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La plus grande gloire n’est pas de ne jamais tomber,
mais de se relever a chaque chute

Confucius

On ne fait jamais attention a ce qui a été fait;
on ne voit que ce qui reste a faire

Marie Curie

Few are those who see with their own eyes and feel with their own hearts

Albert Einstein
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RESUME

La production porcine joue un role trés important dans [’économie et
’alimentation de nombreux pays. En 2010, environ 1 billion de porcs ont été produits
a une échelle mondiale. Cette intensification de 1’élevage rend de plus en plus
difficile le maintien d’une biosécurit¢ optimale et démontre 1’importance de
développer des vaccins efficaces contre les pathogénes porcins. Les vaccins
conventionnels sont & base d'organismes entiers vivants atténués ou inactivés par un
processus chimique. Toutefois, un regain de la virulence pour les premiers types de
vaccins, résultant alors en des maladies au lieu de la protection espérée, ou encore un
processus inapproprié d'inactivation et une réponse immunitaire faible pour les
deuxiémes sont d'autant d'inconvénients importants auxquels les intervenants en santé
animale et les éleveurs sont confrontés. Le développement de nouvelles stratégies
vaccinales est donc nécessaire afin de contrecarrer les inconvénients liés a
’utilisation des vaccins conventionnels.

Parmi les virus affectant les troupeaux porcins, le virus du syndrome reproducteur
et respiratoire porcin (« Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus »,
PRRSV) demeure celui qui représente le plus gros défi. En effet, bien que le PRRSV
soit bien caractérisé et que des outils de controle aient été mis en place, les infections
par le PRRSV sont répandues dans le monde entier et les éclosions sont récurrentes.
Les vaccins disponibles actuellement sur le marché ne permettent pas d’assurer une
protection optimale et sécuritaire. Dans la premiere partie de cette thése, nous avons
proposé une alternative aux procédures vaccinales utilisées jusqu’a maintenant. Cette
procédure, basée sur l’induction d’une immunité mucosale et systémique, est
totalement innovatrice pour le contrble du PRRSV. Pour cela, des vaccins sous-
unitaires a base d’adénovirus recombinant (rAdVs) réplicatifs mais non disséminatifs
ont été générés afin d’exprimer des protéines d’intérét du PRRSV. Ces protéines
étaient la protéine de matrice M et la glycoprotéine d’enveloppe GP5 qui est porteuse
des épitopes neutralisants majeures. Différentes mutations ont été également
introduites dans la GP5 (GP5m) afin d’augmenter la réponse immunitaire induite.
Une stratégie de vaccination combinatoire rAdV/protéine recombinante GP5 (rGP5) a
aussi été testée. Nos différentes stratégies de vaccinations ont permis de générer une
réponse immunitaire spécifique chez le porc, la stratégie combinatoire rAdV/rGP5
permettant d’induire la meilleure réponse en anticorps. Cependant, suite & une
infection expérimentale, les animaux ayant regu une vaccination a base de rAdVs co-

exprimant les protéines M et GP5m sont ceux chez lesquels la virémie était la plus
faible.
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La deuxiéme partie de cette these a consisté a développer des vaccins bivalents
ciblant trois pathogénes impliqués dans une entité clinique appelée complexe
respiratoire porcin. Ces trois pathogénes étaient le PRRSV, le circovirus porcin de
type 2 (PCV2) associé principalement au syndrome de dépérissement post-sevrage
(SDPS) et Mycoplasma (M.) hyopneumoniae qui est 1’agent de la pneumonie
enzootique. Des vaccins a base de rAdVs non réplicatifs ont été développés afin
d’exprimer des protéines d’intérét de chacun des pathogénes. Ces protéines sont la
GP5 du PRRSV, la protéine de capside (Cap) du PCV2 et la portion C-terminale de la
protéine d’adhésion P97 (P97¢) de M. hyopneumoniae. 1.’immunisation de souris par
voie intramusculaire a permis de démontrer la capacité de ces différents vaccins
bivalents a générer une réponse en anticorps spécifiques a chacun des antigénes. De
plus, la P97c, lorsque fusionnée avec les protéines Cap ou GP5, a permis d’augmenter
la réponse en anticorps dirigés contre ces protéines virales suggérant un effet
immunopotentiateur de la P97c.

En conclusion, ces travaux ont permis de démontrer ’efficacité d’une nouvelle
stratégie vaccinale pour lutter contre le PRRSV et I’immunogénicité de vaccins
bivalents contre des pathogénes d’importance chez le porc. De plus, ils suggerent que
la protéine P97¢c de M. hyopneumoniae pourrait avoir un effet adjuvant.

Mots clefs: Virus du Syndrome Reproducteur et respiratoire porcin, Circovirus
Porcin, Mycoplasma hyopneumoniae, adénovirus recombinant, protéines M et GP5,
Cap, P97c, réponse immune, porc, souris.




PROBLEMATIQUE

Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin (« Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrom », PRRS) est apparu a la fin des années 1980 en Europe et en
Amérique du Nord (Keffaber, 1989). Depuis la maladie s’est propagée a travers le
monde pour devenir 'une des infections les plus sérieuses de I’industrie porcine
mondiale, provoquant des pertes économiques trés importantes. Ces pertes ont été
estimées en 2011 & 664 millions de dollars par an pour les Etats-Unis (Holtkamp et al.,
2012). Le PRRS est caractérisé par des troubles respiratoires sévéres (pneumonie),
principalement chez les porcelets, ainsi que par des désordres reproducteurs chez les
truies (avortement, diminution du nombre de porcelet), impliquant ainsi un manque a
gagner important pour les éleveurs (Rossow, 1998). L’agent causal de la maladie est
le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (« Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome Virus », PRRSV) qui appartient a la famille des Arteviridae de
’ordre des Nidovirales (Snijder et Meulenberg, 1998). De nombreuses recherches ont
permis d’améliorer nos connaissances sur cette infection, ce qui a résulté au
développement de différents tests de sérodiagnostic, de mesures préventives contre la
propagation du virus et de vaccins vivants atténués ou inactivés (Charerntantanakul,
2012). Cependant, le PRRSV représente toujours une menace sanitaire et économique
pour les élevages indemnes ainsi que pour les élevages infectés chez lesquels
s’installe une infection de nature enzootique. Le développement d’un vaccin
sécuritaire capable d’induire une protection immunitaire optimale reste encore une

des clefs afin d’enrayer la maladie.

Les premiére et deuxiéme parties de cette étude ont pour objectif de proposer une
alternative innovatrice aux procédures vaccinales jusqu’alors utilisées pour contrer le
PRRSV. En effet, jusqu’a ce jour les différentes approches expérimentales (vaccins a

ADN, vecteurs viraux) ont été basées sur I’induction d’une réponse immunitaire
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systémique. Bien qu’elles aient permis d’induire une réponse immunitaire cellulaire
et humorale, ces stratégies n’ont pas prévenu I’infection (Cruz et al., 2010). Etant
donné que le PRRSV induit une pathologie principalement aprés son interaction avec
les muqueuses du tractus respiratoire, notre premiére hypothése est donc que
I'immunisation de porcs par voie parentérale (intramusculaire) et mucosale
(intranasale) devrait permettre d’induire une réponse immunitaire optimale. Notre
deuxiéme hypothése est que [’utilisation d’adénovirus recombinants humain de
sérotype 5, réplicatifs mais non disséminatifs comme vecteurs vaccinaux devrait
permettre une bonne production de nos antigénes aux sites d’intérét. Le choix de la
glycoprotéine d’enveloppe 5 (GPS) et de la protéine de matrice (M) du PRRSV ainsi
que l’introduction de différentes mutations dans la GPS devraient permettre une
meilleure réponse du systeme immunitaire de I’h6te. La protéine GP5 a été choisie
car elle est porteuse des épitopes neutralisants majeurs du PRRSV (Ostrowski et al.,
2002) alors que la protéine M est associée a une forte réponse cellulaire du systéme
immunitaire (Bautista et al., 1999). De plus, les protéines GPS et M forment des
hétérodimeres permettant de générer une meilleure réponse du systéme immunitaires
que lorsque la protéine GPS est exprimée seule (Jiang et al., 2006b). Cette stratégie
d’immunisation devrait donc permettre de générer une protection optimale contre le

PRRSV.

Parmi les autres pathogénes du porc, le circovirus porcin de type 2 (PCV2) affecte
aussi ’ensemble de la filiere porcine. Le PCV2 est associé principalement au
syndrome de dépérissement post-sevrage (SDPS) mais aussi & d’autres pathologies
comme le syndrome de dermatite-néphrite, le complexe respiratoire porcin et des
troubles de la reproduction. Ces pathologies variées ont été regroupées sous
I’acronyme PCVAD (maladies associées au circovirus porcin de type 2 (Gillespie et
al., 2009). De plus des facteurs secondaires (co-facteurs) augmentent la sévérité de
linfection au PCV2 comme le PRRSV ou Mycoplasma (M. hyopneumoniae
(Ramamoorthy et Meng, 2009). Les infections par M. hyopneumoniae, agent de la
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pneumonie enzootique, sont trés fréquentes. Des vaccins (bactérines) ont été
développés; bien qu’ils protegent lors d’une infection, ils n'éliminent pas
complétement la colonisation des tissus par le pathogeéne ou les lésions de pneumonie
(Chae, 2011). Finalement, I’infection par M. hyopneumoniae augmente la sévérité et
la durée des troubles respiratoires lors d’une co-infection avec le PRRSV. Le
développement de vaccins bivalents contre ces différentes infections serait un atout
pour les éleveurs et les intervenants en santé animale d’un point de vue économique
tout en permettant des manipulations simplifiées chez les animaux pour

I’administration de vaccins.

La troisiéme partic de cette thése avait pour but de développer des vaccins
bivalents pour lutter contre les infections porcines mixtes. Pour cela, des vaccins a
base d’adénovirus recombinants non réplicatifs ont été développés afin d’exprimer
des antigénes de chacun des pathogénes. Pour le PRRSV, la GP5 a été choisie pour
les raisons mentionnées précédemment. Pour le PCV2, la protéine de capside (Cap)
est la protéine la plus immunogénique et est dotée d’une activité neutralisante
(Blanchard et al., 2003). Chez M. hyopneumoniae, la protéine d’adhésion P97 qui
induit des anticorps inhibant l'infectivité du pathogene a été choisie (Okamba et al.,
2007). Cependant, seule la portion C-terminale de la protéine (P97c) sera utilisée car
les régions impliquées dans 1’adhérence du pathogeéne sont situées au niveau de cette
extrémité (Hsu et Minion, 1998a). Dans le contexte d’une étude de preuve de concept,
I’objectif est donc de déterminer, chez la souris, la capacité de vaccins bivalents
exprimant des protéines chimériques & générer une réponse immunitaire spécifique.
Cette approche vaccinale bivalente est toute nouvelle pour lutter contre les

pathogénes porcins décrits ci-haut.




CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Le Virus du Syndrome Reproducteur et Respiratoire Porcin

1.1.1 Historique

Les premiers signes d’une infection par le virus du syndrome reproducteur et
respiratoire porcin (« Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus »,
PRRSV) ont été mis en évidence d’abord en Amérique du Nord en 1989 par Keffaber,
puis en Europe en 1990 (Keffaber, 1989). En 1991, I’agent infectieux a été identifié
lors d’une épidémie aux Pays-Bas et a alors été dénommé virus de Lelystad
(Wensvoort et al., 1991). La présence du PRRSV au Québec a été démontrée pour la
premiere fois en 1992 (Dea et al., 1992). Le PRRSV s’est propagé sur les continents
Américain et Européen durant plusieurs années ainsi qu’a travers les pays asiatiques.
Bien que le PRRSV n’ait été découvert qu’en 1995 en Chine (Chen et al., 2006b), il
s’est répandu trés rapidement avec des pics épidémiques pouvant entrainer des pertes
trés importantes, notamment en 2006 ou 20% des 2 millions de porcs qui ont été
infectés sont décédés trés rapidement (Tian et al., 2007). Depuis son apparition, ce
syndrome a regu plusieurs appellations dont entre autre maladie mystérieuse du porc,
maladie des oreilles bleues, "reproductive failure syndrome", "porcine endemic
abortion and respiratory syndrome (PEARS)", "swine infertility and respiratory
syndrome (SIRS)", syndrome dysgénique et respiratoire porcin. L’appellation
aujourd’hui reconnue par 1’organisation mondiale de la santé animale (OIE) est
Syndrome Reproducteur et Respiratoire Porcin (« Porcine Reproductive and

Respiratory Syndrome », PRRS).




1.1.2 Prévalence et impact économique

Le PRRS est une maladie endémique a travers tous les pays producteurs de porcs
(Cho et Dee, 2006). Cependant, d’aprés des données de ’OIE datant de 2008,
I’ Australie, la Nouvelle-Zélande, la Norvege, la Finlande, la Suéde et la Suisse sont
encore indemnes de cette infection. Les pertes économiques associées au PRRSV
sont treés importantes. Elles ont été estimées en 2011 & 664 millions de dollars par an
aux Etats-Unis (Holtkamp et al., 2012) et & 150 millions de dollars pour I’industrie

porcine canadienne dont 40 a 50 millions de dollars pour le Québec (Sirois, 2007).

1.1.3 Hote naturel et mode de transmission

Les porcs et les sangliers sont les seuls animaux connus pour développer une
infection naturelle due au PRRSV (Albina, 1997a). La transmission du virus peut se
faire par voie directe ou indirecte (Figure 1.1).

v Mode de transmission directe : la voie de transmission principale du virus est

le contact direct entre les animaux, notamment par I’interaction du virus avec les
muqueuses du tractus respiratoire. Le virus se retrouve dans de nombreuses
excrétions et secrétions des porcs contaminés comme le sang, le sperme, la salive, les
feces, les aérosols, le lait et le colostrum. Le PRRSV peut aussi se transmettre
verticalement vers le milieu et la fin de la gestation (Wills et al., 1997).

v Mode de transmission indirecte : les matériaux contaminés tel que les bottes,

les blouses et les seringues peuvent étre a 1’origine de la transmission de la maladie.
Le transport des animaux dans des véhicules non nettoyés correctement est aussi une
source potentielle de contamination (Pitkin et al., 2009a). Les insectes comme
certains moustiques (dedes vexans) ou mouches (Musca domestica) seraient
également capables de transmettre la maladie bien qu’ils ne soient pas reconnus

comme des vecteurs biologiques (Cho et Dee, 2006; Pitkin et al,, 2009a). La
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transmission entre les fermes via des aérosols a aussi été démontrée (Cho et al., 2007;

Dee et al., 2009; Pitkin et al., 2009b).

Infraction a la Insectes

biosécurité \ /
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Transport
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Figure 1.1: Représentation graphique des causes probables d’infection au
PRRSV.

Le diagramme suivant représente le pourcentage de chacune des sources probables
d’infection par le PRRSV. Figure adaptée de (Torremorell et al., 2004).

1.1.4 Période d’incubation

La période d’incubation varie en fonction de la virulence de la souche mais aussi
selon la voie d’infection et la quantité de virus qui infecte ’animal. Les premiers
signes cliniques apparaissent en général aprés une période qui varie entre 3 & 37 jours
(Dea et al., 1992). Par inoculation expérimentale, la plupart des animaux sont

malades aprés seulement trois a quatre jours d’incubation.

