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INDUCTION D'UNE ACTIVITE INTERFERON
DANS LE MUCUS NASAL CHEZ LE VEAU PAR L'ASSOCIATION

LEVAMISOLE PAR VOIE GENERALE-VIRUS INACTIVE PAR VOIE
LOCALE

C. LE JAN et J. ASSO

Station de Recherches de Virologie et d’Immunologie, I.N.R.A., 78850 Thiverval-Grignon, France

Summary

INDUCTION OF INTERFERON ACTIVITY IN NASAL MUCUS BY ASSOCIATION LEVAMISOLE
BY SYSTEMIC ROUTE — INACTIVATED VIRUS BY LOCAL ROUTE. — Calf respiratory disease
could have a non-specific origin. The respiratory tract bacterial flora is pathogen only if the ani-
mal faces stress which decreases the defence capacities of the respiratory mucosa. The simulta-
neous administration of UV irradiated IBR virus by nasal route and of levamisole by systemic
route induces a protection which is accompanied by interferon synthesis in the nasal mucus. This
protection is evaluated experimentally with an infectious IBR virus challenge. In the natural con-
ditions the respiratory disease loses its transmissible aspect in the treated calves.

Le role protecteur, in vivo, de l'interféron
lors d’infection virale a été clairement établi
(Gresser et al., 1976). Cette protection s’expli-
que par lI'action de l'interféron sur les cellules
sensibles au virus, comme /in vitro, mais peut
aussi étre liée a ses effets modulateurs des
réactions immunitaires et activateurs des fonc-
tions de cellules telles que macrophages et
natural killer (Huddlestone et al, 1979).
L'interféron peut étre un élément important de
la défense de I'organisme lors d'infections a
étiologie virale multiple et mal définie ; c’est le
cas des pneumonies enzootiques du jeune
veau en élevage industriel, qui se traduisent
pendant une période trés courte (les quatre
premiéres semaines de la vie) par des affec-
tions dont 'agent initiateur est viral (Parain-
fluenza 3, virus de la rhinotrachéite infectieuse
bovine, adénovirus, réovirus,...}). Cette variété
des agents isolés indigue le role prédominant
dans cette pathologie d'une diminution des
défenses par les agressions contingentes aux

modalités de !élevage intensif (Asso et Le
Jan, 1977). Cn peut donc espérer protéger le
veau soit en induisant une syntheése d’interfé-
ron local, qui fimitera I'extension de I'infection
virale, soit en stimulant les défenses cellulai-
res : linterféron détecté alors sera une
lymphokine produite par les lymphocytes acti-
vés. Mais les essais d'induction d’interféron
chez le bovin se sont révélés décevants : la
tylorone et les inducteurs synthétiques, tels
que poly I-C, ne sont actifs qu’a une dose trés
proche de la dose toxique ; d‘autre part, une
premiére induction par ces substances est sui-
vie d’'une période de non-réactivité (Rosen-
quist, 1973). Le meilleur inducteur au niveau
de la muqueuse respiratoire serait un virus
vivant : lors d’infection expérimentale par voie
intranasale avec le virus de la rhinotrachéite
infectieuse bovine (virus |BR}, une synthése
locale d’interféron se produit durant la période
de multiplication du virus : 'activité interféron
disparait quand cesse l'excrétion virale
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(Rosenquist et Loan, 1969 ; Gerber et af.,
1978). Par contre, une administration intrana-
sale d'une souche vaccinale de virus IBR rend
le bovin réfractaire & une épreuve pratiquée
quatre jours plus tard avec un rhinovirus
{Cummins et Rosenquist, 1980). L'interféron,
pour étre efficace, doit étre présent avant
I'infection virale. Mais I'emploi par voie locale
de virus vivants, contagieux, n’est pas recom-
mandé en élevage. Nous avons donc cherché
a stimuler I'apparition d’une activité interféron
dans le mucus nasal en combinant : 1) un con-
tact de la muqueuse nasale avec une souche
de virus IBR inactivée par irradiation aux ultra-
violets, et 2) un traitement par voie générale
avec un immunostimulant, le lévamisole. Cette
substance a été choisie parce qu'elle s’élimine
partiellement par la muqueuse respiratoire, et
parce que c’est un stimulant bien connu des
fonctions T dépendantes, des monocytes et
des macrophages, en particulier chez les indi-
vidus déprimés (Rosenquist, 1973 ; Schreiber
et Parsons, 1977 ; Soppi et al., 1978).

