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	Titre scientifique du projet
	

	Titre non-technique du projet
	Caractérisation des étapes précoces de l'infection pulmonaire par Brucella melitensis chez la souris

	Date d'autorisation du projet par la commission d'éthique
	14/02/2019

	Durée du projet (date de début et de fin)
	01/03/2018 au 31/12/2021

	Le projet fera l'objet d'une analyse rétrospective (oui/non) et dans quel délai
	Oui. Au terme du projet.

	Mots Clés (maximum 10 mots / 
100 caractères)
	Infection pulmonaire, Brucella melitensis

	Objectif du projet
	

	 
	Recherche fondamentale : oui
Recherches translationnelle ou appliquée : non
Test réglementaire et production de routine : non
Protection de l'environnement naturel dans l'intérêt de la santé ou du bien-être de l'homme ou de l'animal : non
Conservation des espèces : non
Enseignement supérieur ou  formation : non
Enquête médicolégale : non
Maintien de  colonies d'animaux génétiquement modifiés, non utilisés dans d'autres expériences : non
Maintien de  colonies d'animaux génétiquement modifiés, non utilisés dans d'autres expériences : non

	Décrivez les objectifs du projet (par exemple, les inconnues scientifiques ou les nécessités scientifiques ou cliniques concernées) (1000 caractères maximum)
	Les bactéries Brucella sont responsables de la brucellose. Notre équipe a développé et caractérisé un modèle d’infection intranasale par Brucella chez la souris. Dans celui-ci, les macrophages alvéolaires (MAs) sont les principales cellules pulmonaires infectées. Nous avons observé que seuls 5 à 15% des MAs infectés sont permissifs à B. melitensis et responsables de l'établissement d'une infection chronique. L’objectif de ce projet est de comprendre comment Brucella parvient à se multiplier dans une fraction des MAs infectés. Nous voulons (i) identifier les compartiments intracellulaires envahis par Brucella par microscopie électronique, (ii) établir par séquençage ARN (RNA-seq) le profil ARN des MAs contrôlant ou ne contrôlant pas l’infection, (iii) identifier par Transposon Sequencing les gènes bactériens indispensable à l'infection.

	Quels sont les avantages potentiels susceptibles de découler de ce projet (quelles avancées de la la science pourraient-elles être attendues ou comment les humains, les animaux ou les plantes pourraient-ils  bénéficier du projet)? (1000 caractères maximum)
	La brucellose est l’une des zoonoses les plus répandues. Son impact en santé publique ainsi qu’en économie est particulièrement forte dans les zones où elle est endémique.

Aucun vaccin efficace et sans danger n’est actuellement disponible pour l’homme.

Une meilleure compréhension des étapes précoces de l'infection pulmonaires par Brucella pourrait permettre le développement de thérapies plus efficaces de la brucellose ou aider à la sélection de nouveau candidats vaccins.

	Quelles sont les espèces animales qui seront utilisées ?
	Mus musculus (souris)

	Quel est le nombre maximal d'animaux ?
	2400

	Dans le contexte de ce qui est fait aux animaux, quels sont les effets  négatifs attendus sur les animaux, le niveau de gravité probable ou attendu  et le sort des animaux?
	L’infection par Brucella melitensis chez les souris wild type est asymptomatique.

Le niveau d'inconfort attendu durant l'expérience est estimé comme léger.

Les animaux sont euthanasiés en fin d’expérience.

	Application des3Rs
	

	1. Remplacement (1000 caractères maximum)
	

	Indiquez pourquoi des animaux doivent être utilisés et pourquoi des alternatives n'utilisant pas d'animaux ne peuvent être utilisées
	L'objectif de cette recherche est de mieux comprendre la réponse immunitaire pulmonaire précoce contre les pathogènes intracellulaires comme Brucella melitensis. Il est impossible de reproduire la complexité et les conditions physico-chimiques d'un poumon in vitro.
De plus, la réponse immunitaire implique le système immunitaire, c'est à dire un ensemble complexe de cellules, localisées dans différents organes (ganglion, rate, etc.) dont l’interaction doit être étudiée dans son contexte physiologique, c’est-à-dire in vivo.
L’article ci-dessous décrit bien la nécessité de réaliser des études in vivo lors d’un projet comme le nôtre : Fundamentals of host immune response against Brucella abortus : what the mouse model has revealed about control of infection. Baldwin et al. Vet. Microbiol. 2002.

	2. Réduction  (1000 caractères maximum)
	

	Expliquez comment l'utilisation d'un nombre minimum d'animaux est garantie
	Ce projet nécessite la réalisation d'analyses par microscopie électronique à transmission (TEM), par Transposon Sequencing (TnSeq) et par RNAseq. Le nombre d'animaux est donc dicté par le nombre de conditions à analyser et la purification d'une quantité suffisante de cellules de type macrophages alvéolaires (principales cellules infectées par Brucella) pour réaliser un culot de cellules analysable en TEM, extraire assez d'ARN de macrophages alvéolaires pour une analyse RNA seq ou une diversité suffisante de bactérie pour une analyse Tn-Seq. Ces méthodes ont déjà été optimisées et sont bien maitrisées par notre équipe.

Un compte rendu et une réunion après chaque expérience seront prévus pour ajuster le nombre d'animaux à utiliser lors de l'expérience suivante.

	3.Raffinement  (1000 caractères maximum)
	

	Expliquez le choix des espèces animales et pourquoi le(s) modèle(s) animal(aux) utilisé(s) sont les plus raffinés, eu égard aux objectifs scientifiques
	La souris est l'animal de référence pour l’analyse en laboratoire de la brucellose et les connaissances physiopathologiques de cet animal sont très bonnes. De plus, nous avons accès à des souris de différentes lignées présentant une susceptibilité différente à l’infection. L'infection par Brucella n'induit aucun signe de morbidité chez la souris.


	Expliquez les mesures qui seront prises pour minimiser les effets négatifs sur le bien-être des animaux (douleur, souffrance, inconfort ou dommages permanents).
	Le niveau de douleur infligé à l’animal est limité, l'infection étant réalisée sous anesthésie (Xylazine/Kétamine) et Brucella n'induisant aucun modification comportementale ou symptômes chez la souris dans le délai des expériences.

L'administration d'un antidouleur a généralement pour effet de perturber la réponse immunitaire.

Des mesures générales sont prises pour assurer le bien-être des animaux : surveillance quotidienne à l’aide de grille d’évaluation des signes cliniques, change de cage hebdomadaire, eau et nourriture à volonté, enrichissement, formation du personnel pour la manipulation. . + grille de scores ?