1.1.5 Signes cliniques

La nature et la gravité des signes cliniques varient selon la race, I’dge, le sexe, la
souche de virus et sont variables dans le temps. Les signes cliniques peuvent étre
séparés en deux composantes, une composante sur la reproduction et une composante

respiratoire.
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v Les troubles de la reproduction: ils se caractérisent par des mises-bas
prématurées ou un allongement anormal du temps de gestation, et par des
avortements qui peuvent se produire tardivement (aprés 90 jours de gestation). Les
portées affectées sont composées en partie de porcelets chétifs et de porcelets mort-
nés, en plus des cas de momifications feetales et de feetus partiellement autolysés. Les
porcelets infectés a la naissance développent entre autres des signes sévéres de
dyspnée, de I’inappétence et de la diarrhée. Le passage transplacentaire du virus se
fait principalement en fin de gestation. Les signes cliniques des truies en gestation
peuvent étre de la fievre, de ’anorexie, un état léthargique, une pneumonie, une
agalactie ou bien il peut n’y avoir aucun symptdme (Rossow, 1998).

v Les troubles respiratoires : ils se caractérisent par une augmentation de la

température corporelle (généralement inférieure a 42°C), de la toux, des éternuements
et de la dyspnée dus & une pneumonie (Albina, 1997b). Le manque d’oxygéne causé
par la détresse respiratoire peut provoquer une cyanose au niveau des oreilles, du
ventre et des extrémités. Les paupiéres sont enflées et on observe un écoulement
oculaire aqueux. Les difficultés respiratoires entrainent aussi une diminution de la
prise de poids et une augmentation de la mortalit¢ (Wensvoort, 1993). Les souches
nord-américaines semblent provoquer plus de problémes respiratoires que les isolats

européens. Certains isolats finalement ne provoquent pas de troubles respiratoires.

1.1.6 Lésions

Les lésions provoquées par une infection par le PRRSV sont aussi nombreuses et
variées. Ces 1ésions ne sont pas toutes présentes chez un méme individu et I’incidence
Iésionnelle dépend de la virulence de la souche (Albina, 1997b).

v Lésions de I’appareil respiratoire : au niveau des macrophages alvéolaires, la
réplication lytique du virus entraine une lésion inflammatoire de type pneumonie
interstitielle. Des atteintes multifocales sont observées au niveau des lobes antérieurs

des poumons (Dea et al., 1992) avec infiltration des cloisons alvéolaires par des
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macrophages, des lymphocytes et éventuellement des polynucléaires neutrophiles
(Collins et al., 1992). Dans certains cas, ces lésions peuvent s’accompagner d’une
accumulation dans la lumiére alvéolaire d’exsudats séro-protéiques, de macrophages
et de débris cellulaires ainsi que par une hyperplasie cellulaire & pneumocytes de type
I (Albina, 1997b). Les 1ésions sont plus invasives avec les souches nord-américaines
qu’avec les souches européennes (Rossow et al., 1994).

v Lésions sur ’appareil reproducteur: le PRRSV provoque des 1ésions au niveau

du placenta. Les placentas prennent une coloration grisitre et des micro-séparations
des couches épithéliales sont observées. Dans ces zones de micro-séparations, les
cellules épithéliales se nécrosent et desquament (Stockhofe-Zurwieden et al., 1993).
Des lésions de nature hémorragique au niveau du cordon ombilical ont également été
observées. L’inflammation de 1’endomeétre et du myométre est caractérisée par une
infiltration de lymphocytes, de plasmocytes et de macrophages (Lager et Halbur,
1996).

1.1.7 Persistance

Une infection persistante est une des caractéristiques des virus de la famille des
Arteviridae. La durée de persistance du PRRSV a été documentée dans de
nombreuses études mais les résultats sont trés variables. De nombreux facteurs
comme l’dge du porc lors de [Dinfection et la dose infectieuse influencent
probablement la virémie (Van Reeth, 1997). Dans la plupart des expériences, il faut
en moyenne 4 a 9 semaines pour que le systéme immunitaire élimine le virus du sang
circulant. Le virus persiste également dans les poumons, les ganglions lymphatiques
médiastinaux et les amygdales (Albina, 1997b). Certains auteurs ont montré que le

virus pouvait étre réexcrété plus de 14 semaines aprés I’infection (Albina et al., 1994).



1.1.8 Diagnostic

Le diagnostic d’une infection par le PRRSV peut se faire de différentes fagons. Il
peut étre basé sur 1’observation de signes cliniques typiques ou 1’apparition d’une
séroconversion. Différents tests diagnostiques du PRRSV sont actuellement
disponibles : les plus utilisés sont les tests d’ELISA IDEXX, la détection par
immunofluorescence indirecte, I’isolement viral, I’immunohistochimie sur coupe de
tissu, la détection par RT-PCR et le séquengage de I’ORFS5 (« Open Reading Frame »)
(Rossow, 1998).

1.1.9 Contréle de I’infection

Dans les zones ol la prévalence est faible, des mesures de contrdle peuvent étre
proposées comme des mesures sanitaires en renforgant les bonnes pratiques d’élevage,
notamment dans le domaine de ’hygi¢ne. Dans les zones fortement infectées, il y a
peu de chance de parvenir a éliminer I’infection sans vaccin. Différents vaccins
existent a I’heure actuelle sur le marché qui sont soit des vaccins vivants atténués, soit
des vaccins inactivés (Charerntantanakul, 2012). Les vaccins les plus couramment
utilisés sont énumérés dans le tableau 1.1.

Cependant, les vaccins actuels ne proposent pas une protection optimale ou
comportent des risques. En effet, bien que les vaccins vivants atténués permettent une
protection sur le long terme, ils présentent un risque de réversion de la virulence
(Madsen et al., 1998). Les vaccins inactivés sont plus sécuritaires mais ils induisent

une protection moins efficace (Nielsen et al., 1997; Scortti et al., 2007).
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Tableau 1.1: Exemples de quelques vaccins commerciaux contre le PRRSV

Ingelvac® PRRSV MLV |Boehringer Souche nord-américaine VR2332
Ingelvac® PRRSV ATP |Boehringer Souche nord-américaine atypique parente de la souche JA142
Vivant  |Amervac PRRSV® Hipra Souche européenne VPO46BIS
atténué  [|Porcilis PRRSV® MSD Animal Health |Souche européenne DV
ReproCyc® PRRS-PLE |Boehringer Souche nord-américaine VR2332
Pyrsvac-183® Syva Souche européenne All-183
Ingelvac® PRRSVKYV  |Boehringer Souche européenne P120
Inactivé  |Supravac-PRRSV® Hipra Souche européenne
Suivac PRRS-IN Dyntec Souche européenne VD-E1, VD-E2 et VD-AL

1.1.10 Co-infections

Lors d’une infection par le PRRSV, d’autres agents pathogénes peuvent entrer en
interaction. Il a été démontré que les porcs infectés par le PRRSV développent une
prédisposition aux infections par Streptococcus suis (Galina et al., 1994). L’infection
par le PRRSV peut aussi augmenter les effets pathologiques dus & une infection par le
virus de la fiévre porcine (Van Reeth et al., 1996). La diminution des défenses
immunitaires locales et générales engendre une grande fragilité aux autres agents
pathogénes, en particulier aux agents respiratoires viraux comme le virus d’ Aujeszki,
et aux agents bactériens comme Mycoplasma hyopneumoniae, Pasteurella multocida

et Haemophilus parasuis (Van Reeth, 1997).

1.1.11 Taxonomie

Basé sur des similarités au niveau de la morphologie, de I’organisation
génomique, de sa stratégie de réplication et de transcription ainsi que de sa
composition en protéine, le PRRSV a été classé dans la famille des Arterividae et
dans le genre Arterivirus. Les autres membres de la famille des Arterividae sont le
virus de Partérite virale équine (EAV), le virus de I’élévation de la lactate
déshydrogénase de la souris (LDV) et le virus de la fiévre hémorragique simienne

(SHF) (Snijder et Meulenberg, 1998). Tous les membres de cette famille se
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caractérisent par leurs propriétés a se répliquer dans les macrophages et & induire une
infection persistante dans leur hote naturel (Prieto et Castro, 2005). Les membres de
cette famille appartiennent a 1’ordre des Nidovirales avec les Coronaviridae, les
Toroviridae et les Roniviridae (Wissink et al., 2005).

Les souches nord-américaines et européennes différent de part leur virulence, leur
antigénicité et leur propriété génique. Ces différences ont donné lieu & une
classification des souches de PRRSV en deux groupes : le groupe I qui comprend la
plupart des souches européennes est représenté par la souche Lelystad Virus (LV) et
le groupe II qui regroupe la plupart des souches nord-américaines et qui est représenté

par la souche VR2332 (Meng et al., 1995).

1.1.12 Structure de la particule virale

Le PRRSV est un virus & morphologie pléomorphe de forme sphérique a ovale
d’une taille d’environ 50 a 65 nm de diameétre. Il posséde une surface extérieure lisse
composée de quelques complexes protéiques d’enveloppe proéminents (Figure 1.2).
L’enveloppe, composée d’une double couche lipidique, entoure le centre du virion
d’une taille d’environ 39 nm qui est constitué d’une nucléocapside de type hélicoidale

(Spilman et al., 2009).
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Figure 1.2 : Représentation schématique de la particule virale du PRRSV.
Figure adaptée de (Meulenberg, 2000; Music et Gagnon, 2010).
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1.1.13 Organisation génomique et transcription

Le matériel génétique du PRRSV est une molécule d’ARN simple brin de 15 Kb,
de polarité positive et polyadénylé & son extrémité 3°. L’ ARN viral est composé de
neuf cadres de lectures ouverts (ORF) (Albina, 1997b). Les ORF la et 1b, qui
représentent environ 75 % du génome, sont exprimés directement & partir de I’ARN
génomique et codent pour la réplicase virale (Figure 1.3). La traduction de I’ORF1b,
ne contenant pas de site d’initiation de la traduction, est possible grice & deux
éléments trouvés dans la région chevauchante des ORFla/lb : un signal appelé
séquence glissante ou RFS (ribosomal frameshift) qui permet le décalage du cadre de
lecture du ribosome en -1 et en aval, la présence d’une structure en pseudonceud
d’ARN (Meulenberg, 2000; Pasternak et al., 2006). Les ORFs 1a et 1b sont traduits
sous forme de polyprotéines appelées ppla et pplab qui vont étre ensuite clivées par
les protéases virales pour donner les protéines non structurales (nsp) (Fang et Snijder,
2010).
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Figure 1.3: Représentation schématique de l’organisation génomique du
PRRSV.

Le génome du PRRSV est composé de neuf ORFs. Deux ORFs (1a et 1b) codent pour
les protéines non structurales ; 1’élément de saut ribosomal (RFS) permettant la
traduction de I’ORF1b est indiqué par un point noir. Sept ORFs (ORFs 2 a 7) codent
pour les protéines de structure a partir d’'un ensemble d’ARNm sous-génomiques.
Ces ARNm (ARNm sous-génomiques 2 & 7) sont composés en 5’ d’une séquence
leader (boite noire) et d’une séquence de régulation de la transcription ou TRS (boite
blanche). Figure adaptée de (Snijder et Meulenberg, 1998).

Les sept autres cadres de lecture, qui codent pour les protéines structurales, sont
transcrits & partir d’un ensemble d’ARN sous-génomiques co-terminal en 3’
(Meulenberg, 2000). Ces ARN sous-génomiques sont constitués d’une séquence
leader dérivée de I’extrémité 5° et d’un corps qui ne sont pas contigus dans le génome.
La séquence leader fusionne avec le corps par un mécanisme de transcription
discontinue via une séquence conservée de régulation de la transcription (TRS). Le
TRS est constitué de six nucléotides, UUAACC, qui précéde ’ORF et qui est donc
non transcrit (Yoo et al., 2004). Le mécanisme de transcription chez les PRRSV,
comme pour les autres artérivirus, s’articule autour de deux modeles qui s’opposent
dans leur approche mécanistique et qui sont résumés schématiquement sur la figure

1.4. Il est a noter que le modéle de 1’extension discontinue du brin d’ARN- (Figure
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1.4b) tend a supplanter le modéle de la transcription initi€ par la séquence leader

(Figure 1.4a).

Séquence Séquence Séquence
leader TRS TRS
a) C & . LT — ]+ >
3> HI antigéenome _ [] ] -

Com e e

ARNm sous-génomique
Saut du leader

Séquence Séquence Séquence
leader TRS TRS
b) 3 HI anti-géenome I ] -
c 8 HI geénome I1 | +
H 41 :
s’ ‘\/
Saut du corps
ARNIn sous-génomique +

Figure 1.4 : Mécanisme de transcription discontinue du PRRSYV.

a) Modéle de transcription initié par la séquence leader. L’ARN génomique positif
est transcrit en un brin d’ARN négatif ou anti-génome. La polymérase virale initie
ensuite la synthése du brin + & ’extrémité 3’ et produit ainsi la séquence leader et le
TRS. L’ARN polymérase effectue ensuite un saut (saut du leader) au niveau d’une
des copies de la séquence complémentaire au TRS dans 1’anti-génome et réinitie la
synthése de I’ARNm sous-génomique. Bien que les ARNm sous-génomiques soient
polycistroniques (hormis le plus petit), seule I’'ORF en 5’ terminal est traduit.

b) Modéle de transcription basé sur I’extension discontinue du brin d’ARN moins.
Dans ce modéle, I’ARN polymérase initie la synthése d’ARN négatif directement &
partir de ’extrémité 3” de ’ARN génomique. Les ARN naissants ont une séquence
complémentaire au TRS en 3’ qui sert de signal ala polymérase pour effectuer un
saut (saut du corps) au niveau de la séquence du TRS situé & ’extrémité 5° du
génome. Ces ARN négatifs servent alors de matrice pour la transcription des ARNm
sous-génomiques. Figure adaptée de (Pasternak et al., 2006).

La description des protéines portera essentiellement sur les souches nord-américaines.
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1.1.14 Protéines non structurales

L’ORF 1a est traduit directement a partir de I’ARN génomique et code pour une
seule polyprotéine ppla qui va étre clivée au niveau de huit sites différents pour
donner neuf protéines non structurales (nspla, nsplp et nsp2 a nsp8) (Meulenberg,
2000). Les nsp produites a partir de I’ORF 1a possédent une activité protéolytique et
sont responsables du clivage de la polyprotéine pplab ce qui va permettre la
génération de quatre protéines non structurales additionnelles, les nsp9 a 12 (Figure
1.5,

Lanspl est une protéase a cystéine de la famille des papaines (PCP) qui permet le
clivage entre les nspl et 2 grice a deux domaines PCP : PCPa et PCPp. Outre son
activité protéase, la nspl joue un role déterminant dans la synthése des ARN viraux
génomiques et des ARNm sous-génomiques, ainsi que dans la régulation du passage
de la transcription a la traduction (Kroese et al., 2008). Elle est présente au niveau du
cytoplasme et du noyau (Song et al., 2010). La nsp2 est une protéase a cystéine (CP)
qui clive a la jonction entre les nsp2 et 3. 11 a été démontré que la nsp2 du PRRSV
était présente sous différentes isoformes et qu’elle serait impliquée dans la réplication
et la pathogenese du virus (Han et al., 2010). La nsp4 a une activité sérine protéase
(SP) et cible 9 sites de clivages au niveau des régions correspondant aux nsp3-12
(Tian et al., 2009).

