on a pu noter la présence de syncytia au niveau

bronchiolaire (Photo 7 c, d).
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Photo 7 : Principales lésions microscopiques associées a I’infection par le VRSB

Hémorragie interstitielle au niveau pulmonaire et emphyséme caractérisant les stades
avancés de ’infection (a, b). Les images (c) et (d) montrent la formation de syncytia au

niveau pulmonaire.

3. Discussion

Le virus respiratoire syncytial bovin est aujourd’hui endémique dans la plupart des
régions des quatre continents. En Algérie, la circulation du virus n’a jamais été confirmée par
des tests immunologiques ou d’amplification génique. En raison de 1’absence de symptomes
cliniques pathognomoniques, I’infection par le VRSB demeure sous-diagnostiquée et continue
de ce fait a étre traitée par des antibiotiques, ce qui est non seulement sans effet, mais risque a
terme d’aggraver le probleme de 1’antibiorésistance. Le colit économique d’une telle situation
est difficilement quantifiable, mais certainement trés pénalisant pour les exploitations de
bovins laitiers et viandeux.

La présente étude a été initiée dans le but de révéler pour la premiere fois la circulation
du VRSB au sein de la population bovine en Algérie. A cet effet, 225 bovins de différents

ages ont fait ’objet d’un test ELISA indirect, parmi lesquels 102 ont également été testés par
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immunofluorescence directe (IFD). Les animaux recrutés pour I’étude proviennent de fermes
d’élevage territorialement rattachées aux wilayas de Batna et Sétif. Des prélévements ont
¢galement été effectués sur des bovins sacrifiés a 1’abattoir de la ville de Batna, lequel regoit
aussi des bovins originaires des wilayas limitrophes (Constantine, Khenchela). Parmi les
animaux sacrifiés a I’abattoir, 42 ont servi pour le prélévement d’échantillons de poumon
destinés a un examen histopathologique des Iésions constatées.

Le test ELISA a révélé une séroprévalence de 91.11% (205/225). Des taux similaires
ont été rapportés en Angleterre (Paton et al., 1998), au Mexique (Solis-Calderén et al., 2007),
aux USA (Collins et al., 1988), en Ethiopie (Woldemeskel et al, 2000), au Venezuela (Obando
et al., 1999) et en Iraq (Hussain et al., 2019) avec des taux de positivité de 100%, 99%, 95%,
92%, 85% et 83% respectivement. Ces niveaux ¢€levés de séroprévalence créent une situation
épidémiologique ou il devient difficile de déterminer 1’incidence des infections au VRSB. En
raison de ce caractere endémique de I’infection, la valeur diagnostique d'un seul échantillon
de sérum est la plus élevée pour les IgM et les IgA, qui indiquent une réinfection récente
(Graham et al., 1999). Ceci est aussi valable pour les veaux possédant des anticorps
maternels, dont 1’effet suppressif s’exerce totalement ou partiellement sur les IgG mais pas
sur les [gM sécrétés en réponse a une infection naturelle (Collins et al.,1996).

Dans les régions ou le VRSB est récurrent, des échantillons apparié€s peuvent étre utiles
pour établir un diagnostic. Une augmentation conséquente des titres Elisa traduit une
séroconversion et indique une réinfection récente.

I1 est tout a fait admis que seuls les tests ELISA DIVA (Differentiation of Infected from
Vaccinated Animals) peuvent distinguer les anticorps vaccinaux des anticorps infectieux
(Capua et al., 2004). Ce type de tests ELISA utilise des épitopes viraux spécifiques des
protéines non-structurales et exprimés exclusivement lors d’une infection naturelle. La
distinction entre les anticorps infectieux et les anticorps d’origine maternelle par un test
ELISA est encore plus complexe. En face des multiples avantages du test ELISA utilisé dans
la présente ¢tude (sensibilité et spécificité) ce test reste incapable de discerner les anticorps
faisant suite a une infection naturelle de ceux induits par la vaccination et encore moins des
anticorps maternels, car ce test utilise la protéine virale de fusion (protéine F), présente a la
fois chez le virus sauvage et vaccinal.