Matériel et Méthodes

Virus

Le virus utilisé pour ce travail est une sou-
che de virus IBR, isolée du terrain et adaptée a
la culture sur cellules MDBK (plus de cin-
quante passages). Le titre des suspensions
atteint, aprés 48 h de culture 4 37 °C, 107
UFP/ml. Cette souche n’est pas pathogéne
pour le veau, son inoculation ne provoque que
de légers signes cliniques (jetage dans les jours
suivant I'infection expérimentale). Le virus est
inactivé par irradiation aux ultra-violets {20 min
a 15 cm d'une lampe de 15 watts, General
Electric), pour éviter toute possibilité de multi-
plication et de transmission du virus. La sus-
pension aprés irradiation, n’exprime aucun
pouvoir infectieux résiduel sur cultures de cel-
lules in vitro.

Animaux d‘expérience

Les lots d’expérience sont constitués de
veaux de race Holstein-Frisonne, &gés de 8 a
15 jours et pesant environ 50 kg.

Lévamisole

Le lévamisole est administré par voie intra-
musculaire, sous forme d’une solution & 15 %
{Nemisol Specia, lot n°® 137).
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Traitement des animaux

Le traitement consiste en la combinaison
d’une instillation par voie intranasale de virus
IBR inactivé (5 ml dans chaque narine d’'une
suspension titrant, avant inactivation, 107
UFP/ml), et de lévamisole par voie intramus-
culaire. Le virus et le lévamisole sont adminis-
trés simultanément le premier jour : le Iévami-
sole seul est réadministré toutes les 48 heures.
Le traitement complet est renouvelé aprés une
semaine.

Prélévements de mucus nasal

Le mucus nasal est collecté au moyen
d’éponges placées dans les cavités nasales
durant 3-5 min. 5 ml de milieu Earle-
lactalbumine sont ajoutés sur chaque
éponge ; le liquide est exprimé & l'aide d'une
seringue. L’effluent est immédiatement con-
gelé. La qualité de I'éponge est importante :
nous avons utilisé des cubes calibrés de Spon-
tex (N.D.).

Recherche de virus

1 ml d’une dilution au 1/50 de I’échantillon
de mucus nasal est distribué sur 6 cupules
d’une microplaque de cellules MDBK, et
incubé 3 jours & 37 °C.

Recherche d’anticorps spécifiques du virus de
I'IBR

1 ml d'une dilution au 1/5 de I'échantillon de
mucus nasal est chauffé 30 min a 56 °C, puis
mélé a 100 et 1000 UFP de virus IBR. Aprés
incubation de 12 heures 3 37 °C, le virus rési-
duel est recherché sur cultures de cellules
MDBK, apres dilution au 1/10.

Recherche d’une activité interféron

0,2 ml de I'échantillon de mucus nasal ou de
sérum sont dilués de 1/3 en 1/3 sur cellules
MDBK (4 cupules d’une microplaque pour
chaque dilution). La culture est incubée une
nuit a 37 °C, lavée et exposée a une quantité
de VSV capable de détruire les cultures
témoins en 36 heures & 37 °C (200 UFP/0,2
ml). La méme technique est employée aprés
traitement de |'échantilion 24 heures a pH 2
(4 °C). Une préparation standard d’interféron
de bovin, produite sur cellules primaires de
rein de veau par induction avec le virus de
Newcastle, est incluse dans chaque série de
mesures comme témoin positif.
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Tableau 1. — Activité interféron dans le mucus nasal

jours aprés le début du traitement

Groupe 1 4] 2 4 [ 8 10 12 14 16
veau (n°) nature du traitement?
V+L L L .. V+L L L
1 0b 30 30 30 0 30 20 30 0
2 0 270 90 90 0 90 90 90 0
3 0 30 90 30 0 90 30 90 0
4 0 90 270 20 0 90 20 30 0
5 0 30 30 0 0 270 90 90 0
6 0 2P0 90 30 0 30 90 30 0

a : V = virus IBR irradié par voie intranasale ; L = lévamisole (5 mg/kg) par voie intramusculaire.
b : inverse de la dilution du mucus qui protége totalement le tapis de cellules MDBK contre 200 UFP de VSV

dans nos conditions expérimentales.