La plupart des nsp sont localisées dans la région périnucléaire et y forment un
complexe de réplication. Ce complexe semble ancré dans des structures probablement
dérivées des membranes du réticulum endoplasmique, les vésicules & double
membrane. Etant donné leur hydrophobicité, les nsp2, 3 et 5 sont des candidates
probables pour 1’ancrage du complexe aux membranes (Fang et Snijder, 2010).

Alors que les protéines codées par I’ORF1la sont nécessaires a la régulation de
I’expression des geénes de la réplicase et & ’ancrage du complexe de réplication aux
membranes, les protéines codées par I’ORF1b comprennent des domaines impliqués

dans la réplication et la transcription et qui sont trés conservés parmi les Nidovirus.
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La nsp9 contient un domaine ARN polymérase ARN-dépendant (Meulenberg, 2000) .
La nspl0 comprend un motif ARN hélicase/nucléoside triphosphate ainsi qu’une
région en doigt de zinc qui est impliquée dans la synthése des ARNm sous-
génomiques et la réplication du génome (Bautista et al., 2002). La nspl1 contient un
domaine endoribonucléase spécifique aux résidus U (appelé NendoU pour nidoviral
endonuclease specific for U), caractéristique des nidovirus et similaire a la nsp15 des
Coronavirus (Nedialkova et al., 2009). La fonction de la nspl2 n’a pas encore été

identifiée (Fang et Snijder, 2010).

ORF1a (1463 aa)
1 1 9
I (=] (] ]
nsp la 1P 2 3 4 5678
9 10 1 12
s M e
1 07 mwr I [
ORF1ab (3859 aa)

Figure 1.5 : Représentation schématique des polyprotéines codées par ’ORF 1a
et 1ab.

Les domaines de clivage des polyprotéines en 12 protéines non structurales (nsp) par
des cystéines protéases de la famille des papaines (pcp), des cystéines protéases (cp)
et des sérines protéases (sp) sont représentés. Les sites probables de clivage par les
protéases sont indiqués par des fléches et sont basés sur une comparaison des
séquences avec I’EAV. On peut noter la présence jl’un domaine hydrophobe conservé
(hd), d’un domaine ARN polymérase ARN dépendante (pol), d’un motif ARN
hélicase/nucléoside triphosphatase (hel), d’'un domaine de liaison aux métaux (m) et
d’une séquence terminale conservée en 3’ (ctd). Figure adaptée de (Meulenberg,
2000).
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1.1.15 Protéines structurales

1.1.15.1 Protéines structurales mineures

e La glycoprotéine 2 (GP2)

L’ORF 2 code pour la glycoprotéine GP2a qui est composé de 256 acides aminés
et dont la taille est d’environ 29 a 30 kDa (Murtaugh et al., 1995). Elle contient deux
sites potentiels de N-glycosylation qui ne sont pas essentiels pour I’infectiosité du
virus (Wissink et al., 2004). C’est une protéine membranaire de classe I avec une
séquence signal en N-terminal et une partie C-terminale transmembranaire. Elle
contient deux domaines hydrophobes et elle est incorporée dans la partie
extracellulaire des virions. La GP2a est essentielle a la réplication virale (Welch et al.,
2004).

L’ORF 2 contient aussi un ORF interne 2b (E), qui code pour une petite protéine
d’enveloppe non glycosylée, de 73 acides aminés et d’un poids moléculaire de 10
kDa (Wu et al., 2005). Cette protéine E fonctionnerait comme une viroporine
enchéssée dans I’enveloppe virale. Elle faciliterait la liaison du virus & sa cellule cible

et le relarguage du génome dans le cytoplasme (Lee et Yoo, 2006).

e La glvcoprotéine 3 (GP3)

L’ORF 3 code pour la glycoprotéine GP3 qui est composée de 254 acides aminés
et dont la taille est d’environ 42 & 50 kDa. C’est la protéine la plus fortement
glycosylée avec 7 sites de N-glycosylation (Jiang et al., 2007a). Elle posséde un
domaine fortement hydrophobe en N-terminal. Les 30 premiers acides aminés de la
GP3 constitue une séquence signal qui va étre éliminée lors de la maturation de la
protéine. La GP3 est reconnue pour étre une protéine de structure associée a la
membrane sous forme d’hétérotrimére avec les protéines GP2a et GP4. Pour les
souches européennes du PRRSV, la GP2b s’associerait également & cet hétérotrimére

(Wissink et al., 2005). Cependant, il a été démontré que la GP3 de la souche nord-
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américaine IFA-Klop était une protéine en partie secrétée et non associe a la

particule virale (Gonin et al., 1998; Mardassi et al., 1998).

o La glyvcoprotéine 4 (GP4)

La GP4 est une glycoprotéine structurale mineure de 178 acides aminés et
d’environ 31 & 35 kDa. C’est une protéine membranaire de classe I qui pésséde quatre
sites de N-glycosylation, ainsi que deux séquences trés hydrophobes en N et C-
terminal au niveau des acides aminés 162 a 178 (Lee et al., 2004). Elle possede
¢galement une séquence signal en N-terminal au niveau des acides aminés 1 4 22. La

GP4 est essentielle a 1a réplication virale (Welch et al., 2004).

1.1.15.2 Protéines structurales majeures

¢ La glycoprotéine 5 (GP5)

L’ORF 5 code pour une protéine de 200 acides aminés, avec un poids moléculaire
de 24,5 a4 26 kDa. La GP5 posséde une séquence signal en N-terminal au niveau des
acides aminés 1 a 25, puis un ectodomaine d’environ 35 acides aminés suivi d’une
région hydrophobe avec deux domaines transmembranaires au niveau des résidus 65-
130 et 170-190 ainsi qu’un domaine hydrophile en C-terminal d’environ 70 acides
aminés (Dea et al., 2000). La protéine GP5 posséde plusieurs sites de N-glycosylation
(‘entre 2 et 5 selon les souches) au niveau de son ectodomaine (Dea et al., 2000). La
glycosylation en position N44 est la seule & étre indispensable pour 1’infectiosité du
virus (Ansari et al., 2006b). La protéine GP5 s’associe & la protéine membranaire M
via des ponts disulfures (Mardassi et al., 1996) probablement via le résidu cystéine en
position 9 de la protéine M (Ansari et al., 2006a). La liaison covalente entre la GP5 et
la M semble étre indispensable & I’assemblage des particules virales (Verheije et al.,
2002).

En 2011, il a été démontré I’existence d’une protéine de structure, nommée GP5a,

codé par un ORF alternatif compris dans I’ARNm sous-génomique codant pour la
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GP5. La GP5a est une protéine de 43 a 64 acides aminés incorporée dans la particule
virale. Les porcs infectés par le PRRSV développent des anticorps contre cette

protéine mais son rdle reste & déterminer (Johnson et al., 2011).

e La protéine de matrice (M)

L’ORF 6 code pour la protéine M de 173 acides aminés. C’est une protéine de 18
4 19 kDa qui est non glycosylée avec trois domaines trés hydrophobes dans la région
N-terminale (Dea et al., 2000). La protéine M est une protéine membranaire de classe
III avec un ectodomaine en N-terminal de 16 acides aminés suivi de 3 domaines
transmembranaires et d’un endodomaine de 78 résidus en C-terminal (Mardassi et al.,

1995; Wissink et al., 2005).

¢ La protéine de nucléocapside (N)

L’ORF 7 code pour la protéine de la nucléocapside N. La protéine N est une
protéine d’environ 123 acides aminés avec un poids moléculaire de 14 a 15 kDa ;
c’est une sérine phosphoprotéine basique non glycosylée. Trés abondante, elle
constitue environ 40 % des protéines totales du virion (Wootton et al., 2002). La
protéine N est capable de former des homodiméres par des liaisons covalentes ou non.
Par liaison disulfure, la protéine forme des homodiméres via la cystéine en position
23. Les liaisons non covalentes, qui ont lieu au niveau des résidus 30 a 37,
contribuent & la polymérisation de la protéine N (Wootton et Yoo, 2003). Bien que le
PRRSYV se réplique au niveau du cytoplasme des cellules, une partie des protéines N
se localisent au niveau du noyau et du nucléole. Cette localisation nucléaire serait
impliquée dans la virulence du virus (Pei et al., 2008). Il a donc été suggéré que la
protéine N pourrait jouer le réle de protéine de structure au niveau du cytoplasme et
le rdle de protéine non structurale au niveau du noyau/nucléole (Rowland et Yoo,
2003).




20

1.1.16 Variabilité du virus

Bien que les différentes souches du PRRSV provoquent la méme maladie, les
souches Nord-Américaines et FEuropéennes présentent une grande variabilité
génomique. En moyenne, les séquences des protéines structurales entre les souches
Européennes et les souches Nord-Américaines divergent d’environ 40% (Tableau
1.2) (Murtaugh et al., 1998). Cette variabilité importante suggere qu’il pourrait s’agir
de deux isolats viraux différents provenant d’un ancétre commun (Nelsen et al.,

1999).

Tableau 1.2 : Pourcentages d’identité des protéines codées par ’ORF 2 4 ’ORF
7 de la souche LV avec les autres souches de références (Dea et al., 2000)

ORFs | Protéines VR-2332 |IAF-Klop| CH-1a
USA Canada Chine

2 GP2 63 59 58

3 GP3 60 54 56

4 GP4 70 68 68

5 GP5 55 52 54

6 M 79 81 80

1 N 64 59 60

La protéine M est la protéine la plus conservée (Meng et al., 1995) et la GP5 est la
protéine qui diverge le plus avec seulement 52 & 55% de similarité entre les
prototypes. La plupart des substitutions des acides aminés de la GP5 ont lieu au
niveau de la région hypervariable adjacente a la séquence signal en N-terminal qui
présente les sites de N-glycosylation, ce qui explique la différence de sites potentiels
de N-glycosylation (Tableau 1.3). Avec un pourcentage de similarité de 54 a 60%, la
GP3 est aussi une des protéines les moins conservée entre les deux continents. La

protéine N est relativement bien conservée entre les deux génotypes majeurs (Dea et
al., 2000).
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Tableau 1.3 : Comparaison entre les souches européennes et nord-américaines
dans les nombre d’acides aminés et de sites de glycosylation des différentes
protéines structurales du PRRSV (Dea et al., 2000)

Nombre d'acides Nombres de sites de

aminés glycosylation
Protéines | Europe |Amérique| p,.,,. |Amérique

du Nord du Nord
GP2 249 265 2 2
GP3 265 254 7 7
GP4 183 178 4 4

GP5 201 200 2 2a5

M 173 174 0 0
N 128 123 0 0

1.1.17 Réplication du virus

e Tropisme cellulaire

Le PRRSV se réplique dans les macrophages alvéolaires du poumon, les
macrophages ou les cellules dendritiques des amygdales, des ganglions lymphatiques,
du thymus, de la rate, des plaques de Peyer, du foie, des reins, des glandes surrénales
et du cceur. Il se réplique de préférence dans les macrophages alvéolaires mais peut
aussi se multiplier dans les monocytes circulants. On le retrouve également au niveau
des cellules endothéliales du cceur, des cellules épithéliales de I’appareil respiratoire
et des pneumocytes. Du matériel génétique viral a été retrouvé aussi au niveau de
I’encéphale et de la moelle épiniére, ainsi que dans les testicules, 1’épididyme, la
prostate et les glandes bulbo-urétrales (Albina, 1997b).

In vitro, le virus est capable de se répliquer dans les macrophages alvéolaires
porcins et dans deux lignées issues des cellules MA-104 (cellules épithéliales
embryonnaire de rein de singe vert d’ Afrique) qui sont les cellules MARC-145 et les
cellules CL-2621 (Suarez, 2000).
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o Entrée du virus dans la cellule

Au niveau des macrophages alvéolaires, deux récepteurs ont été identifiés :

v Le premier type de récepteur est un récepteur héparane sulfate glycosamino-
glycane qui est impliqué dans 1’attachement du virus mais probablement pas dans
I’internalisation du virus. La protéine M seule ou complexée avec la GP5 est
probablement impliquée dans 1’attachement a ce récepteur car cette protéine est
capable de se lier a I’héparine qui est un analogue & I’héparane sulfate (Delputte et al.,
2002).

v Le deuxi¢me type de récepteur a la surface des macrophages alvéolaires
porcins est un récepteur porcin a sialoadhésine (pSn). Ce récepteur est essentiel pour
I’internalisation du virus par les macrophages (Vanderheijden et al., 2003). Certaines
études suggerent que la liaison du virus sur les récepteurs de type héparane sulfate
glycosamino-glycane faciliterait la liaison du virus au récepteur de type sialoadhésine
(Delputte et al., 2005).

Cependant ces deux types de récepteur permettent |’internalisation du virus mais
ne permettent pas la décapsidation et la réplication virale. Il a été démontré que le
récepteur scavenger CD163 avec le pSn était nécessaire pour internaliser le virus et
permettre sa réplication dans les macrophages (Patton et al., 2009; Van Gorp et al.,
2008). Les protéines GP2a et GP4 interagiraient avec le CD163 (Das et al., 2010) et
seuls les complexes GP5/M sont capable de se lier aux pSn (Van Breedam et al.,
2010).

Apres D’attachement du virus au récepteur cellulaire, le virus pénétre par
endocytose impliquant 1’apparition de microfilaments cellulaires et la formation de
vésicules & clathrine (voir figure 1.6). Aprés la fusion des vésicules a clathrine avec
’endosome, un pH acide est nécessaire pour permettre la fusion de 1’enveloppe virale
avec la membrane de I’endosome. Des facteurs cellulaires spécifiques des cellules

hotes entrent aussi certainement en jeu pour permettre la fusion entre 1’enveloppe
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virale et ’endosome (Vanderheijden et al., 2003). Apres dégradation de I’enveloppe

virale, la nucléocapside virale est alors relarguée dans le cytoplasme (Suarez, 2000).

e Réplication cytoplasmique

Le virus se réplique au niveau du cytoplasme. Aprés décapsidation du matériel
génétique, I’ARN simple brin positif est directement transcrit par la machinerie
cellulaire. Seul I’ORF 1lab est traduit, produisant entre autre une ARN polymérase
ARN dépendante. Cette derniére synthétise un brin d’ARN négatif complémentaire
de ’ARN génomique. Ce brin d’ARN négatif permet ensuite la synthése de sept brins
positifs d’ARNm sous-génomiques. Tous ces ARNm ont une séquence 3’ commune.
Chaque ARNm est ensuite traduit en protéine, qui subit des modifications post-
transcriptionnelles. Un ARN entier est aussi produit, mais non transcrit, pour servir
de matériel génétique pour la génération suivante de virions.