La fiabilité de la séroprévalence observée dans notre étude en tant qu'indicateur de la
circulation du virus est renforcée par le fait que la vaccination contre le VRSB n'est pas
pratiquée en Algérie. De plus, seuls deux des veaux échantillonnés dans cette étude étaient

agés de moins de 8 mois, age auquel le veau ne posséde plus aucune trace d’anticorps
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d’origine maternelle (Uttenthal et al., 2000; Ferella et al., 2020). Ceux-ci régressent lors des
quatre premiers mois de vie et n’augmentent qu’en réponse a une infection par un virus
sauvage (Uttenthal et al., 2000). Par conséquent, les anticorps détectés chez les animaux
¢tudiés ne sont ni induits par la vaccination ni d'origine maternelle et la séroprévalence
déterminée par notre étude refléte authentiquement 1'exposition naturelle au VRSB et sa
circulation au sein de la population bovine dans la région étudiée.

La haute séroprévalence du VRSB observée dans notre étude et celles rapportées dans
d’autres régions du monde reflétent le caractere endémique de 1’infection et la persistance du
virus dans les troupeaux infectés. Des études ont montré que le VRSB peut réapparaitre apres
des périodes sans détection, suggérant une possible réactivation du virus chez des bovins
porteurs asymptomatiques, d’autant plus que le VRSB perd rapidement son infectiosité dans
le milieu extérieur (Smith et al., 1975). Des travaux expérimentaux ont tenté d'induire la
réactivation du virus par traitement corticostéroide, ce qui a entrainé une €lévation des titres
d'anticorps sans détection directe du virus (Van Der Poel, 1997). Des essais plus récents n’ont
jamais réussi a réactiver l’infection chez des animaux supposés porteurs de VRSB
(Makoschey et al., 2021), excluant 1’état de latence, lequel d’ailleurs n’a jamais été
documenté¢ et reste donc purement hypothétique. L’état endémique de 1’infection par le VRSB
s’expliquerait plutdét par une persistance du virus, favorisée par la présence au sein du
troupeau, d’animaux immunologiquement naifs (jeunes veaux) qui assurent la pérennité de
I’infection dans les ¢levages, particulierement ceux en feedlots ou en conditions de densité
¢levée. Dans des condition expérimentales, le VRSB est resté détectable plus de 70 jours
suivant I’inoculation (Valarcher et al., 2000). S’appuyant sur les résultats de séquencgage des
genes viraux, certains auteurs ont méme réfuté la persistance du VRSB dans les troupeaux de
bovins, postulant qu’il s’agit de réinfections par de nouvelles souches virales (Larsen, 2000;
Bidokhti et al., 2012).

La sévérité et le cours de I’infection par le VRSB sont déterminés par plusieurs facteurs,
dont I’age de 1’animal (Elvander, 1996; Valarcher et al., 2007; Sarmiento-Silva et al., 2012).
Selon (Uttenthal et al., 2000), la forme clinique est rarement observée chez les veaux de
moins de deux semaines d’age. Il a été rapporté que les formes cliniques séveres liées au
VRSB sont observées chez les veaux de moins de six mois. Elles seraient plus modérées chez
les adultes (Valarcher et al., 2007). La sévérité de la forme clinique chez les jeunes veaux
serait probablement liée a leur naiveté immunologique. De plus, les études ne sont pas toutes
concordantes sur le role protecteur des anticorps maternels contre l'infection par le VRSB

(Kimman et al., 1988; Baker et al., 1993; Van der Poel et al., 1994; Baker et al., 1997), méme
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si la sévérité de I’infection chez le veau serait inversement proportionnelle au taux d’anticorps
maternels (Caldow et al., 1993). Ces derniers, seraient méme capables d’exacerber
'expression clinique de la maladie chez les veaux par le biais d'une réponse antigéne-
anticorps (Ogilvie et al., 1981; Kimman et al., 1988).

