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TITLE

Characterization of particles exhaled by pigs infected with a swine influenza virus

ABSTRACT

The main objective of this experimental work is the physical and biological characterization of the exhalations
of pigs infected by a swine influenza virus. These experiments are conducted at the ANSES site of Ploufragan-
Plouzané-Niort in the experimental animal house of biosafety level A3. An experimental bench has been
developed to isolate, collect and characterize respiratory emissions. The technical description of the bench,
the experimental procedure used and preliminary results of physical characterization are presented.

RESUME

L’objectif principal de ce travail expérimental est la caractérisation physique et biologique des exhalaisons de
modeles porcins infectés par un virus influenza porcin. Ces expérimentations sont conduites sur le site de
Ploufragan-Plouzané-Niort de TANSES dans I'animalerie expérimentale de niveau de biosécurité A3. Un banc
expérimental a été développé de maniére a pouvoir isoler, collecter et caractériser les émissions respiratoires.
La description technique du banc, la procédure expérimentale employée ainsi que des résultats préliminaires
de caractérisation physique sont présentés.
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1. INTRODUCTION

Cette présentation s’inscrit dans le cadre d’un programme de recherche sur le risque pandémique dans les
environnements béatis. Porté par un consortium pluridisciplinaire, Institut Pasteur, UPEC-CERTES, ANSES,
CSTB, IUCP Québec, I'enjeu scientifique de ce programme est de mieux appréhender les mécanismes de
transmission des aéropathogénes.

En France et a l'international, de nombreuses équipes ont ceuvré pour modéliser le transport et I'exposition
des occupants des environnements intérieurs a I'aérosol de Sars-Cov-2. Pour autant, quels que soient le
niveau de raffinement et I'approche retenue, ces travaux manquent toujours cruellement de données
expérimentales relatives au terme source pour affermir leur projection et proposer, le cas échéant, une
évaluation robuste du risque de transmission aéroportée.

La littérature montre I'existence d’'un corpus de recherches sur les maladies humaines transmises par voie
aérienne axé sur I'étude des événements "expiratoires". Il est démontré que les activités modérées (respiration
normale, parole), violentes (toux, éternuement) ou intermédiaires (cri, chant, respiration forcée...), produisent,
une quantité importante de particules dont le nombre, le volume et la proportion par taille sont variables
(Bourouiba et al., 2014; Chao et al., 2009; Dhand & Li, 2020; Lindsley et al., 2013; Morawska et al., 2009; S.
Yang et al., 2007). Ces particules peuvent héberger une variété d'agents pathogénes respiratoires, dont le
virus de la rougeole (Liljeroos et al., 2011), les vrius de la grippe (virus influenza) (Yan et al., 2018), ainsi que
Mycobacterium tuberculosis (Fennelly et al., 2012).

Concernant la caractérisation des particules émises par les animaux, des travaux menés de maniére
expérimentale ou en conditions réelles montrent que le virus de la fievre aphteuse, de la maladie d’Aujeszky
ou de l'influenza porcin sont détectés dans différentes gammes de tailles de particules et que cette distribution
varierait selon le temps post-infection (Alonso et al., 2015; A. Donaldson et al., 1983; A. |. Donaldson et al.,
1987; Gloster et al., 2007). Cependant, il faut noter que les données disponibles sont peu nombreuses.

L'objectif principal de ce travail expérimental est la caractérisation physique et biologique des exhalaisons de
porcs infectés par un virus influenza porcin. Ces expérimentations sont conduites sur le site de Ploufragan-
Plouzané-Niort de TANSES dans I'animalerie expérimentale de niveau de biosécurité A3 (agrément E-22-745-
1). Un banc expérimental a été développé de maniére a pouvoir isoler, collecter et caractériser les émissions
respiratoires. La description technique du banc, la procédure expérimentale employée ainsi que des résultats
préliminaires de caractérisation physique sont présentés.
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2. DESCRIPTION DU BANC ET PROCEDURE EXPERIMENTALE