La protéine M et GPS5 semblent s’accumuler au niveau du réticulum
endoplasmique qui & ce niveau se lient via des ponts disulfures. Ces protéines
interagiraient ensuite avec la protéine N qui est accumulée au niveau du cytosol
essentiellement au niveau de la région périnucléaire. Les vésicules contenant les
nucléocapsides enveloppées seraient transportées vers le Golgi prémédian ou médian
(Figure 1.6). 11 est fort probable que certaines protéines GPS5 terminent leur
glycosylation au niveau de 1’appareil de Golgi et que la protéine de matrice acquiert

sa structure mature (Mardassi et al., 1996).

¢ Bourgeonnement

Le bourgeonnement des particules virales a lieu au niveau de 1’appareil de Golgi.
Le relarguage des particules virales se fait par exocytose ou par lyse des cellules
(Suarez, 2000). Le cycle de réplication du virus dure environ 9 & 12 h et un effet

cytopathique est visible aprés 24 h (Pol et al., 1997).
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Figure 1.6 : Représentation schématique du cycle de réplication du PRRSV.

1. Attachement du PRRSV aux récepteurs cellulaires.

2. Endocytose des particules virales.

3. Synthése du brin d’ ARN négatif par la réplicase virale.

4. Synthése du brin d’ARN positif et des ARNm sous-génomiques.

5. Traduction des ARNm sous-génomiques en protéines.

6. Maturation des particules virales au niveau du réticulum endoplasmique (RE) et de
’appareil de Golgi.

7. Relarguage des particules virales par la cellule.

Figure adaptée de (Snijder et Spaan, 2007).
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1.1.18 Caractéristiques physiques

Les densités du virus sur gradient de sucrose et de chlorure de césium sont
respectivement de 1,14 4 1,3 g/ml et de 1,18 4 1,20 g/ml (Albina, 1997b). Le PRRSV
peut survivre plusieurs mois a des températures de -70°C. Sa durée de vie diminue
avec la température ; il résiste 20 jours & 4°C, 6 jours 221°C,24 h a37°C et 20 min a
56°C (Benfield et al., 1992). La survie du virus & différentes températures est
conditionnée par le pH environnant. A 37°C, la survie du virus est maximale a pH 6.
Lorsque le pH est inférieur & 5,5 ou supérieur a 6,5, le temps de demi-vie est réduit
d’un facteur de 2 (Bloemraad et al., 1994).

1.1.19 PRRSV et immunologie

1.1.19.1 Réponse immunitaire humorale

Les porcs infectés par le PRRSV développent une réponse immunitaire humorale
assez rapidement (Figure 1.7). En effet, la présence d’anticorps dans le sérum est
détectable 1 & 2 semaines apres 1’infection, avec un pic 5 4 6 semaines post-infection
(PI), et une persistance jusqu’a 42 semaines. Les IgM sont d’abord détectés au jour 7
PI, avec un pic 14 a 21 jours PL, puis le taux d’IgM baisse rapidement pour étre
indétectable aux jours 32 a 35. Les IgG apparaissent 11 a 14 jours PI, avec un pic
entre les jours 21 et 28. Les IgG restent détectables pendant plusieurs mois PI
(Loemba et al., 1996). Les IgG de classe 1 apparaissent 5 jours avant les IgG de
classe 2 mais avec un niveau plus faible. Les IgA peuvent étre détectés dans le sérum
au jour 14 PIL, avec un pic au jour 25 PI ils ne sont plus détectables au jour 35 PI
(Labarque et al., 2000). Les premiers anticorps secrétés sont dirigés contre la nsp2 (de
Lima et al., 2006), la nsp1, la protéine N (Johnson et al., 2007) puis contre la protéine
M et enfin contre la GPS (Mateu et Diaz, 2008).
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Figure 1.7 : Séquence des principaux événements viraux et immunologiques
lors d’une infection par le PRRSV.
Le diagramme suivant représente la cinétique de la réponse en anticorps totaux et
neutralisants, ainsi que la production en INF-y et la présence du virus chez le porc
aprés une infection par le PRRSV. Figure adaptée de (Lopez et Osorio, 2004).

Cependant, cette réponse précoce en anticorps ne permet pas une bonne
protection contre ’infection par le PRRSV (Lopez et Osorio, 2004). La réponse
précoce en anticorps non neutralisants semble plutdt avoir un effet positif sur le
développement du PRRSV. En effet, il a été¢ démontré que ces anticorps précoces non
neutralisants augmentaient la réplication du virus dans les macrophages alvéolaires
via I’attachement de complexe virus-anticorps au récepteur Fc des macrophages
permissifs. Ce phénomene est connu sous le nom d’anticorps facilitant (ADE) (Tirado
et Yoon, 2003). Les protéines ciblées par ces anticorps sont la GP5 et la N (Cancel-
Tirado et al., 2004; Pirzadeh et Dea, 1998; Yoon et al., 1996). Cette réponse
humorale en anticorps non neutralisants agirait comme un « Cheval de Troie » pour le

PRRSYV en facilitant sa liaison et son internalisation par les macrophages.
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Les anticorps neutralisants contre le PRRSV n’apparaissent que 4 a 6 semaines
aprés I’infection (Figure 1.7), avec un taux maximal 10 a 12 semaines PI (Albina et
al., 1998b; Meier et al., 2003). Ces anticorps sont principalement dirigés contre la
GPS5 qui contient un épitope neutralisant majeur (Ostrowski et al., 2002; Pirzadeh et
Dea, 1997). Les protéines GP3, GP4 et M contiennent aussi des épitopes neutralisants
(Cancel-Tirado et al., 2004; Meulenberg et al., 1997; Yang et al., 2000). Cependant

ces protéines semblent avoir un role biologique mineur par rapport a la GPS.

L’épitope majeur neutralisant de la GPS, nommé épitope B a été localisé au
niveau des acides aminés 37-45. Une région immunodominante dans 1’ectodomaine
de la GPS a également été déterminée. Il s’agit de 1’épitope A qui induit une forte
réponse en anticorps non neutralisants rapidement apres ’infection (Ostrowski et al.,
2002). Le corps de I’épitope A (entre les acides aminés 27 et 31) est situé sept acides
aminés en amont de 1’épitope B (Figure 1.8). Cet épitope joue le rble d’épitope leurre
et interfere donc avec la réponse immunitaire de 1’épitope B, ce qui résulte en un
délai de la réponse en anticorps neutralisants. Il a été démontré que I’insertion d’un
épitope pan-DR helper T cell (PADRE) entre 1’épitope A et 1’épitope B permettait
d’augmenter I’immunogénicité de 1’épitope B, suggérant que la distance entre
I’épitope A et B permettait une meilleure reconnaissance de 1’épitope neutralisant
(Fang et al., 2006). L’épitope leurre n’est pas la seule fagon au PRRSV d’échapper &
la réponse immunitaire humorale. En effet, la GP5 contient plusieurs sites de N-
glycosylation localisés au niveau ou prés de 1’épitope neutralisant (N34/N44 et N51).
La mutation des sites de glycosylation en N34 et N51 permet d’induire une réponse
en anticorps neutralisants plus rapide et plus efficace. La mutation en N44 est quant a

elle importante pour I’infectiosité du virus (Ansari et al., 2006b).
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Figure 1.8 : Représentation schématique de la GP5 du PRRSV.

Représentation de la GP5 de la souche IAF-Klop du PRRSV, la position de 1’épitope
leurre et de 1’épitope neutralisant ainsi que des différentes N-glycosylation sont
indiquée sur le schéma.

L’apparition rapide d’un titre assez élevé en anticorps neutralisants semble étre
1’une des clefs pour permettre une bonne protection contre le PRRSV. Ces anticorps
neutralisants sont capables de bloquer I’infection des macrophages par le virus
(Delputte et al., 2004). De plus, un taux d’anticorps satisfaisants permettrait de
protéger les truies gestantes contre les avortements prématurés et empécherait une
infection transplacentaire (Osorio et al., 2002). Cependant, la possibilité d’isoler le
virus malgré la présence d’anticorps neutralisants indique que ces anticorps ne sont
pas les seuls composants immunitaires impliqués dans 1’élimination compléte du
virus. Le systéme immunitaire est toutefois capable d’éliminer le virus dans la
majorité des cas et ceci en 150 jours ou moins aprés inoculation mais le mécanisme

reste toujours inconnu (Allende et al., 2000).

1.1.19.2 Réponse immunitaire & médiation cellulaire

La réponse cellulaire lors d’une infection par le PRRSV est trés importante pour
I’élimination du virus. La prolifération des lymphocytes T est détectable seulement 4
semaines apres I’infection, avec un pic & 7 semaines et un déclin apreés 11 semaines
(Bautista et Molitor, 1997). Cette prolifération concerne surtout des lymphocytes
CD4" mais aussi des lymphocytes CD8". En effet, une augmentation du nombre de
lymphocytes CD8" est observée 3 a4 5 semaines aprés l’infection (Albina et al.,
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1998b). La prolifération de cellules T dirigées contre M, GP2 et GPS est détectable
entre 4 et 12 semaines PI, et la prolifération est plus importante lorsque les
lymphocytes sont stimulés avec la protéine de matrice M (Bautista et al., 1999).
L’analyse de la réponse en interféron (INF) y montre que les premiéres cellules
sécrétant de I’INF-y apparaissent 3 semaines apres ’infection avec 50 a 100 cellules
par million de PBMC (cellules mononucléaires du sang périphérique) et ceci jusqu’a
13 semaines PI (voir figure 1.7). Puis il y a une augmentation a 400/500 cellules par
millions de PBMC aprés I’infection. Les cellules secrétant de I'INF-y sont en majorité
des cellules CD4"/CD8", avec une faible proportion de cellules cytotoxiques CD4-
/CD8af". La sécrétion d’INF-y est donc faible et longue a se mettre en place par
rapport & d’autres virus porcins (Meier et al., 2003). Les protéines impliquées dans
I’induction de la production d’INF-y serait les protéines M, N, GP4 et GP5 (Diaz et
al., 2009; Jeong et al., 2010; Vashisht et al., 2008). Certaines études ont démontré que
la présence d’INF-y corréle avec un certain degré de protection des animaux (Diaz et

al., 2006; Lowe et al., 2005; Martelli et al., 2009).

1.1.19.3 Modulation du systéme immunitaire par le PRRSV

e Interféron

Lors d’une infection virale, la présence d’ARN permet d’activer de nombreuses
fonctions antivirales comme la sécrétion d’INF de type I (INF-o et B). Les
mécanismes de production des INF de type I sont schématisés sur la figure 1.9. Cette
sécrétion d’INF permet la synthése de protéines telles que des protéines kinases ARN
dépendante (PKR), des ribonucléases L et la 2°,5” oligoadénylate synthase (OAS) qui
ont pour effet de dégrader I’ARN et d’inhiber la synthese des protéines.
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Figure 1.9 : Voie de signalisation de la production d’INF de type 1.

Les récepteurs intracytoplasmiques RIG-1 (retinoic acid-inducible gene) et MDAS
(melanome differenciation-associated gene S5) sont capables de détecter la présence
d’ARN intracellulaire. L’activation de ces récepteurs permet de stimuler soit la voie
de I’'IRF3 (Interferon response factor), soit la voie NF-kB via le facteur IPS-1
(interferon-beta promoter stimulator 1). L’IRF3, une fois activé, se dimérise et
transloque au noyau ou il forme un complexe avec les facteurs de transcription
CBP/p300 qui se fixent sur le promoteur de I’INF-f et activent sa transcription. NF-
kB quand & lui est séquestré au cytoplasme par le complexe 1kB. L’activation des
récepteurs va entrainer la phosphorylation de IkB ce qui va permettre son
ubiquitination et sa dégradation au protéasome. NF-kB transloque alors au noyau et
active la transcription de I’INF-B.

L'IFN-B est ensuite synthétisé et sécrété puis il se fixe de fagon autocrine sur les
récepteurs a I'ITFN (IFNAR1 et IFNAR?2) de la cellule mais aussi sur les récepteurs
des cellules voisines. La fixation de I'IFN sur son récepteur active la voie JAK/STAT.
Les protéines STAT let 2 vont alors former un complexe avec I’'IRF9 qui s’appelle
ISGF3 (interferon sensitive gene factor 3). Ce complexe sera alors transloqué au
noyau ou il peut activer I'ISRE (INF-stimulated regulatory response elements) et
ainsi réguler la transcription des génes de I’INFa/B. Il active aussi la transcription de
nombreux autres génes impliqués dans la réponse anti-virale (Yoo et al., 2010).
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L’INF-u jouerait un rdle trés important dans la pathogenese du PRRSV car il a été
démontré in vitro que I’INF-a était capable d’inhiber la réplication du PRRSV dans
des macrophages alvéolaires porcins (PAMs) (Albina et al., 1998a). Cependant, il a
été démontré in vitro et in vivo que le taux d’INF de type 1 retrouvé lors d’une
infection par le PRRSV était trés faible, voire indétectable (Albina et al., 1998a;
Overend et al., 2007; Van Reeth et al., 1999).

La nspl serait capable de moduler in vitro la réponse en INF de type 1 (Beura et
al., 2010; Kim et al., 2010). Il a été démontré que la nspl agirait en dégradant la
protéine CBP (CREB binding protein) au niveau du noyau, ce qui bloquerait
I’activation de I’IRF3 et donc inhiberait la synthése d’INF-p (Kim et al., 2010). La
nspla serait capable d’inhiber la phosphorylation d’IkB et donc empécherait la
translocation de NF-kB au noyau dans la voie de signalisation du récepteur intra-
cytoplasmique RIG-I. Ceci aboutit aussi en une inhibition de la synthése d’INF-f
(Song et al., 2010). Il a donc été suggéré que la nspla cytoplasmique inactiverait NF-
kB et que la nspla nucléaire serait responsable de la dégradation de CBP aboutissant
ainsi & I’inhibition de la synthése d’INF-f (Yoo et al., 2010). Il a été aussi démontré
que la nspl pouvait interférer dans la voie de signalisation des INF de type I en
bloquant la translocation au noyau de I’'ISGF3 (interferon stimulating gene factor)
dans la voie de signalisation JAK/STAT induite par I’INF- B (Chen et al., 2010b;
Patel et al., 2010).