S’il est bien établi que I’infection par le VRSB est cliniquement plus sévere chez les
jeunes veaux, les études sont moins unanimes quant a l’influence de 1’age sur Ia
séroprévalence du virus. En effet, les résultats des travaux a ce sujet sont pour le moins
incohérents. Hussain et al (2019) ont enregistré une séroprévalence nettement plus ¢€levée
chez les bovins agés de 7 a 18 mois comparativement aux animaux plus agés. En Angleterre,
70 % des veaux étaient déja séropositifs a 'dge de 9 mois (Stott et al., 1980), tandis qu'en
France, 50 % des bovins séropositifs étaient des veaux de moins de 12 mois (Perrin et al.,
1979). Hoppe et al (2018) ont rapporté une prévalence significativement plus élevée chez les
adultes par rapport aux jeunes veaux, malgré le fait que certains de ces veaux, n'étant pas
encore sevres, possédaient toujours des anticorps maternels. L’age a également était signalé
comme un facteur de risque par Solis-Calderdn et al (2007) et Ferella et al (2018), avec une
séroprévalence plus faible chez les jeunes animaux par rapport aux adultes. Cette plus faible
prévalence chez les jeunes veaux a ¢été précédemment attribuée essentiellement a deux
facteurs : Une exposition réduite au virus pendant les premiers stades de la vie et une réponse
immunitaire inadéquate a I'infection naturelle, probablement en raison de 'effet suppressif des
anticorps maternels ou de I'immaturité du systétme immunitaire chez les trés jeunes veaux
(Guzman et al., 2015).

La différence de la séroprévalence des anticorps anti-VRSB entre les quatre groupes
d’age définis dans cette étude a été statistiquement non significative (P>0.05). Avec un taux
de positivité de 91.42%, la proportion de séropositifs parmi les veaux de moins d’un an était
trés proche de celle enregistrée chez les bovins plus agés (90.62 % et 89.06 % respectivement
pour les animaux de 2-6 ans et 1-2 ans). La séroprévalence n’était donc pas plus faible chez
les veaux de moins d’un an. Cette discordance avec les résultats des travaux antérieurs
(Ferella et al., 2018; Hoppe et al., 2018; Solis-Calderon et al., 2007) est liée au fait que seuls 2
veaux parmi les 30 sélectionnés pour I’étude étaient agés de moins de 8 mois. Il s’agit donc de
veaux totalement immunocompétents (Cortese, 2009), sans aucune trace d’anticorps maternel
(Uttenthal et al., 2000). De tels veaux étaient donc capables d’opérer une séroconversion en
réponse a une possible infection naturelle, sans risque d’interférence avec les anticorps
maternels. En outre, il est courant dans les élevages de bovins en Algérie que des veaux

sevrés entrent en contact avec des animaux adultes nouvellement intégrés dans le troupeau, ce
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qui augmente le risque de transmission du VRSB aux jeunes veaux avant 1’dge d’un an.
Notons que tous les animaux de plus de 6 ans étaient séropositifs (30/30). Ce résultat serait lié
aux réinfections successives qui ont pour effet d’entretenir un niveau d’anticorps sériques
détectable chez les animaux agés (Bidokhti et al., 2009).

Si I’age des animaux n’avait aucune influence sur la séroprévalence du VRSB, il y avait
manifestement un effet age sur les niveaux semi-quantitatifs des anticorps détectés par le test
ELISA. En effet, les titres en anticorps étaient significativement plus élevés (**P<0.01) chez
les bovins adultes (plus de 2 ans) par rapport aux sujets de moins de 2 ans, avec des niveaux
d'anticorps moyens a €levés estimés a 82,25 % et 73 %, respectivement. Cette constatation
était prévisible et reflete l'effet booster des réinfections naturelles sur la réponse immunitaire
des adultes, qui sont plus fréquemment infectés que les jeunes animaux (Van der Poel et al.,
1993).