Groupes 2, 3 et 4
ces groupes de six animaux chacun ont recu :

soit le virus IBR irradi¢ et le lévamisole (2,5 mg/kg)

soit le virus inactivé seul
soit le lévamisole (5 mg/kg) seul

Aucune activité interféron n'a été détectée dans leur mucus

nasal

Résultats.

Activité interféron dans le mucus nasal (Tabl.
1)

Lorsque les veaux ont regu, selon le proto-
cole décrit, le virus irradié par voie intranasale
et le lévamisole par voie intramusculaire a la
dose de 5 mg/kg, une activité interféron appa-
rait dans le mucus nasal ; elle se maintient si
elle est entretenue par des réinoculations de
lévamisole.

Lorsque les veaux ont recu, selon le proto-
cole décrit, le virus irradié par voie intranasale
et le lévamisole par voie intramusculaire 3 la
dose de 2,5 mg/kg, aucune activité interféron
n’'est détectable dans le mucus nasal.

Lorsque les veaux ont recu le virus inactivé
par voie intranasale, sans inoculation intra-
musculaire de lévamisole, aucune activité
interféron n’est détectable dans le mucus
nasal.

Lorsque les veaux ont recu une inoculation
intramusculaire de lévamisole a la dose de

5 mg/kg, sans administration intranasale de
virus irradié, aucune activité interféron n’est
détectable dans le mucus nasal.

Aucune activité interféron n’a été détectée
dans le sérum des animaux des différents
groupes.

Inoculation d’épreuve (Tabl. 2)

Une épreuve avec virus IBR vivant est prati-
quée sur des animaux ayant regu soit I'associa-
tion lévamisole-virus irradié, soit le virus irradié
seul. Les résultats, regroupés dans le tableau
2, montrent que I'administration du virus inac-
tivé et de lévamisole prévient la multiplication
du virus IBR lors d'une épreuve avec virus
vivant.

Excrétion de virus IBR dans le mucus nasal

Aucune excrétion de virus IBR n'a été
détectée chez les animaux ayant recu le virus
inactivé par voie intranasale, ni chez les ani-
maux témoins.
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Tableau 2. — Epreuve avec le virus vivant

Groupe 1

six veaux :

inoculés au jour 0 avec du virus IBR irradié par voie intranasale
et avec du lévamisole {5 mg/kg) par voie intramusculaire
au jour 2 avec du lévamisole (5 mg/kg)} par voie intramusculaire
éprouvésau jour 4 avec le virus IBR vivant par voie intranasale

Aucun virus IBR n’est isolé 3 partir du mucus nasal durant les quinze jours qui sui-

vent I'épreuve

Groupe 2

six veaux :

inoculés au jour 0 avec du virus IBR irradié par voie intranasale
éprouvésau jour 4 avec du virus IBR vivant par voie intranasale

Jours aprés |'épreuve

Veau (n®°)

—
N
w
»
(4]

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

DO DBWN =
+H++++
+ 4+ +++
+ 4+ ++++
+ o+t
+ 4+ ++++

+ 40+
++++ 1+
I+ ++
P+

a: + = détection du virus dans le mucus nasal.

Anticorps anti-IBR

L’administration par voie intrasanale du
virus inactivé n’a pas induit la synthése d’anti-
corps neutralisant spécifiquement le virus de
I'IBR dans le mucus nasal, méme en présence
de lévamisole.

Discussion

L’administration de lévamisole par voie
intramusculaire associée & une instillation
intranasale de virus IBR irradié induit I'appari-
tion dans le mucus nasal d'une activité interfé-
ron ; cette activité, fugace (48 h), est entrete-
nue par des réinoculations de lévamisole. Dix
jours apres le début de I'induction, il faut asso-
cier & I'inoculation de lévamisole une nouvelle
instillation de virus inactivé. Ce phénomeéne
est dose-dépendant pour le lévamisole.