La nsp2 serait également capable d’interférer avec la voie de signalisation de NF-
kB en empéchant la poly-ubiquitination du facteur IkB via son domaine CP qui est
une protéase & domaine OTU (ovarian-tumor) appartenant a la superfamille des
déubiquitinases. Comme le facteur IkB ne peut pas étre dégradé alors le facteur NF-
kB ne peut pas étre transloqué au noyau et induire la synthé¢se d’INF-B (Sun et al.,
2010). La nspll interférerait avec la sécrétion d’INF de type I. Elle serait capable
d’inhiber la phosphorylation de I’IRF3 et donc d’empécher sa translocation au noyau
(Yoo et al., 2010). L’activité NendoU de la nspl1 serait impliquée dans sa capacité a
inhiber ’INF-f (Shi et al., 2011).
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Cette induction faible en INF de type I permet donc au virus de se répliquer plus
facilement et a pour conséquence un délai dans la production d’INF-y, dans la
réponse & médiation cellulaire et dans la sécrétion d’anticorps neutralisants (Royaee
et al., 2004).

o Cytokines

Les cytokines jouent un rdle important dans I’induction et la modulation des
processus immunologiques. Lors d’une infection par le PRRSV, plusieurs études ont
rapporté une augmentation du taux d’interleukine 10 (IL-10) au niveau des sécrétions
broncho-alvéolaires, des PBMC (Suradhat et Thanawongnuwech, 2003; Suradhat et
al., 2003), des PAM (Flores-Mendoza et al., 2008; Genini et al., 2008) et des cellules
dendritiques (DCs) (Chang et al., 2008). La protéine N jouerait un r6le important
dans la sécrétion de I’'IL-10 mais son mécanisme n’a pas encore ¢té identifié
(Thanawongnuwech et Suradhat, 2010). Cependant, certaines études n’ont pas
observé cette augmentation de 1’'IL-10 apres infection (Thanawongnuwech et al.,
2001; Wang et al., 2007b). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la sécrétion d’IL-
10 dépendrait de 1’isolat viral utilisé (Darwich et al., 2011; Diaz et al., 2006; Gimeno
et al, 2011). L’IL-10 est connue pour inhiber de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires, ce qui permettrait au virus d’échapper au systéme immunitaire.
Cependant il a été¢ démontré que I’infection par le PRRSV stimulait la production
d’IL pro-inflammatoires comme I’'IL-1fB, I'IL-6 et d’IL-8 (Aasted et al., 2002;
Labarque et al., 2003; Liu et al., 2009; Peng et al., 2009) mais ceci en moins grande
quantité par rapport aux taux que I’on peut retrouver lors d’infection par d’autres
virus porcins comme les coronavirus (Royaee et al., 2004; Van Reeth et al., 2002). La
production de TNF-a serait dans certains cas induites (Choi et al., 2002; Miguel et al.,
2010). Sur la base des différentes études réalisées, la présence de cytokines pro-
inflammatoires induite lors d’une infection au PRRSV serait fortement dépendante de

la souche virale utilisée (Darwich et al., 2010).
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e Cellules dendritiques et présentation de ’antigéne

L’infection des cellules dendritiques par le PRRSV induit I’apoptose, la réduction
de I’expression des marqueurs CD80/CD86, CD11b/c, le récepteur CD14 ainsi que
I’expression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). De plus,
le virus induit dans ces cellules une augmentation de la sécrétion d’IL-10 ainsi qu’une
diminution des cytokines de type Thl. Cette modulation des cellules dendritiques par
le PRRSV aboutit donc & une mauvaise présentation de I’antigéne aux cellules T

(Flores-Mendoza et al., 2008; Loving et al., 2007; Wang et al., 2007b).

1.1.20 Vaccination expérimentale

Etant donné I’importance économique du PRRSV dans I’industrie porcine et
efficacité partielle des vaccins commerciaux disponibles, de nombreuses stratégies
vaccinales ont été développées. Malheureusement aucune d’entre elles n’a permis
jusqu’a aujourd’hui de conférer une protection optimale contre le PRRSV, mais elles
ont cependant apporté des données supplémentaires pour le développement futur d’un

vaccin efficace.

e Vaccins & base de virus recombinants

Une protection significative contre les signes cliniques, ainsi qu’une diminution
des lésions ont été observées avec I’utilisation de virus de la pseudorage
recombinants exprimant la GP5 (Qiu et al., 2005). L’utilisation de ces virus
recombinants exprimant ies protéines GPS5 (contenant la séquence PADRE) et M sous
deux promoteurs différents a permis d’induire chez les porcs une bonne réponse en
anticorps neutralisants, meilleure qu’un vaccin commercial inactivé, ainsi qu’une
diminution des signes cliniques (Jiang et al., 2007c¢).

La souche Ankara modifiée du virus de la Vaccine a €té utilis€ée pour exprimer les
protéines GP5 et M en fusion ou sous différents promoteurs. La réponse immunitaire

de la souris est 1égérement meilleure lorsque les protéines sont exprimées sous le
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contrle de deux promoteurs différents mais 1’efficacité n’a pas été testée chez le porc
(Zheng et al., 2007). Le virus de la variole aviaire a été aussi utilisé comme vaccin
vectoriel pour exprimer les protéines GP5/GP3 ainsi que I’IL-18 de porc permettant
une protection partielle contre le PRRSV (Shen et al., 2007).

Des vaccins & base de coronavirus de la gastro-entérite transmissible (TGEV)
exprimant les protéines M et GP5 mutée pour les glycosylations en N46 et N53 ont
permis de générer une protection partielle (Cruz et al., 2010). En 2007, un systéme de
baculovirus pseudotypé exprimant la protéine G du virus de la stomatite vésiculeuse a
été mis au point pour exprimer les protéines GP5 (contenant la séquence PADRE) et
M en fusion. Ce systtme a permis d’induire une bonne réponse en anticorps
neutralisants et en INF-y chez des souris, cependant 1’efficacité de protection du

systéme n’a pas été testée contre I’infection chez le porc (Wang et al., 2007a).

e Vaccins a base d’adénovirus recombinants

Les adénovirus recombinants non réplicatifs ont été utilisés dans de nombreuses
études. Des adénovirus inductibles exprimant la protéine GP5 n’ont pas permis
d’induire une réponse immunitaire bien qu’ils procurent toutefois une protection
partielle contre I’infection (Gagnon et al., 2003). Cependant, I’utilisation de génes
optimisés pour le porc a permis d’obtenir une meilleure réponse (Kheyar et al., 2005).
I1 a été démontré que ’utilisation d’adénovirus recombinants exprimant les protéines
M et GPS5 en fusion génére une meilleure réponse immunitaire chez les souris que
I’utilisation d’adénovirus exprimant la GP5 ou la M seulement (Jiang et al., 2006a).
L’immunisation de souris avec des adénovirus exprimant la GP3 tronquée pour les
acides aminés 2-64 permet de générer une meilleure réponse immunitaire que la GP3
entiére (Jiang et al., 2007a). Cette méme équipe a aussi utilisé les adénovirus pour
immuniser des souris avec la GP5 contenant différentes mutations pour les sites de
glycosylation et a montré que la mutation des 4 sites de glycosylation

(N30/N33/N44/N51) était celle qui permettait de générer la meilleure réponse en
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anticorps neutralisants. Cependant leurs constructions n’ont pas été testées chez le
porc (Jiang et al., 2007b). Des adénovirus exprimant les protéines GP3/GPS5 en fusion
avec la HSP70 (Li et al., 2009b) ou le GM-CSF (Wang et al., 2009b) ou le CD40L
(Cao et al.,, 2010) ont tous permis de générer une protection partielle contre le
PRRSV. Des adénovirus canins exprimant la protéine GP5 générent une moins bonne
réponse immunitaire que 1’utilisation d’un vaccin commercial inactivé (Zhou et al.,

2010).

e Vaccins 8 ADN

L’utilisation de vaccin & ADN a été testée dans de nombreuses études. Ces
différentes études ont démontré que I’utilisation de I’adjuvant C3d (produit de
dégradation du facteur C3 du complément) en fusion avec la GP5 permet de générer
une meilleure réponse immunitaire chez la souris (Zhang et al., 2011a) et ’utilisation
d’un ligand GPGP entre les protéines GP5 et M permet de générer une meilleure
protection partielle chez le porc (Chia et al., 2010). La vaccination de porcs avec un
plasmide contenant une GPS mutée pour les sites de glycosylation (N30, N34, N35 et
N41) et contenant une séquence PADRE a permis de générer une meilleure réponse
immunitaire qu’une GP5 wild type (WT), mais la capacité de protection n’a pas été
évaluée (Li et al., 2009a). L’utilisation de la GP5 contenant une séquence PADRE en
fusion avec la M a permis de générer une protection partielle chez le porc meilleure
que !’utilisation d’un vaccin inactivé (Jiang et al., 2009). Des vaccins & ADN co-
exprimant les protéines GP5 et M sous le contrdle de deux promoteurs différents
permettent d’obtenir une bonne réponse en anticorps neutralisants chez les porcs
testés, mais leur protection reste & déterminer (Jiang et al., 2006b). Des plasmides
exprimant les protéines GP5 ou N en fusion avec I’IL-2 ou I’INF-y ont permis de
réduire la réplication du virus dans les organes mais pas de 1’inhiber complétement

(Xue et al., 2004).
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o Vaccins a base de vecteurs bactériens

La souche recombinante Mycobacterium bovis du BCG (Bacille de Calmette et
Guérin) exprimant la protéine GPS5 tronqué pour les 30 premier acides aminés en
fusion avec la protéine M a permis de générer une protection partielle chez le porc
(Bastos et al.,, 2004). L’immunisation de souris par voie orale de Salmornella
typhymurium exprimant la GP5S WT ou une GP5 mutée pour les acides aminés 2 a 25
permet de générer une faible réponse immunitaire, celle-ci étant meilleure avec la
GP5 WT (Jiang et al., 2004). Cette bactérie a aussi été utilisée pour exprimer la
protéine N, permettant de générer une réponse systémique et mucosale chez la souris

(Han et al., 2011).

o Vaccins a base de plantes transgénigques

Des plantes transgéniques exprimant des protéines d’intérét du PRRSV ont aussi
été utilisées. Des extraits de pomme de terre exprimant la GP5S ont généré une faible
réponse immunitaire chez la souris (Chen et Liu, 2011) ; par contre I’utilisation de
feuille de tabac exprimant la GP5 en fusion ou non avec la LTB (sous-unité B de la
toxine de E. Coli) permet de générer une protection partielle contre le PRRSV (Chia
etal., 2011).

¢ Vaccins protéiques

Le systéme baculovirus a été utilisé pour produire les protéines GP3, GP5 et N.
Bien qu’il a permis d’induire une bonne réponse en anticorps, il n’a pas permis
d’induire une protection suffisante lors de I’infection avec le PRRSV (Plana Duran et
al., 1997). Des porcs immunisés avec la protéine GP5 en mélange ou non avec un
adjuvant n’ont pas permis de générer une protection contre le PRRSV (Pirzadeh et

Dea, 1998; Prieto et al., 2011).
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e Autres stratégies vaccinales

Certaines études ont consisté & améliorer I’efficacité de vaccins commerciaux
déja présents par I’utilisation d’adjuvant divers. Il a été ainsi démontré que I’'IL-12
porcin (Charerntantanakul et al., 2006), des extraits de Mycobacterium tuberculosis
(Dwivedi et al., 2011), de ’INF-a porcin (Royaee et al., 2004) ou bien encore la
toxine cholérique (Foss et al., 2002) permettaient d’augmenter 1’efficacité du vaccin
vivant atténué PRRSV MLV Ingelvac®. L’utilisation de CpG améliore I’efficacité de
protection de vaccin inactivé (Linghua et al., 2007; Zhang et al., 2007).

Des vaccins chimériques ont aussi été¢ développés, résultant de la recombinaison
entre des souches trés pathogéniques et des souches vaccinales (Ellingson et al., 2010;
Wang et al., 2008). Ces derniers ne permettent pas non plus de générer une protection

optimale.

1.2 Le Circovirus Porecin

1.2.1 Historique

Le circovirus porcin a été¢ découvert pour la premiére fois en 1974 comme un
contaminant d’une lignée cellulaire de rein de porc (PK-15) (Tischer et al., 1974).
Mais c’est seulement en 1982 que ce contaminant a ét¢ identifié comme un virus a
ADN simple brin, circulaire, d’oui le nom de circovirus porcin (PCV) (Tischer et al.,
1982). Bien que la présence d’anticorps dirigés contre le PCV fut ensuite mise en
évidence chez les porcs, aucune pathologie n’a pu étre attribuée a 1’infection (Tischer
et al., 1986). Cependant, en 1997, une pathologie appelée syndrome du dépérissement
post-sevrage (SDPS) ou PMWS (Post-weaning Multisystemic Wasting Syndrome) fut
associée au PCV (LeCann et al., 1997; Nayar et al., 1997). La caractérisation de cette
nouvelle souche virale pathogénique a montré une différence génétique et antigénique

avec les souches de PCV existantes auparavant (Hamel et al., 1998). Le nouveau
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virus isolé fut alors appelé PCV de type 2 (PCV2) et le circovirus porcin isolé a
partir des cellules PK-15 fut appelé PCV de type 1 (PCV1) (Meehan et al., 1998).

Selon la classification du comité international de taxonomie des virus (ICTV), les
PCVs appartiennent a la famille des Circoviridae. Cette famille comprend deux
genres : le genre Gyrovirus avec un unique représentant qui est le virus de I’anémie
infectieuse du poulet (chicken anemia virus ; CAV) et le genre Circovirus. Le genre
Circovirus est constitué a 1’heure actuelle de 6 virus : le PCV1, le PCV2 et 4 autres
virus qui affectent les oiseaux. Il s’agit du virus de la maladie du bec et du plumage
des Psittacidae (beak and feather disease virus; BFDV), du circovirus du pigeon
(pigeon circovirus; PiCV), du circovirus de ’oie (goose circovirus; GoCV) et du
circovirus du canari (canary circovirus; CaCV). La revue de littérature suivante

portera essentiellement sur le PCV2.

1.2.2 Hote naturel et transmission

Les PCVs ont une spécificité d’hdte pour le porc et le sanglier (Ellis et al., 2003).
La transmission se fait principalement par voie oro-nasale par contact direct entre les
animaux ou via les féces et I’urine des animaux infectés (Segales et al., 2005a). La
présence du PCV2 est détectable dans de nombreuses sécrétions et excrétions des
porcs (Ha et al., 2009; Segales et al., 2005b; Shibata et al., 2006; Shibata et al., 2003).

La transmission verticale du PCV?2 via le placenta serait assez rare (Park et al., 2005).

1.2.3 Variabilité génétique et phylogénie

Les souches de PCV2 peuvent étre divisées en deux génotypes principaux appelés
PCV2a (ou génotype 1) et PCV2b (ou génotype 2). Les souches appartenant au
génotype PCV2a ont une longueur de 1768 nt et ceux du PCV2b de 1767 nt (Olvera
et al.,, 2007). Une protection croisée entre les génotypes PCV2a et PCV2b a été
démontrée (Opriessnig et al., 2008). Il existe trois autres génotypes de PCV2 qui ont
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été mis en évidence récemment. Il s’agit du PCV2c¢ découvert au Danemark en 2008
(Dupont et al., 2008) et des PCV2d et PCV2e découverts en Chine en 2009 (Wang et
al., 2009a). Des souches recombinantes entre les génotypes PCV2a et PCV2b ont été
rapportées dans plusieurs études (Gagnon et al., 2010; Hesse et al., 2008; Lefebvre et
al., 2009). Le génotype PCV2b serait & I’heure actuelle dominant au Canada (Gagnon
et al., 2007).