Sur les 225 échantillons testés par Elisa, 102 ont également étaient testés par
immunofluorescence directe (IFD). I1 s’agit de jeunes bovins agés de moins de 2 ans, excepté
2 sujets plus agés (6 ans) qui se sont révélés négatifs. La fluorescence spécifique se présentait
de facon diffuse dans le parenchyme pulmonaire pour 85.71% (24/28) des échantillons
positifs, alors qu’elle était limitée au niveau de 1’épithélium des bronches pour 14.28% (4/28)
des échantillons. Ces variations d’expressions de la fluorescence sont probablement liées a
plusieurs facteurs, dont I’endroit du prélévement, le stade d’évolution de [D’infection,
I’ampleur de la diffusion virale et finalement la conservation du parenchyme lors de la
réalisation des cryo-sections par le cryostat, une étape trés délicate et déterminante dont
dépend I’observation sous microscope a fluorescence.

Les localisations pulmonaires de la fluorescence étaient identiques a celles rapportées
par d’autres auteurs, dont certains ont utilisé le test d’ immunofluorescence indirecte (Flores et
al., 2000). En effet, les antigénes viraux ont surtout été localisés au niveau des épithéliums des
bronches et au niveau des alvéoles. La localisation cytoplasmique a aussi €té signalée, méme
s’1l est plus difficile de la distinguer (Ceribasi et al., 2014; Kamdi et al., 2020).

Le taux de positivité détecté par IFD était largement inférieur a la séroprévalence
déterminée par ELISA (27.45% vs 95%). Cette différence pourrait étre attribuée a la disparité
dans la dynamique temporelle de 1’infection chez les bovins testés : Certains animaux peuvent
avoir été infectés pendant un certain temps et donc avoir des anticorps circulants sans
héberger d'antigenes viraux dans leurs tissus pulmonaires. Cet argument est appuyé par le fait
qu'aucun des bovins séronégatifs n'a été testé positif par immunofluorescence. Autrement dit,

aucun des animaux exempts d'anticorps (5/102) n'avait d'antigéne viral dans les poumons.
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Dans des conditions expérimentales, (Trigo et al., 1984), n'ont signalé¢ aucune
fluorescence spécifique dans les poumons entre 6 et 12 jours aprés inoculation, alors que les
IgG sériques anti-VRSB peuvent persister pendant au moins 3 mois apres l'infection initiale
(Kimman et al., 1989). Cette clairance virale relativement rapide fait de I’'IFD un test
convenant pour le diagnostic des infections aigu€s ou récentes (L'IFD a une fenétre de
détection plus courte, limitée a la période ou le virus est activement présent). L'écart observé
dans les taux de positivité entre ELISA et IFD peut également étre di a la taille limitée des
fragments de tissu pulmonaire examinés dans le test d'immunofluorescence (4 a 5 cm),
entrainant ainsi un risque de passer a coté des zones ou sont concentrées les particules virales
a l'intérieur des lésions pulmonaires.

Des discordances entre les résultats du test ELISA et celui de ’IFD ont déja été
rapportées. En Inde, une étude menée en 2020 a fait état d'un taux de détection du VRSB par
IFD de seulement 3 % (Kamdi et al., 2020), ce qui est nettement inférieur a la séroprévalence
de 47 % et 50 % révélées par des études menées dans le méme pays deux et un an plus tot,
respectivement (Goswami et al., 2017; Katoch et al., 2017).

Sur 102 animaux testés conjointement par ELISA et IFD, 28 étaient positifs dans les
deux tests, ce qui suggere la coexistence des anticorps circulants et des antigénes viraux chez
ces animaux. Cette coexistence indique une infection récente avec une clairance virale en
cours, mais incomplete. La présence d'anticorps circulants, méme a des niveaux ¢€levés, ne
garantit pas une clairance virale stérilisante. L'obtention d'une clairance virale compléte
nécessite un équilibre harmonieux entre immunité humorale et immunité cellulaire.