Le banc expérimental développé pour cette étude a été dimensionné et caractérisé préalablement (Boulbair
et al., a paraitre). Il est composé d’'une enceinte ventilée (volume 17 dm?3) permettant la collecte et la
caractérisation des émissions respiratoires du modele animal étudié (Figure 1). Cette enceinte est fabriquée
en PVC souple, antistatique et transparent (Société SECUROTEC). Elle est composée de deux cylindres reliés
par un cone tronqué de 15 cm de hauteur. Le cylindre supérieur (21 cm de diamétre et 35 cm de hauteur) est
composé d’une ouverture circulaire permettant I'introduction du groin de I'animal. Cette ouverture est associée
avec un systéme de contention gonflable qui permet d’assurer I'étanchéité autour du groin. Le cylindre inférieur
(9 cm de diamétre et 20 cm de hauteur) est connecté via un cdne tronqué a un Aerosol Particle Sizer (APS
TSI 3321), pour la caractérisation physique des exhalaisons (concentration et tailles des particules), un
BioSampler et un impacteur multi-étages SIOUTAS, pour la caractérisation biologique dans celles-ci (détection
du virus influenza porcin et domaines de tailles dans lesquels le virus est détecté). En complément de ces
mesures, les composés organiques volatils (COVs) diffusés dans le banc sont adsorbés a l'aide d’un tube
Tenax connecté a un systeme déprimogéne (pompe BIOGUESS). Cette mesure a pour objet d’identifier

d’éventuels marqueurs biochimiques de I'infection virale.
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La ventilation de I'enceinte est assurée par l'introduction d’un air filtré a 'amont du cylindre supérieur. L’air
circule au travers d’un diffuseur placé au-dessus de la zone d’exhalaison animale. La température et 'humidité
relative a l'intérieur de I'enceinte sont mesurées a l'aide d'un thermohygrométre et la variation de pression
suivie a l'aide d’'un manométre a colonne liquide. Ce dernier est aussi utilisé pour estimer la fréquence
respiratoire de I'animal.

Neuf porcs ont été suivis au cours d’'une campagne de mesures réalisée en octobre 2022 : un lot de 3 animaux
de référence non contaminé et 1 lot de 6 animaux infectés par un virus influenza porcin. Ce lot a été inoculé
le 3 octobre 2022 et les exhalaisons collectées a J+1, J+3, J+10 et J+17 post-inoculation. Pour ces
manipulations, nous avons confectionné deux bancs identiques : un a destination des animaux infectés et
l'autre pour le lot de référence.

Concernant la procédure de collecte employée, les exhalaisons ont été étudiées pendant 10 minutes. Il s’agit
d’'une durée qui a été décidée a la suite d'une primo campagne de mesures permettant notamment de limiter
le stress de I'animal.

Un exemple d’'une procédure de caractérisation sur 1 lot est présenté en figure 2 avec la mesure en
concentration de I'ensemble des particules de 0.5 a 20 ym au cours de I'expérimentation. La premiere plage
de mesure concerne la vérification du blanc en termes particulaire et biologique avec la réalisation d’'une
premiére biocollecte. Ensuite, avant I'introduction du groin de I'animal, le banc est a nouveau ventilé et une
nouvelle vérification du blanc particulaire réalisée. Puis sur trois plages de temps de 10 minutes, les
exhalaisons biologiques des animaux sont collectées.

Dans I'exemple présenté, la concentration particulaire au cours du temps prend des allures différentes selon
l'activit¢ de l'animal avec des pics de concentrations maximales enregistrées de : 6,7.10%, 8,6.10% et
1,15.108 particules.cm 3.
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Figure 2. Exemple de I'évolution de la concentration en particules pour un lot de 3 animaux, comportement
calme du porc 1, porc 2 agité pendant les 5 derniéres minutes, porc 3 agité avec grognement sur 'ensemble
des 10 minutes de mesures.
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