1.2.4 Prévalence et impact économique

Les PCVs sont présents dans les élevages a 1’échelle mondiale (Ramamoorthy et
Meng, 2009). Les études actuelles montrent que la quasi-totalité des fermes seraient
séropositives pour le PCV2, par contre la séroprévalence pour le SDPS seraient
d’environ 4 a 30 % selon la taille et le type d’élevage (Segales et Domingo, 2002).
Aux USA, avant ’utilisation des vaccins, les pertes estimés dues aux pathologies
associées au PCV2 étaient de 3 & 4 dollars US par porc, ceci pouvant aller jusqu’a 20

dollars par porc (Gillespie et al., 2009).

1.2.5 Pathologie

Les signes cliniques d’une infection par le PCV2 peuvent se manifester sous la

forme d’une ou plusieurs pathologies. Depuis 2006, ’association américaine des
vétérinaires porcins (AASV) a donc rassemblé les pathologies associées au PCV2
sous I’acronyme PCVAD (pathologies associées au circovirus porcin de type 2)
(Gillespie et al., 2009). Les différentes pathologies associées sont :
- Le SDPS qui est la principale manifestation clinique. Le SDPS se déclare chez les
porcs 4gés de 2 & 4 mois. Il se caractérise principalement par un dépérissement, de
I’anorexie, un état 1éthargique, de la fievre, de la diarrhée, une coloration trés péile ou
jaune (jaunisse) de la peau, une lympho-adénopathie et de la dyspnée (Allan et al.,
1998; Chae, 2005; LeCann et al., 1997).
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- Des entérites se caractérisant par de la diarrhée, un retard de croissance, une
augmentation de la mortalité (Gillespie et al., 2009; Yang et al., 2003).

- Des problemes respiratoires comme la pneumonie, impliquant un retard dans la
croissance, de la fiévre, de la toux, de la dyspnée, de 1’anorexie (Gillespie et al.,
2009). Des cas d’infection au PCV2 ont été associés au complexe respiratoire porcin
(Kim et al., 2003).

- Le syndrome de dermite-néphropathie (SDN) qui se déclare principalement chez les
porcs a I’engraissement. Ce syndrome se caractérise par des 1ésions nécrosantes de la
peau surtout dans la région postérieure et par de graves lésions au niveau des reins.
Les porcs affectés meurent assez rapidement (Opriessnig et al., 2007; Rosell et al.,
2000).

- Des troubles de la reproduction, se manifestant par des mise-bas prématurées, des
avortements tardifs, la présence de porcelets morts nés et des cas de momifications
feetales. Cependant, les troubles de la reproduction dus au PCV2 dans les élevages

seraient assez rares (Opriessnig et al., 2007).

1.2.6 Facteurs contribuant au développement des PCVAD

Les infections par le PCV2 ont une forte prévalence, cependant les animaux ne
développent des signes cliniques des PCVAD que dans certaines conditions. En effet,
seulement 1% des cas pathologiques seraient dus & une infection unique par le PCV2
(Magar et al., 2000; Ramamoorthy et Meng, 2009). Plusieurs cofacteurs contribuant
au développement des PCVAD ont été identifiés notamment ’interaction fréquente
du PCV2 avec d’autres pathogeénes. Ces principaux pathogénes sont représentés sur la

figure 1.10 (Ramamoorthy et Meng, 2009).
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Figure 1.10: Représentation graphique des pathogenes interagissant avec le
PCV2 lors de cas de PCVAD.
Figure adaptée de (Ramamoorthy et Meng, 2009).

D’autres cofacteurs non infectieux on €té identifiés :

- Le statut immunologique des truies : la présence d’une immunité colostrale chez les
porcelets a ét¢ démontrée comme protectrice, et ceci de fagon dose dépendante
(Calsamiglia et al., 2007; McKeown et al., 2005).

- La race des animaux : les porcs de race Landrace seraient plus susceptibles a
développer des PCVAD que les porcs de races Duroc, Piétrain et Large White
(Opriessnig et al., 2006a; Opriessnig et al., 2009).

- L’4ge des animaux : le SDPS toucherait plus particuliérement les animaux en post-

sevrage ou en début d’engraissement (Harding, 2004; Segales et Domingo, 2002).
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- L’immunostimulation : plusieurs études ont démontré que la vaccination des
animaux contre d’autres agents pathogénes (Opriessnig et al., 2003) ou I’utilisation
de certains adjuvants pouvaient déclencher 1’apparition des PCVAD (Allan et al.,
2000b; Krakowka et al., 2001).

- L’absence de bonnes pratiques d’élevage (Lopez-Soria et al., 2005; Rose et al., 2003;
Woodbine et al., 2007).

1.2.7 Controéle de ’infection

A P’heure actuelle 4 vaccins commerciaux sont disponibles (Tableau 1.4). La
compagnie Boehringer Ingelheim propose aussi de vacciner les animaux
simultanément pour le PCV2 et Mycoplasma (M.) hyopneumoniae (Ingelvac®
CircoFLEX-MycoFLEX™) mais aussi pour le PCV2, M. hyopneumoniae et le
PRRSV (3FLEX™). Ces vaccins consistent 4 vacciner en une seule fois les animaux
avec un mélange des vaccins commerciaux propre a chaque pathogéne. L’efficacité
de ces vaccins a été démontrée en conditions expérimentales et de champ. Ils
permettent de faire diminuer significativement les taux de mortalité (environ 50%)

dus au SDPS (Fachinger et al., 2008; Horlen et al., 2008; Segales et al., 2009).

Tableau 1.4 : Liste des vaccins commerciaux disponibles pour lutter contre le

PCV2
Nom du vacin Compagnie Antigéne
Ingelvac CircoFLEX® Boehringer Ingelheim Protéine Cap du PCV2
CIRCOVAC® Meérial PCV2 inactivé
Suvaxyn® PCV2 one dose Fort Dodge Pfizer Virus PCV1-2 chimérique inactivé
Porcilis® PCV Intervet-Schering Protéine Cap du PCV2
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Hormis les vaccins commerciaux, différents vaccins 4 base de vecteurs viraux ou
d’ADN ont été testés. Ils expriment principalement la protéine de capside (Cap) car
elle a €té longtemps considérée comme la protéine la plus immunogénique
(Blanchard et al., 2003). Cependant des études récentes démontrent que la protéine
initiatrice de la réplication (Rep) serait aussi immunogénique que la protéine Cap
(Fort et al., 2010; Perez-Martin et al., 2008). Parmi ces différents vaccins, on peut
citer I"utilisation :

- du virus de la pseudo-rage recombinant exprimant les protéines Rep et Cap en
fusion (Ju et al., 2005) ou la protéine Cap seule (Song et al., 2007).

- d’adénovirus recombinant exprimant la protéine Cap (Wang et al., 2007c; Wang et
al., 2006) ou la protéine Cap en fusion avec la protéine GP5 du PRRSV (Wang et al.,
2009c¢)

- de pseudo-particules virales (VLP, virus-like particules) formées de la protéine Cap
exprimée chez la levure (Bucarey et al., 2009), chez les baculovirus (Liu et al., 2008)
et chez des cellules d’insectes (Fan et al., 2007).

- des vaccins ADN exprimant la protéine Cap (An et al., 2008; Kamstrup et al., 2004;
Shen et al., 2008).

Hormis les vaccins ADN, ces différentes stratégies de vaccination ont permis
d’induire une réponse immunitaire chez le porc avant infection expérimentale et une
¢limination virale. Les vaccins ADN ont permis d’obtenir des bons résultats chez la
souris (An et al., 2008; Kamstrup et al., 2004; Shen et al., 2008), cependant chez les
porcs, la réponse immunitaire est induite seulement aprés infection expérimentale et

une augmentation de la réplication du PCV2 a été observée (Blanchard et al., 2003).

1.2.8 Organisation génomique

Les PCVs font partie des plus petits virus connus a I’heure actuelle. Ils sont non
enveloppés et possédent une capside a symétrie icosaédrique, leur diamétre étant

d’environ 17 mm (Tischer et al., 1982). Leur génome est composé d’un ADN simple
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brin circulaire de 1 759 nt pour le PCV1 et de 1 767-1 768 nt pour le PCV2 (Gillespie
et al., 2009). Le PCV2 a un génome qui est composé de deux ORFs, d’orientation
opposée, appelé ORF1 et ORF2 (Figure 1.11). Cet arrangement crée deux régions
intergéniques; la région intergénique comprise entre les extrémités 5° comprend
’origine de réplication. Cette origine de réplication forme un motif tige-boucle qui
est composé d’une séquence nonanucléotidique et de séquences palindromiques
(Finsterbusch et Mankertz, 2009).

L’ORF]1 est situé sur le brin viral de polarité positive et code pour deux protéines
non structurales Rep (314 aa; 37 kDa) et Rep’ (178 acides aminés; 20 Kda)
(Mankertz et al., 2003). Ces deux protéines sont nécessaires a [’initiation de la
réplication virale (Gillespie et al., 2009). L’ORF2, situé sur le brin viral de polarité
négative, code pour ’'unique protéine de structure qui est la capside (Cap) (233 acides
aminés; 28 kDa) (Nawagitgul et al., 2000). La présence d’une protéine non structurale
codée par I’ORF3, dans une direction anti-sens de I’ORF1, a été rapportée récemment
(Liu et al,, 2005). Cette protéine de 105 acides aminés jouerait un rble dans
I’apoptose, la pathogénése et la réplication virale (Karuppannan et al., 2009).
Cependant, des travaux supplémentaires sont nécessaires afin de caractériser le rdle

précis de cette protéine.
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Figure 1.11 : Représentation schématique du génome du PCV2.

Le génome du PCV2 contient trois ORFs. L’origine de réplication se situe au niveau
d’une des régions intergéniques et elle est constituée d’un motif en tige boucle. La
séquence nonanucléotidique est essentielle a la réplication virale.

Figure adaptée de (Faurez et al., 2009; Finsterbusch et Mankertz, 2009).
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1.2.9 Réplication

Les PCVs répliquent leur génome via un mécanisme de cercle roulant (RCR) en
«melting-pot» (Cheung, 2004). Aprés infection des cellules, les ADN polymérases
cellulaires permettent la formation d’un intermédiaire ADN double brin de structure
hélicoidale a partir de I’ADN viral simple brin. Un complexe de réplication
comprenant les protéines rep et rep’ se fixe ensuite sur la séquence nonanucléotidique
de [lintermédiaire double brin (Steinfeldt et al, 2001). Cette séquence
nonanucléotidique contient un motif conservé entre les PCVs (Hamel et al., 1998) et
est essentielle a la réplication (Cheung, 2005). Les réplicases virales coupent alors la
séquence nonanucléotidique (Figure 1.10) sur un seul brin d’ADN, ce qui engendre la

formation de deux extrémités libres sur I’ADN viral. Cet environnement d’instabilité,

ou les brins + et - sont proches mais non liés, est connu sous le nom de «melting-pot».

L’extrémité 3’OH libre devient alors le point de départ pour la réplication de I’ADN
viral par les ADN polymérases cellulaires (Cheung, 2004; Steinfeldt et al., 2006). Les
séquences palindromiques situées au niveau de la structure tige-boucle joueraient un

rble important dans la terminaison de la réplication (Cheung, 2004).

1.2.10 PCV2 et réponse immunitaire

L’étude de la réponse immunitaire induite par le PCV2 est assez complexe étant
donné I’aspect multifactoriel entrainant le passage d’une infection sous-clinique a une

déclaration des PCVAD.

1.2.10.1 Réponse humorale

En condition expérimentale, les porcs développent en moyenne une réponse en
anticorps contre le PCV2 entre le jour 10 et 28 PI (Allan et al., 1999; Meerts et al.,
2005; Patterson et al., 2011; Pogranichnyy et al., 2000). La présence d’anticorps

neutralisants concorde avec 1’apparition des anticorps totaux chez les porcs ayant une
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infection sous-clinique (Meerts et al., 2006). Ces anticorps neutralisants jouent un
r6le dans la diminution de la charge virale (Fort et al., 2007) et dans la pathogénése
(Meerts et al., 2006). En condition de champ, il est connu que les porcs, jusqu’a I’Age
de 4 semaines, ne développent pas de PCVAD (Larochelle et al., 2003; Ostanello et
al., 2005), suggérant que I'immunité maternelle est protectrice (McKeown et al.,
2005). 11 y aurait par la suite une disparition des anticorps maternels puis une
nouvelle séroconversion chez les porcs dgés de 7 a 15 semaines. Les résultats actuels,
aussi bien en conditions expérimentale que de champ, supportent le fait qu’une faible
réponse immunitaire humorale, en particulier en anticorps neutralisants, pourrait jouer

un rdle dans le développement du SDPS (Fort et al., 2007; Kekarainen et al., 2010).

1.2.10.2 Réponse cellulaire

Le PCV2 a un effet immunosuppresseur (Segales et al., 2004). En effet, chez les
porcs atteints de SDPS, on peut noter une diminution du nombre de cellules
dendritiques inter-folliculaires, de cellules interdigitées, de cellules B, de cellules T et
de cellules NK (Darwich et al., 2002; Nielsen et al., 2003; Sarli et al., 2001; Segales
et al., 2001). Par contre on peut observer une augmentation du nombre de monocytes
et de granulocytes (Segales et al., 2001). Le PCV2 infecterait particuliérement les
DCs et les macrophages, mais il ne se répliquerait pas de fagon optimale, suggérant
donc un réle important de ces cellules dans la persistance virale (Vincent et al., 2003).
La présence du PCV2 dans les DCs n’interfére pas avec leur capacité a interagir avec
les lymphocytes (Vincent et al., 2005) mais il interférerait avec I’activité microbicide

des macrophages (Chang et al., 2006).
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1.2.10.3 Modulation de la réponse cytokinique

Les porcs déclarant un SDPS ont un changement dans la réponse cytokinique.
Des études ont montré une augmentation importante du taux d’IL-10 (Darwich et al.,
2003; Sipos et al., 2004), suggérant une association entre le taux plasmatique d’IL-10
et le développement d’un SDPS (Hasslung et al., 2005; Stevenson et al., 2006). Cette
augmentation d’IL-10 résulterait en une diminution de la réponse immunitaire de type
Thl étant donné que I'IL-10 va réguler négativement ’expression de cytokines
nécessaires a la présentation antigénique (Kekarainen et al., 2008). Il y aurait aussi
une augmentation de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL-8 et
une diminution des taux d’IL-2, d’IL-4 et d’IL-12p40 (Darwich et al., 2003).

1.3. Mycoplasma hyopneumoniae

1.3.1 Généralités sur les mycoplasmes

D’aprés le comité international de la systématique des procaryotes, les
mycoplasmes appartiennent au phylum des Ténéricutes, a la classe des Mollicutes, a
l’ordre des Mycoplasmatales, & la famille des Mjycoplastaceae et au genre
Mycoplasma qui contient lui-méme plus de 110 espéces (Minion et al., 2004). Ces
espéces sont des pathogénes retrouvés chez ’homme, les mammiféres, les poissons,
les arthropodes, les reptiles ou les plantes (Razin et al., 1998). Chez le porc on
retrouve 7 espéces de mycoplasmes: hyorhinis, hyosynoviae, flocculare,
hyopharyngis, sualvi, suis et hyopneumoniae. Parmi ces différentes espéces, c’est M.
hyopneumoniae qui est responsable des pertes économiques les plus importantes pour
les producteurs de porcs (Kobisch et Marois, 2008).