Si les anticorps circulants contribuent principalement a réduire la charge virale libre et a
limiter la propagation de l'infection, seuls les lymphocytes T cytotoxiques peuvent éliminer
les particules virales intracellulaires, ce qui les rend cruciaux pour une clairance virale
efficace (Taylor, 2018). Ainsi, les animaux séropositifs peuvent tout a fait héberger des
particules virales a des niveaux détectables dans leurs poumons. L'absence de symptomes
chez ces animaux au moment de l'échantillonnage, malgré une infection récente, reflcte
probablement leur statut d'individus réinfectés possédant des anticorps ayant aid¢ a atténuer
l'impact de l'infection et d’empécher I’expression clinique de la maladie (Valarcher et al.,
2007). La forme subclinique de ’infection par le VRSB a déja été signalée (Hoppe et al.,
2018) et les bovins peuvent rester cliniquement sains pendant des années méme dans des
régions ou la prévalence du virus est élevée (Ohlson et al., 2013).

Le test d’immunofluorescence a été associ¢é a I’examen histologique des Iésions

pulmonaires notamment celles constatées sur les échantillons testés positifs a ’'I[FD. Le but
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était de chercher des 1ésions reliées aux infections pulmonaires, en particulier celles ayant été
rapportées comme plus ou moins spécifiques de I’infection par le VRSB. En sus de la fibrose,
de I’cedéme, de I’emphyséme et de I’hémorragie, I’examen microscopique des lames a révélé
la présence de syncytia a localisation bronchiolaire. La formation de ces cellules géantes
multinucléées au sein des 1ésions pulmonaires n’est pas univoque : Les cellules syncytiales
caractérisant l'infection par le VRSB peuvent étre associées a d'autres virus respiratoires tels
que le virus de la pneumonie interstitielle bovine (VPIB) (Chien et al., 2022), le virus de la
parainfluenza bovine (BPIV) et le virus respiratoire syncytial humain (VRSH), lequel infecte
principalement les humains, mais peut également infecter les bovins et provoquer des
maladies respiratoires (Thomas et al., 1998). Cependant, combinée au test d’IFD,
I’observation de syncytia, parmi des 1€sions histologiques sur des €chantillons testés positifs a
I’immunofluorescence, conforte la positivité de ces échantillons.

I1 est bien établi que le niveau de production de cellules syncytiales multinucléées par le
virus détermine la sévérité et 1'évolution de l'infection par le VRSB (Taylor, 2017; Jessie et
Dobrovolny, 2021). Leur production est particulierement élevée pendant la phase aigué de
l'infection, ce qui justifie leur absence dans la plupart des échantillons examinés, car ces
derniers ont été prélevés sur des animaux qui ne présentaient pas les symptomes d’une
infection aigué lors de 1'examen ante-mortem a 1’abattoir. Notons enfin qu’aucun échantillon
examiné n’a présenté de Iésions d’inclusions virales intracytoplasmiques, considérées comme

caractéristiques de I’infection par le VRSB (Chien et al., 2022).

Conclusion

La présente étude est la premicre investigation a avoir révelé des résultats permettant de
confirmer les soupcons antérieurs concernant la circulation du virus respiratoire syncytial
bovin au sein de la population bovine en Algérie. Le taux d'animaux testés séropositifs était
significativement élevé, qui plus est, ces animaux étaient pour la plupart cliniquement sains.
L’absence de bovins vaccinés dans la région étudiée conforte le taux de séroprévalence trouvé

et donne plus de crédibilité aux résultats de 1’étude.

De par sa valeur élevée, la séroprévalence indique la circulation endémique du VRSB
dans la région étudiée. L’infection subclinique souligne, quant a elle, le rdle critique des
animaux asymptomatiquement infectés dans la transmission et la persistance du virus. Cette
situation souligne 1’'urgence de mettre en place des stratégies de gestion sanitaire efficaces
pour limiter la propagation du VRSB, notamment par le dépistage systématique et

I’installation de barriéres sanitaires efficaces.
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Comme attendu, le taux de positivité livré par le test ELISA était plus élevé que celui
révélé par I'IFD. Cela attire Dattention sur 1’importance de bien considérer le stade de
I’infection pour un meilleur choix du test de dépistage. Le test d’immunofluorescence serait
mieux indiqué pour diagnostiquer les infections récentes, quand la clairance virale n’est pas
encore totale. Les infections plus anciennes seraient, quant a elles, plus efficacement dépistées

par le test ELISA.