Un double signal est nécessaire pour
I'induction locale de l'activité interféron : un
contact de la muqueuse nasale avec du virus
inactivé, et un traitement par voie générale

avec du lévamisole. Plusieurs hypothéses peu-
vent étre proposées pour expliquer ce phéno-
meéne.

Le lévamisole et le virus inactivé peuvent
agir sur deux types différents de cellules, I'un
dans le sang, l'autre dans la muqueuse respira-
toire. Le lévamisole active les monocytes du
sang, et accélére leur migration vers les
muqueuses (Schreiber et Parsons, 1977 ;
Amery, 1978 ; Anderson et al., 1979} ; le virus
inactivé touche directement les cellules de la
muqueuse respiratoire. L'interféron pourrait
étre secrété par les macrophages stimulés par
le |évamisole dans les zones lymphoépithélia-
les de la muqueuse qui a recu le virus irradié.
Ces macrophages stimulés pourraient aussi
amplifier la synthése d’'interféron par les
lymphocytes touchés par le virus.

Le rble des monocytes est souligné par
'activité transitoire du |évamisole sur la
synthése d'interféron. Sil’on veut entretenir la
production d'interféron nasal, il faut répéter
I'administration du lévamisole toutes les 48
heures. Par contre, une seule injection de léva-
misole provoque la maturation du pool de
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lymphocytes T immatures, et il faut trois
semaines pour retrouver des lymphocytes sen-
sibles a l'action du lévamisole (Amery, 1978).
Chez le veau, le lévamisole (7 mg/kg) aug-
mente la réponse des lymphocytes circulant
pendant au moins 5 jours {Le Jan, soumis
pour publication). L’intervention des
lymphocytes T parait peu probable dans la
synthése d’interféron nasal, sauf si elle résulte
d’'une coopération entre lympocytes T et
monocytes activés par le lévamisole. On peut
aussi envisager l'intervention du lévamisole,
ou de ses métabolites, directement sur les cel-
lules de la muqueuse en contact avec le virus.

Enfin le lévamisole ou ses métabolites pour-
raient avoir un effet direct sur les cellules de la
muqueuse : on sait que le lévamisole aug-
mente le métabolisme cellulaire, et particulié-
rement les arrangements microtubulaires
(Symoens et Rosenthal, 1977). Les cellules qui
ont subi I'action du lévamisole répondraient de
facon intense et persistante au virus irradié.

Une caractérisation de l'interféron induit dans
le mucus nasal, et particuligrement de ses pro-
priétés biologiques, donnera une premiére
indication sur les cellules impliqguées dans sa
synthése : interféron de type 1 produit par des
cellules épithéliales, ou interféron de type 2,
lymphokine produite par les cellules lymphoi-
des activées.

Les veaux qui produisent de l'interféron
dans leurs voies respiratoires résistent a une
inoculation d’'épreuve avec du virus infectieux.
Nous avons appliqué cette méthode sur le ter-
rain. Pour des raisons pratiques, nous avons
administré le lévamisole par voie buccale. Les
résultats obtenus sur plus de 3000 veaux mon-
trent I'efficacité de la protection dans les lots
traités : I'incidence des maladies respiratoires
d’allure contagieuse est nettement diminuée
au cours des trois premiéres semaines de la
vie.

Accepté pour publication, le 18 juin 1980.

Résumé

La maladie respiratoire du veau pourrait avoir une origine non spécifique : la flore du tractus res-
piratoire ne devient pathogéne que si I'animal subit des agressions qui diminuent les capacités de
défense de la muqueuse respiratoire. L'administration simultanée de virus IBR irradié par voie
nasale et de lévamisole par voie générale induit une protection qui se manifeste par I'apparition
d’interféron dans le mucus nasal. Cette protection est évaluée expérimentalement par une
épreuve avec du virus IBR infectieux. Sur le terrain, la maladie respiratoire perd son allure conta-
gieuse chez les veaux traités.
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