Les mycoplasmes se caractérisent par le fait qu’ils sont dépourvus de paroi
cellulaire et qu’ils possédent un génome de petite taille (580 & 1350 kb) contenant
une faible proportion de G+C (23 a 40%). De plus, ils utilisent le codon stop UGA
pour coder un résidu tryptophane (Sirand-Pugnet et al., 2007). Ils se caractérisent
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également par leur faible capacité de biosynthése des acides aminés. Ils sont donc
dépendants de leur parasitisme afin de pourvoir a leurs besoins nutritionnels et sont

difficiles a cultiver en laboratoire (Razin et al., 1998).

1.3.2 Historique et impact économique

M. hyopreumoniae a été mis en évidence pour la premiére fois en 1965 aux Etats-
Unis (Mare et Switzer, 1965) et au Royaume-Uni (Goodwin et al., 1965) puis en
1975 en France (Kobisch et Tillon, 1976). C’est I’agent de la pneumonie enzootique
du porc (PEP) qui est une maladie chronique du systéme respiratoire. La PEP a une
distribution mondiale et elle engendre des pertes économiques trés importantes dans
les élevages porcins. Ces pertes ont été estimées en 2002 a 1 milliard de dollars par an
pour I’ensemble de la filiére porcine mondiale (Minion, 2002). Il n’existe cependant

pas de données récentes sur I’impact économique de la PEP.

1.3.3 Transmission

M. hyopneumoniae infecte les porcs de tout dge et les sangliers (Sibila et al.,
2010). La transmission du pathogéne se fait principalement par contact direct entre
les animaux (Marois et al., 2007). Ceci arrive généralement lors de I’introduction
dans I’élevage d’un animal infecté mais asymptomatique (Sibila et al., 2009). La
transmission peut se faire via les aérosols générés par la toux et les éternuements des
animaux infectés (Sibila et al., 2009; Stark, 1999). Une transmission verticale de la
truie aux porcelets a également ét€ mise en évidence, cependant cette transmission ne
se fait pas lors du développement des foetus mais par voie respiratoire aprés la
naissance des porcelets (Sibila et al., 2009). 11 a été démontré que la transmission du
pathogéne pouvait se faire d’une exploitation agricole a une autre sur une distance

supérieure a 9 km (Dee et al., 2009; Otake et al., 2010).
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1.3.4 Signes cliniques et I€sions

M. hyopneumoniae est 1’agent primaire de la PEP. Des facteurs
environnementaux, ainsi que d’autres pathogénes peuvent intervenir dans le
développement de la PEP (Morris et al., 1995). La PEP se caractérise par un faible
taux de mortalité et un fort taux de morbidité, pouvant aller jusqu’a 100% dans
certains élevages (Kobisch et Marois, 2008). Une infection unique a M.
hyopneumoniae va générer de faibles signes cliniques qui vont durer environ 2 mois
(Kobisch et al., 1993). Les signes cliniques varient selon 1’dge des porcs (Morris et al.,
1995; Noyes et al., 1990) et la virulence de la souche de mycoplasmes (Vicca et al.,
2003). Les principaux signes cliniques sont une toux séche et chronique, une légére
hyperthermie (entre 40 et 40,5°C), une diminution de la prise de poids et de la
dyspnée (Kobisch et Marois, 2008). La toux apparait généralement 10 a 16 jours
aprés une infection expérimentale (Maes et al., 2008). Les symptémes peuvent
persister pendant 8 & 12 semaines puis disparaissent progressivement (Kobisch et
Marois, 2008). L’infection & M. hyopneumoniae peut persister dans le tractus
respiratoire des animaux plus de 200 jours (Fano et al., 2005; Pieters et al., 2009).

Suite a I’infection, lors de la phase aigue, il apparait des 1ésions microscopiques
qui se caractérisent par une infiltration de cellules mononuclées au niveau des zones
périvasculaires et péribronchiolaires (Kobisch et Friis, 1996). Lors de la progression
de la maladie, on peut observer des lésions macroscopiques typiques de la PEP au
niveau des poumons qui se caractérisent par des zones de consolidation de couleur
gris mauve des lobes apicaux, cardiaques et diaphragmatiques (Maes et al., 2008).
L’infection due a M. hyopneumoniae est beaucoup plus problématique dans le cas
d’infections secondaires par un autre pathogéne notamment Haemophilus parasuis,
Actinobacillus pleuropneumoniae, le virus influenza porcin, le PRRSV et le PCV2
(Redondo et al., 2009).
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1.3.5 Contréle de I’infection

Le contrble de I’infection & mycoplasme peut se faire via 1’utilisation de bonnes
pratiques d’élevages, d’antibiotiques ou de vaccins. Les antibiotiques peuvent
s’utiliser en prévention ou bien en traitement de la maladie. Les tétracyclines et les
macrolides, qui inhibent la synthése des protéines, sont les plus efficaces (Maes et al.,
2008). Bien que les antibiotiques puissent avoir un certain effet, la vaccination est
considérée comme étant la meilleure alternative pour prévenir la PEP. Il existe
différents vaccins commerciaux disponibles qui sont tous des préparations de

bactérines en mélange avec divers adjuvants (Tableau 1.5).

Tableau 1.5 : Liste des vaccins commerciaux contre M. hyopneumoniae

Nom du vacin Compagnie Adjuvant
HYORESP® Merial Hydroxide d'aluminium
RespiSure-ONE® Pfizer Amphigen® : Adjuvant huile (lécithine) dans I'eau

Ingelvac® MycoFLEX™ Boehringer Ingelheim ImpranFLEX® : solution aqueuse de polyméres

Porcilis® M. HYO Intervet Diluvac Forte®: adjuvant eau dans 'huile
Suvaxyn® M. Hyo Pfizer Carbopol® : solution aqueuse de polyméres
M+PAC® Intervet Emunade® : adjuvant eau dans I'huile

La vaccination contre la PEP est utilisée dans de nombreux pays et il a été estimé
qu’environ 70% des €élevages porcins avaient recours & celle-ci. La vaccination
permet d’augmenter la prise de poids journaliére des animaux, de réduire les signes
cliniques et les lésions pulmonaires (Haesebrouck et al., 2004; Meyns et al., 2006).
Cependant elle ne permet pas d’empécher la colonisation du tractus respiratoire par le
pathogéne et donc sa transmission (Chae, 2011; Sibila et al., 2007). Les vaccins
disponibles actuellement offrent donc seulement une protection partielle et ils ont de
plus I’inconvénient de ne pas permettre de discriminer les animaux vaccinés de ceux

infectés naturellement.
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1.3.6 Organisation génomique

Le génome de M. hyopneumoniae est constitué d’un ADN double brin circulaire
d’une taille d’environ 900 kb qui contient 28,6% de GC. L’analyse du génome de la
souche 232 a permis de déterminer que son génome code potentiellement pour 692
protéines ce qui représenterait environ 91% de son génome (Minion et al., 2004). La

figure 1.12 représente 1’organisation génomique hypothétique de la souche 232.
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Figure 1.12 : Organisation génomique de 1a souche 232 de M. hyopneumoniae.
Les fléches extérieures représentent les sens de réplication, le premier cercle
représente les séquences potentiellement codantes situées sur le brin positif et le
deuxiéme cercle celles situées sur le brin négatif. Le troisiéme cercle indique les
séquences codantes pour les lipoprotéines. Les fléches situées au niveau du quatriéme
cercle représentent la position et la direction des séquences codantes pour la P97 ou
ses paralogues (noir) et pour la P102 et ses paralogues (orange). Le cinquiéme cercle
indique la position des familles de paralogues contenant au moins 3 membres. Les
fléches du sixieme cercle indiquent la position des séquences codantes pour les ARNr
(bleu) et les ARNt (rouge). Source (Minion et al., 2004).
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1.3.7 Pathogenése

M. hyopneumoniae adhére aux cellules épithéliales ciliées du tractus respiratoire
puis se multiplient en tant que pathogene extracellulaire. Cette adhérence entraine une
perte de l'activité ciliaire puis une disparition des cils ainsi qu’une production
abondante de mucus (DeBey et Ross, 1994; Jacques et al., 1992). La ciliostase serait
due 4 une augmentation du Ca*" au niveau du tractus respiratoire induite par
’activation de la phospholipase C par le pathogéne, ce qui entralne un relargage du
Ca®* par le réticulum endoplasmique (Park et al., 2002). Il s’en suit une exfoliation
épithéliale mais en I’absence de surinfection, I’épithélium respiratoire se reconstitue
en quelques semaines (Kobisch et Marois, 2008). 11 a été démontré dans de
nombreuses études que la cytoadhérence du pathogéne était nécessaire a son
infectivité (DeBey et Ross, 1994; Razin et al., 1998; Zhang et al., 1995; Zielinski et
Ross, 1990).

1.3.8 Protéines d’adhérence

L’adhérence de M. hyopneumoniae n’est pas médiée par une organelle spécialisée
mais via des protéines et des carbohydrates présents a la surface du pathogéne
(Zielinski et Ross, 1993). Plusieurs protéines ont ét¢ identifiées comme étant des

adhésines de M. hyopneumoniae.

1.3.8.1 La protéine P97

La prbtéine P97 (ou Mhpl83) est une protéine de surface de 97 kDa qui a été
identifiée jusqu’a maintenant seulement chez M. hyopneumoniae (Zhang et al., 1995).
La P97 résulte du clivage d’une protéine de 126 kDa au niveau de 1’acide aminé 195.
Hormis la P97, des protéines d’une taille de 22 kDa (portion N-terminale de la pré-
protéine), 28 Kda (portion C-terminale de la P97 contenant la région R2) et 70 kDa
(P97 sans les 28 kDa en C-terminal) résultent du clivage de cette protéine (Djordjevic
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et al., 2004; Hsu et al., 1997). La P97 est constituée de deux régions contenant des
motifs répétés au niveau C-terminal, les régions R1 et R2.

La région R1 est impliquée dans I’attachement du pathogéne au niveau des cils de
I”épithélium du tractus respiratoire (Figure 1.13). Elle est constituée pour la souche
232 de 15 répétitions de la séquence de 5 acides aminés AAKPV/E (Hsu et Minion,
1998a). Le nombre de répétitions peut varier d’une souche a une autre, cependant 8
répétitions sont nécessaires pour assurer 1’attachement du pathogéne (Minion et al.,
2000).

La région R2, située en aval de la région R1, permet I’attachement du pathogéne &
la matrice extracellulaire (MEC) de 1’hote (Figure 1.13). Cependant il a été¢ démontré
que les deux régions R1 et R2 sont indispensables pour permettre la liaison du
pathogéne aux glycosaminoglycanes de type héparine de la MEC (Jenkins et al.,
2006). La région R2 est constituée pour la souche 232 de 4 répétitions du motif de 10
acides aminés GTPNQGKKAE; le nombre de répétitions peut varier entre 3 et 5 entre
les souches (Hsu et al., 1997).

* * * * * * * * *
MKELDNKIKGILPQPPAAKPEAAKPVAAKPETTKPVAAKPEAAKPEAAKPVAAKPEAA

KPVAAKPEAAKPVAAKPEAAKPVAAPEAAKPVATNTGESLTNKPKEDYFPMAFSYKLEY

TDENKLSLKTPEINVFLELVHQSEYEEQEIKELDKTVLNLQYQFQEVKVTSDQQKLSHP

* * * *
MMTEGSSNQGKKSEGTPNQGKKAEGAPNQGKKAEGTPNOQGKKAEGAPSQQSPTTE

LTNYLPDLGKKIDEIIKKQGKWKTEVELIEDNIAGDAKLLYFILRDDSKSGDPKKSSLKVKIT

VKQSNNNQEPESK

Figure 1.13 : Séquence en acide aminés de la portion C-terminale de la P97 de M.
hyopneumoniae souche 232.

Cette séquence contient deux régions répétées, la R1 en rouge et la R2 en mauve. Les
astérisques correspondent au début de chacune des régions répétées.
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La protéine P97 a six paralogues, les protéines Mhp107, 271, 280, 385, 493 et
684. Ces paralogues ont un degré d’homologie en acides aminés supérieur a 30% a la
P97. Peu de données sont disponibles concernant la fonction de ces paralogues
(Minion et al., 2004). Cependant le paralogue Mhp271 serait le seul & contenir des
séquences R1 et R2 retrouvées sous la forme de trois répétitions de 5 acides aminés
(R1A) suivi de 2 répétitions de 10 acides aminés (R2) puis de six répétitions de 5
acides aminés (R1B). Les régions R1 et R2 de Mhp271 sont capables de se lier &
I’héparine et a la fibronectine de la matrice extracellulaire (MEC) de 1’héte
(Deutscher et al., 2010). La Mhp107 serait capable de lier quand a elle in vitro a
’héparine, la fibronectine et au plasminogéne (Seymour et al., 2011). La Mhp 493
(ou P216) code pour une protéine de 216 kDa qui serait clivée en deux protéines, la
P120 et la P85. Ces protéines seraient capables de se lier in vitro a I’héparine (Wilton
et al., 2009).

L’opéron codant pour la P97 contient un autre ORF codant pour la protéine P102
(ou Mhp182). C’est une protéine de 102 kDa qui est exprimée in vivo. Il a été
récemment démontré que la P102 était clivée en deux protéines de surface nommées
P60 et P42. La P102, la P60 et 1a P42 sont capables de se lier au plasminogéne et les
P102 et P42 sont capables de se lier & la fibronectine (Seymour et al., 2012). Elle
possede également 6 paralogues qui sont situés sur les mémes opérons codant pour
les paralogues de la P97.La fonction de ces paralogues est également inconnue
(Adams et al., 2005; Minion et al., 2004).

Ces différentes données suggérent donc que lors d’une infection par M.
hyopneumoniae il y aurait une activation du systéme fibrinolytique via I’activation du
fibrinogéne par le pathogéne. Le fibrinogéne va permettre une activation de la fibrine
qui est connue pour entrainer une dégradation de la MEC ce qui permet une meilleure
exposition des protéines de la MEC telles que la fibronectine. Ceci potentialise ainsi
la liaison du pathogéne au niveau du tractus respiratoire et donc sa colonisation.
Cependant des travaux supplémentaires devront &tre réalisés afin de confirmer ces

hypothéses (Seymour et al., 2012).
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1.3.8.2 Autres protéines d’adhésion

La protéine P159 (Mhp494) est clivée en 3 protéines : la P27, 1a P110 et la P52. 11
a été démontré in vitro que la P52 ainsi que la portion C-terminale de la P110 étaient
capables de se lier aux glycoaminoglycanes de type héparine (Burnett et al., 2006).
La lipoprotéine P146 serait une protéine de surface ayant une forte homologie de
séquence avec une adhésine identifiée chez M. conjunctivae, suggérant ainsi un rble
possible de cette protéine dans 1’adhésion du pathogéne (Stakenborg et al., 2006).
Une glycoprotéine de 110 kDa a également été identifiée in vitro comme étant une
adhésine de M. hyopneumoniae (Chen et al., 1998). Ces données suggérent donc un

aspect multifactoriel dans 1’adhésion du pathogéne au niveau du tractus respiratoire.