Perspectives et recommandations

L’infection naturelle par le VRSB procure une protection limitée contre les réinfections
ultérieures. Ce constat rend compte de la difficulté a développer un vaccin efficace pour la
prévention de la maladie. Aujourd’hui, la vaccination contre le VRSB, a I’instar du virus
respiratoire syncytial humain (VRSH), demeure problématique, car aucun vaccin ne concilie
sécurité et efficacité et les vaccins disponibles présentement offrent un rapport colt/bénéfice

peu encourageant.

Par ailleurs, la métaphylaxie antibiotique, envisagée pour réduire les surinfections
secondaires a la contamination par le VRSB, non seulement n’a aucun effet sur le virus, mais
risque de surcroit d'aggraver le probléme de l'antibiorésistance, préjudiciable a la santé

humaine et animale.

Les insuffisances de la prophylaxie médicale renforcent la volonté de recourir aux
mesures de biosécurité pour prévenir les contaminations et réduire la transmission du VRSB.
S’inspirant du programme norvégien de lutte contre le VRSB et le coronavirus bovin (CoVB),
initi¢ en 2016, voici les mesures qui permettraient de lutter efficacement contre les infections

respiratoires en général et le VRSB en particulier :

= Mettre en place un monitoring régulier et systématique utilisant des tests

sérologiques pour 1’identification des animaux séropositifs

Eviter le contact direct entre les animaux séronégatifs et séropositifs au sein des

batiments d’¢élevage ou en paturage.

= Prévoir séparément des véhicules de transport dédiés aux animaux séropositifs et

séronégatifs

Limiter l'introduction de nouveaux animaux dans le troupeau par des achats

uniquement aupres de troupeaux certifiés négatifs.

Isoler les animaux nouvellement introduits dans des locaux adéquats et spéciaux

avant leur intégration dans le troupeau
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= Appliquer des restrictions d’acceés aux ¢élevages pour le personnel (vétérinaires,

techniciens, conseillers ou autres).
= Fournir des tenues et bottes adaptées aux visiteurs des batiments d’élevage.
= Fournir des équipements de nettoyage a I’eau chaude et froide.

= Utiliser des détergents connus pour leur efficacité contre le VRSB pour réduire la

charge virale dans les batiments d’élevage.

= Assurer une gestion optimale de la consommation du colostrum par les veaux

(quantité et délai entre la naissance et la premicre prise)
= Motiver financierement les ¢leveurs pour 1’acquisition du statut d’"élevage sain"

= Mettre en place des routines strictes de nettoyage et de désinfection des

équipements, des vétements et des bottes avant I'entrée dans le batiment.

= Etablir des zones de confinement spécifiques pour les visiteurs avec changement

obligatoire de vétements et de chaussures avant 1'acceés aux animaux.

= (Construire des zones de chargement appropriées pour éviter que les chauffeurs de

camions n'entrent en contact direct avec les animaux lors des expéditions.

En Algérie, la vaccination contre le VRSB n’est pas a I’ordre du jour. La confirmation
de la circulation du virus dans nos ¢levages, comme en attestent les résultats de notre étude,
ne devrait pas, a moyen terme, motiver I’introduction des vaccins anti-VRSB. Il est par
contre, plus urgent de renforcer les mesures de biosécurité, car la forte séroprévalence révélée

par la présente étude reflete la vulnérabilité des barrieéres sanitaires existantes.

En prévision de l'arrivée de vaccins de nouvelles générations plus sirs et plus efficaces,
il est essentiel de caractériser les souches en circulation en Algérie. Ces souches pourraient
constituer des candidats vaccins mieux adaptés a la vaccination du cheptel bovin dans notre
pays. Dans cette perspective, nous projetons dans I’avenir de caractériser et de séquencer le
génome entier du VRSB pour identifier les souches en circulation et suivre leur évolution

dans le temps et 1’espace.
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Résumé

Résumé

Le virus respiratoire syncytial bovin (VRSB) est aujourd’hui de distribution mondiale.
Sa circulation parmi les populations bovines en Algérie est fortement suspectée, mais non
encore confirmée. La présente étude a pour objectif de déterminer la prévalence du VRSB
dans les élevages bovins de ’est algérien. Entre 2022 et 2023, 225 échantillons de sang et 102
fragments de tissu pulmonaire ont été prélevés sur des bovins non vaccinés provenant des
Wilayas de Batna, Constantine, Khenchela et Sétif. Deux tests immunologiques ont été
utilisés : le test ELISA pour la détection des anticorps spécifiques et le test
d'immunofluorescence directe (IFD) pour la mise en évidence de 'antigeéne viral dans le tissu

pulmonaire. Une étude histopathologique des 1€sions pulmonaires a ¢également été réalisée.

Tous les animaux de plus de 6 ans étaient séropositifs, avec une s€roprévalence globale
de 91,11 % (205/225). Le taux de positivité par IFD était plus faible (27,45 %). La prévalence
déterminée par les deux tests immunologiques était indépendante de 1’age des animaux
(P>0,05). En revanche, les titres ELISA semi-quantitatifs étaient significativement plus élevés
(**P<0,01) chez les bovins adultes. Pour les 102 bovins soumis simultanément aux deux tests
immunologiques, le taux de positivité révélé par ELISA était plus élevé (95 % vs 27,45 %).
Cette discordance marquée entre les résultats ELISA et IFD (67,65% de divergence) est liée a
la disparité¢ dans la dynamique temporelle de I’infection. Elle souligne I’importance du stade
de I’infection dans le choix du test de dépistage. Enfin, seules quelques-unes des 42 tissus

pulmonaires examinées en histopathologie ont présenté des cellules syncytiales.

La haute prévalence du VRSB chez des bovins cliniquement sains confirme la
circulation endémique du virus dans la région étudiée et met I’accent sur I’importance de

renforcer les mesures de biosécurité pour limiter la propagation de I’infection.

Mots clés : VRSB, Algérie, ELISA, IFD, séroprévalence, endémique.
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Résumé

Abstract

Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) is now distributed worldwide. Its circulation
among cattle populations in Algeria is strongly suspected but has not yet been confirmed. The
aim of this study is to determine the prevalence of BRSV in cattle farms in eastern Algeria.
Between 2022 and 2023, 225 blood samples and 102 lung tissue fragments were collected
from unvaccinated cattle originating from the Wilayas of Batna, Constantine, Khenchela, and
Sétif. Two immunological tests were used: the ELISA test to detect specific antibodies, and
the direct immunofluorescence test (DFAT) to detect viral antigens in lung tissue.

Histopathological examination of lung lesions was also performed.

All animals over 6 years of age were seropositive, with an overall seroprevalence of
91.11% (205/225). The DFAT positive rate was lower (27.45%). The prevalence determined
by the two immunological tests was independent of the animals' age (P>0.05). However, the
semiquantitative ELISA titres were significantly higher in adult cattle (**P<0.01). In the 102
cattle tested simultaneously with both immunological tests, the ELISA positivity rate was
higher (95% vs 27.45%). This marked discrepancy between ELISA and DFAT results
(67.65% divergence) is due to the disparity in the temporal dynamics of the infection. It
highlights the importance of considering the stage of infection when choosing the screening
test. Finally, only a few of the 42 lung tissue samples examined by histo-pathology showed

syncytial cells.

The high prevalence of BRSV in clinically healthy cattle confirms the endemic
circulation of the virus in the studied region and emphasizes the need to strengthen

biosecurity measures to limit the spread of the infection.
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