1.3.9 Réponse immunitaire et M. hyopneumoniae

1.3.9.1 Réponse cellulaire et humorale

Lors d’une infection & M. hyopneumoniae, une suppression de la réponse
immunitaire cellulaire et humorale est d’abord observée. Le pathogéne est capable
d’inhiber la phagocytose des macrophages rendant ainsi le porc plus sensible a une
infection par un pathogéne secondaire (Caruso et Ross, 1990; Redondo et al., 2009).
Aprés la colonisation du pathogéne au niveau du tractus respiratoire, une infiltration
des cellules immunitaires est observable au niveau du site de I'infection. Il a été
démontré que les macrophages alvéolaires jouent un réle primordial dans I’initiation
de la réponse immunitaire. Ils sont détectables dés le jour 7 PI et induisent une
augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, notamment de I’IL-1,
du TNF-a et de I’IL-8, ce qui permet le recrutement et I’activation des cellules T au
site de ’infection (Choi et al., 2006; Van Reeth et al., 2002). Ce recrutement de
cellules entraine une hyperplasie des tissus lymphoides associés aux bronches qui est

caractéristique de la PEP (Redondo et al., 2009). L’accumulation des cellules T est
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directement en corrélation avec la pathogénése de M. hyopneumoniae étant donné que
leur déplétion diminue les lésions pulmonaires (Tajima et al., 1984). Ce recrutement
important de cellules immunitaires a pour conséquence le développement d’une

réponse inflammatoire chronique.

Une séroconversion des porcs est détectable environ 30 jours aprés l’infection
(Feng et al., 2010; Zhang et al., 2011b). Cependant une autre étude a rapporté le
développement d’une réponse humorale a partir du jour 10 PI (Sheldrake et al., 1990).
Au niveau des sécrétions broncho-alvéolaires, une augmentation des IgG et des IgA a
été rapportée entre les jours 7 et 21 PI (Redondo et al., 2009). L’induction d’une
réponse humorale ne corrélerait pas avec 1’induction d’une protection (Thacker et al.,
2000a), mais pourrait jouer un role important. En effet, il a été suggéré que la
présence d’IgA permettrait de prévenir la liaison du pathogéne & 1’épithélium
respiratoire et que les IgG participeraient a ’opsonisation et & la phagocytose du
pathogene (Sarradell et al., 2003). De plus il a été démontré que le transfert passif
d’anticorps permet de protéger les porcelets au cours des premiéres semaines contre

le développement de la PEP (Bandrick et al., 2008; Wallgren et al., 1998).

1.3.9.2 Cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires sont associées au développement de la
pneumonie, & la pathogénése et a la persistance de la maladie (Ahn et al., 2009; Choi
et al.,, 2006; Thanawongnuwech et al., 2004). Une augmentation de la production
d’IL-1, d’IL-6 et de TNF-a ainsi que de la prostaglandine E2 est retrouvée au niveau
des sécrétions broncho-alvéolaires (Asai et al., 1993; Asai et al., 1994). La sécrétion
d’IL-6 se fait principalement au niveau des tissus hyperplasiques lymphoides péri-
bronchiolaires alors que I’IL-1 et le TNF-a sont préférentiellement retrouvés au
niveau des macrophages alvéolaires et permettent entre autres le recrutement de

neutrophiles au site de I’infection ainsi que 1’activation des cellules T (Ahn et al.,
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2009; Ruuth et Praz, 1989). Ces cytokines apparaissent au niveau des poumons 7
jours apres une infection expérimentale avec un pic au jour 21 (Redondo et al., 2009).
Une forte augmentation de 1’IL-18 au niveau des sécrétions broncho-alvéolaires a €té
également rapportée. Cependant, cette forte concentration en IL-18 n’induit pas la
sécrétion d’INF-y (Muneta et al, 2006). Au niveau des ganglions trachéo-
bronchiques, le taux d’IL-8 est augmenté et contribue également a la prolifération des
lymphocytes (Zhang et al., 2011b).

Les mécanismes utilisés par M. hyopneumoniae afin de stimuler la réponse
immunitaire innée sont inconnus. Il a seulement été démontré qu’il serait capable de
stimuler le TLR2 et le TLR6 présents au niveau des macrophages alvéolaires porcins
probablement via les lipoprotéines présentes en grande quantité a la surface du
pathogéne (Muneta et al., 2003). Il a été également démontré in vitro que M.
hyopneumoniae était capable d’induire chez des lignées de macrophages murins
(RAW 264.7 et MH-S) la sécrétion d’IL-1f, de TNF-a, d’IL-6 et d’oxyde nitrique via
I’activation de la voie des MAPK et de NF-xB (Damte et al., 2011; Hwang et al.,
2011).

1.3.10 Vaccins expérimentaux

Etant donné qu’il existe trés peu de littérature sur la nature des antigénes de M.
hyopneumoniae, la plupart des vaccins expérimentaux ont utilisé la P97 pour le
développement de vaccins sous-unitaires. En effet, la P97 est connue pour étre
immunogénique, assez conservée entre les souches et de plus, elle est indispensable a
I’adhésion du pathogéne au niveau du tractus respiratoire, ce qui en fait un éntigéne
de choix (Stakenborg et al., 2006; Wilton et al., 1998).

L’utilisation de la P97 produite en bactérie en mélange avec de I’adjuvant de
Freund permet de réduire les signes de la pneumonie mais pas de maniére

significative (King et al., 1997). Par contre, I’utilisation d’une souche recombinante
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d’Erysipelothrix rhusiopathiae exprimant la portion C-terminale de la P97 par voie
nasale ou orale a permis de diminuer significativement les 1ésions pulmonaires de la
PEP suggérant I’importance de I'immunité mucosale dans la protection contre le
pathogene (Ogawa et al., 2009; Shimoji et al., 2003). Une souche recombinante de
Salmonella typhimurium exprimant le fragment R1 de la P97 administré par voie
orale n’a pas permis de générer une réponse immunitaire chez la souris Balb/c (Chen
et al., 2006a). Cependant, 1’utilisation d’une protéine recombinante correspondant a
la région R1 de la P97 produite en bactérie fusionnée & la sous-unité B de E. coli
(LTB) a permis de générer une bonne réponse en anticorps chez la souris aussi bien
lors d’immunisation par voie intranasale qu’intramusculaire (Conceicao et al., 2006).
Des adénovirus recombinants exprimant la portion C-terminale de la P97
administrés par voie intranasale ont permis de générer une réponse immunitaire
humorale et cellulaire spécifique ainsi qu’une diminution significativement des
lésions pulmonaires associés a la PEP. Cependant, la protection obtenue est moins
bonne que lors de I'utilisation d’un vaccin commercial suggérant I’implication future
d’autres antigénes du pathogéne dans le développement d’un vaccin afin d’induire

une protection optimale (Okamba et al., 2010).

1.4. Interaction entre le PRRSV, le PCV2 et M. hyopneumoniae

1.4.1 Le complexe respiratoire porcin

Les infections respiratoires porcines résultent souvent de l’interaction entre
plusieurs pathogénes. Une entité clinique, nommée complexe respiratoire porcin
(CRP) est une des résultantes de ces interactions et induit des pertes économiques
significatives pour 1’industrie porcine. Le CRP se caractérise par des troubles
respiratoires, un retard de croissance, un état léthargique, de la fiévre ainsi que par
une augmentation de la mortalité des porcs en post-sevrage et & 1’engraissement. Le

type de pathogénes impliqués dans le CRP varie d’un élevage & un autre, cependant




60

les deux principaux pathogénes associés au CRP sont le PRRSV et M
hyopneumoniae. Le PCV2 et le virus de I’influenza porcin sont aussi fréquemment

retrouvés (Hansen et al., 2010; Thacker et Thanawongnuwech, 2002; Thacker, 2001).

1.4.2 Interaction entre le PRRSYV et M. hyopneumoniae

Il a été démontré que lors d’une co-infection avec ces pathogénes, une charge
virale plus importante du PRRSV est retrouvée chez le porc (Cho et al., 2006). La
présence de M. hyopneumoniae, méme & un niveau sous-clinique, augmente la
sévérité de la pneumonie due a une infection au PRRSV (Thacker et al., 1999). Une
augmentation des taux de cytokines pro-inflammatoires a aussi été observée, la co-
infection induisant plus d’IL-1§, d’IL-8, d’IL-10, d’IL-12 et de TNF-a au niveau des
sécrétions broncho-alvéolaires. Une augmentation du pourcentage de Iésions
macroscopiques est aussi observée. L’IL-10 pourrait &tre un des mécanismes qui
entraine une augmentation de la sévérité de la pneumonie observée en cas de co-
infection (Thanawongnuwech et al., 2004; Thanawongnuwech et Thacker, 2003).
Une étude a cependant rapporté que I’infection au PRRSV n’augmente pas la sévérité
des signes cliniques dus & M. hyopneumoniae chez des jeunes porcs 4gés de 3
semaines (Van Alstine et al., 1996).

La vaccination des animaux aurait également une incidence sur la sévérité des
signes cliniques dus & ces pathogénes. Bien que certaines études ont montré que la
vaccination des porcs avec les deux vaccins commerciaux simultanément induit une
protection identique & ’utilisation d’un seul de ces vaccins (Drexler et al., 2010),
d’autres études ont démontré que la vaccination contre le PRRSV ou une infection
par le PRRSV diminuait 1’efficacité de la vaccination contre M. hyopneumoniae. La
vaccination contre M. hyopneumoniae diminue le nombre de 1ésions associées aux
deux pathogenes; cependant si ces porcs regoivent également le vaccin contre le
PRRSYV, le nombre de Iésions dues aux deux pathogénes est augmenté (Thacker et al.,
2000Db).
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1.4.3 Interaction entre le PRRSYV et le circovirus porcin

Plusieurs études ont démontré que lors d’une infection par le PRRSV, la virémie
du PCV?2 se trouvait prolongée et augmentée (Allan et al., 2000a; Rovira et al., 2002;
Sinha et al., 2011). Au niveau de la réponse immunitaire, il a été démontré que lors
d’une co-infection avec ces deux pathogeénes il y a une diminution plus importante
d’IL-2, d’IL-4, d’IL-6, d’IL12p40 et d’INF-y et une augmentation plus importante du
taux de TNF-o que lors d’une infection unique. La réponse en anticorps contre les
deux pathogénes est plus longue & se mettre en place et moins importante. Une
diminution trés importante pendant les deux premiéres semaines du nombre de
monocytes et lymphocytes a aussi été rapportée (Shi et al., 2008; Shi et al., 2010).
Les deux pathogénes ont donc un effet synergique sur la diminution de la réponse
immunitaire cellulaire et humorale de I’hote.

La vaccination contre le PCV2 protége contre le pathogéne méme en présence
d’une co-infection PRRSV/PCV2 (Shen et al., 2010; Sinha et al., 2010). De plus, il a
été démontré lors de I’abattage des animaux que ceux ayant re¢u une vaccination
contre le PCV2 ont une séroprévalence pour le PRRSV moins importante, suggérant
un rdle bénéfique de la vaccination pour la prévention des infections secondaires
(Kixmoller et al., 2008). La vaccination contre le PRRSV permet de diminuer la
virémie due a une infection par le PCV2 mais seulement chez les porcs dgés de plus
de 13 semaines (Genzow et al., 2009). Il a été aussi démontré que des porcelets
infectés avec le PCV2 puis vaccinés contre le PRRSV développent plus de Iésions
pulmonaires que des porcelets non vaccinés (Allan et al., 2007). Il a été également
rapporté qu’une infection par le PCV2 diminue I’efficacité de la vaccination contre le
PRRSV (Opriessnig et al., 2006c¢).
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1.4.4 Interaction entre le M. hyopneumoniae et le circovirus porcin

Il a été démontré que ’infection par M. hyopneumoniae potentialise la sévérité
des lésions associées au PCV2. Elle augmente et prolonge aussi la virémie du PCV2
et ainsi augmente 1’incidence des PCVAD (Opriessnig et al., 2004). Lors d’une co-
infection avec ces deux pathogénes, une altération mineure du profil d’expression des
cytokines a été rapportée avec seulement une augmentation des taux d’IL-10 et
d’INF-y (Zhang et al., 2011b). Lors de la vaccination des animaux, il a été rapporté
que 1’4ge des animaux vaccinés contre M. hyopneumoniae peut avoir une incidence
sur la sévérité des signes cliniques dus & une infection subséquente par le PCV2
(Opriessnig et al., 2006b) et que I'utilisation de vaccin contre M. hyopneumoniae
contenant des adjuvants huileux augmente aussi la pathogénése du PCV2 (Krakowka
et al., 2007). Cependant, la vaccination simultanée des animaux contre ces deux
pathogénes permet de diminuer les signes cliniques et les lésions pulmonaires

associées a ces deux pathogénes (Kim et al., 2011a).
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2.1 Abstract

The Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is responsible
for severe economic losses in infected pig herds worldwide. The current commercial
PRRSYV vaccines are incompletely effective in protection against PRRSV. Therefore,
novel immunization strategies are needed to adequately stimulate the host immune
system to ensure protection against PRRSV. As a first step towards this goal,
replicating but non disseminating adenovectors (rAdVs) were developed and used as
vaccine vectors to express the proteins of interest of PRRSV, namely the GPS5
envelope glycoprotein which carries the major virus neutralizing epitope and the M
matrix protein which, upon dimerization with GPS5, enhances GPS5-specific antibody
(Ab) production in the host. Seven rAdVs were generated and designated GFP
(expressing green fluorescent protein and used as a negative control), GPS
(expressing wild-type GP5), M-GPS5 (a fusion protein co-expressing M and GPS), M-
GP5m [expressing a mutant form of GPS that has been developed to theoretically
increase the neutralizing Ab (NAb) response], M-GP5-CTB (fusion of M-GP5 with
the mucosal adjuvant cholerae toxin B subnit) and M-GP5m-CTB (co-expressing M-
GP5m and CTB). Pigs were immunized both intramuscularly and intranasally at 3-
weeks intervals with the different rAdVs. Two additional groups of pigs were either
primed with M-GP5-expressing rAdVs followed by a boost with bacterially-
expressed recombinant wild-type GP5 (rGP5) or immunized twice with a PRRSV
inactivated commercial vaccine. Immunization with M-GPSm-expressing rAdv
generated in the inoculated pigs a GP5-specific Ab response higher than that
observed in pigs treated with the M-GP5- and GPS-expressing rAdVs. The results
also showed that the CTB unit within in the fusion proteins had a negative effect on
the GP5-specific Ab response. The prime (with the M-GP5-expressing rAdVs)-boost
(with rGP5) immunization strategy elicited the highest GP5-specific Ab response.
However, no pigs from all groups developed GP5-specific NAbs.
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2.2 Introduction

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) emerged in the late 1980s
in North America (Keffaber, 1989) and then later in Europe (Wensvoort et al., 1991).
Since then, the disease has spread worldwide and became one of the most serious
infections in the swine industry (Holtkamp et al., 2012). PRRS is characterized by
severe respiratory clinical signs associated with pneumonia in pigs of all ages an<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>