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RESUME

Vers la fin des années 1980's et début des années 1990's une nouvelle maladie affectant
les élevages porcins d’Amérique du Nord et d’Europe est apparue. L’agent causal, le
virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (VSRRP), fut identifié en 1991.
Depuis ce temps, le virus s’est répandu dans la majorité, sinon la totalité des pays
producteurs de porcs et il est présentement reconnu comme étant 1’agent le plus
dévastateur affectant ’industrie porcine. Ce virus, membre de la famille Arteriviridae,
est constitué de six protéines structurales regroupées en deux catégories : les protéines
structurales majeures (N, M et GPs) et les protéines structurales mineures (GP4, GP3 et
GP,). Les principales cellules cibles du virus sont les macrophages alvéolaires porcins
(PAMs). In vitro, le VSRRP ne peut se répliquer que sur les PAMs en cultures primaires
et sur les lignées cellulaires dérivées de la lignée de rein de singe MA104 que sont les
cellules MARC-145 et CL 2621. Récemment, le service de diagnostic a isolé des isolats
de VSRRP ayant perdu la capacité de se propager sur les cellules MARC-145. Etant
donné I’existence d’anticorps neutralisants dirigés contre la GP4 et la GPs de la souche
LV du VSRRP, suggérant que ces protéines pourraient jouer un rdle essentiel dans la
liaison du virus a son récepteur cellulaire, cette étude avait pour but de vérifier
I’hypothése selon laquelle des mutations au niveau de ces protéines pourraient étre
responsables de la modification du tropisme du virus. D'une part, le séquencage des
produits de RT-PCR, correspondant aux genes codant pour la GP4 et la GPs de quelques
isolats cliniques ayant perdu la capacité de se répliquer sur les cellules MARC-145, fut
réalisé. Les séquences en aa des GP4 et GPs des isolats étudiés furent comparées a celles
de souches de référence ayant la capacité de se multiplier sur les deux types de cultures
cellulaires. Deux régions génomiques, 1’'une située dans I'ORF4 et correspondant aux
résidus d'aa 55 a 63 de la GP4, et 'autre localisée au niveau de I'ORFS et impliquant le
codon de l'aa 10 de la GPs, démontrérent des variations spécifiques a ces isolats. Ces
régions pourraient jouer un role important dans la modification du tropisme du VSRRP et,

possiblement, interagir avec le récepteur cellulaire.



D'autre part, I’attention fut portée sur I’obtention d’un vaccin efficace et sécuritaire contre
le VSRRP. En effet, les vaccins existants sont soit plus ou moins efficaces dans la
protection qu’ils conférent contre la maladie et I'infection (vaccins inactivés), soit non
sécuritaires (vaccins vivants atténués). Par ailleurs, bien que les Ac neutralisants soient
dirigés contre les GP4 et GPs du VSRRP, chez les porcelets, ce sont les Ac dirigés contre
la GPs qui sont les plus nombreux, les plus efficaces et qui réagissent principalement
contre des épitopes conservés chez la majorité des isolats. Ainsi, la GPs représente une
cible intéressante pour la mise au point d’un vaccin sous-unitaire efficace et sécuritaire
contre le SRRP. L’efficacité d’un vaccin inactivé par un agent n’affectant pas la
structure et la glycosilation des protéines du virion fut évaluée, de méme que celle
d’adénovirus recombinants humains (hAdVrecs) portant soit le géne de I’ORFS de type
sauvage (ORF5-WT), soit un géne synthétique (ORF5-SYN) codant de fagon optimale
pour la GPs puisqu'il correspond 4 I'ORF5-WT modifié de fagon & ce que ’ARNm qui en
découle exprime les codons traduits le plus efficacement par les cellules de mammiféres,
résultant ainsi en une expression amplifiée de la protéine. Le vaccin inactivé a engendré
une mémoire immunologique a 1’hote lui ayant conféré une certaine protection contre
I’apparition de lésions pulmonaires suite 4 une infection-défi, mais la protection des
animaux contre l’infection par le virus infectieux n'était que partielle. Lors des
immunisations avec les hAdrecs, le virus recombinant exprimant le géne ORF5-SYN a
engendré chez les porcelets une bien meilleure mémoire immunologique contre les
épitopes neutralisants du VSRRP que le virus recombinant véhiculant le géne ORF5-WT.
Toutefois, aucune conclusion n’a pu étre émise quant a I’effet protecteur de cette

immunisation suite a 1’échec de I’infection-défi.
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INTRODUCTION GENERALE



Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP) est une maladie qui engendre
d’énormes pertes économiques dans I’ensemble des pays producteurs de porcs de la
planéte. Cette maladie, qui peut se présenter sous une forme subclinique ou sous une
forme aigué parfois suivie d’une phase chronique, est présente dans la trés grande
majorité, sinon la totalité¢ des pays producteurs de porcs. La forme aigu€ du SRRP peut
engendrer d’importants problémes reproducteurs chez les truies, tel que des mises bas
prématurées, de la mommification feetale, la naissance de porcelets mort-nés ou faibles
ainsi qu’une baisse de la fertilit¢. Ce sont ces problémes qui sont responsables de la
majorité des pertes économiques encourues par la maladie. La composante respiratoire
de la maladie peut également se manifester lors des épisodes aigués de SRRP. En effet,
les porcelets, particulierement les non-sevrés, peuvent étre affectés de divers symptémes
respiratoires tels de la dyspnée, de la toux et des éternuements. Ces troubles respiratoires,
qui sont fréquemment aggravés par diverses infections secondaires virales et
bactériennes, peuvent aller jusqu’a provoquer la mort de 100% des porcelets. Lors des
épisodes chroniques du SRRP, les manifestations de la maladie sont beaucoup moins
spectaculaires, quoiqu’elles engendrent tout de méme d’importantes pertes économiques.
Ainsi, lors de ces épisodes, on peut noter, entre autres, |’apparition d’infections
respiratoires secondaires opportunistes et des retards de croissance des porcelets. De
plus, les animaux peuvent demeurer séropositifs et continuer a transmettre 1’agent causal

de la maladie pendant au moins six mois apres la disparition des signes cliniques.

Cette maladie est apparue presque simultanément en Amérique du Nord et en Europe.
Les premiers cas de SRRP ont été rapportés aux Etats-Unis et au Canada vers la fin de
I’année 1987 et au début de I’année 1988, respectivement (Bilodeau et al., 1991;
Keffaber, 1989), alors que les premiers cas européens furent rapportés vers la fin de 1990
et au début de 1991 (Lindhaus et Lindhaus, 1991). L’agent causal a finalement été
identifi€¢ en 1991 par Wensvoort et al. et fut nommé virus du syndrome reproducteur et

respiratoire porcin (VSRRP).

Ce virus, membre de la famille Arteriviridae avec le virus de la fievre hémorragique

simienne (SHFV), le virus de I’artérite virale équine (EAV) et le virus élévateur de la



déhydrogénase lactique (LDV), est constitué d’une capside icosahédrique qui est
enveloppée, ce qui lui confére une taille de 45 a 70 nm. Il posséde six protéines
structurales qui sont regroupées en deux catégories, soit les protéines structurales
majeures et les protéines structurales mineures. Les premiéres, qui sont présentes en plus
grandes quantités que les secondes et qui forment la plus grande partie du virion, sont la
protéine de la nucléocapside (N), la protéine de la matrice (M) et la glycoprotéine
majeure de I’enveloppe (GPs). Les protéines structurales mineures, qui sont présentes en

quantités plus faibles, sont la GP,, la GP3 et 1a GP4.

Le génome du VSRRP consiste en une molécule d’ARN monocaténaire de polarité
positive d’une longueur de 15 Kb. L’existence d’une grande variabilité génomique entre
les divers isolats de VSRRP a été mise en évidence par plusieurs chercheurs des deux
continents. Si I’on prend I’ensemble des souches du VSRRP dont le génome a été
analysé, celles-ci définissent deux génogroupes distincts : le génogroupe européen et le
génogroupe nord-américain. Les isolats de ces deux génogroupes montrent un
pourcentage d’identité nucléotidique de seulement 63% (Allende et al., 1999; Shen et al.,
2000), et ce, méme si les signes cliniques de la maladie qu’ils provoquent sont similaires.
De plus, il existe une variabilité génomique relativement importante, entre les isolats d’un
méme génogroupe. Parmi les isolats d'un méme continent, la glycoprotéine majeure
d'enveloppe, la GPs, est la protéine structurale la plus variable avec des pourcentages
d’homologie en aa variant de 88 a 99% (Gagnon et Dea, 1998; Meng et al., 1995b;
Murtaugh et al., 1995)

Le VSRRP posseéde un tropisme d’espéce trés restreint puisqu’il ne peut infecter que les
porcs et les sangliers (Albina, 1997). Chez ces animaux, le virus peut se répliquer dans
diverses cellules de la lignée monocyte/macrophage et dans les spermatides (Larochelle et
al., 1996; Sur et al., 1996). Toutefois, le virus a une préférence marquée pour les
macrophages alvéolaires porcins (PAMs). Ceux-ci sont les seules cellules porcines, avec
certains monocytes du sang périphérique, permissives au VSRRP (Voicu et al, 1994,
Wensvoort et al., 1991). Les seules autres cellules permettant la culture in vitro de ce

virus sont des lignées cellulaires dérivées de la lignée de cellules épithéliales de rein de



singe MA104. Ce sont les cellules MARC-145 et CL 2621 (Bautista et al., 1993; Kim et
al., 1993). Normalement, les isolats du génogroupe nord-américain se répliquent aussi
bien sur les cellules dérivées de la lignées MA104 que sur les PAMs, alors que, dans le
cas des isolats du génogroupe européen, ces derniers sont habituellement assez
réfractaires aux cellules MARC-145 et CL 2621 (Bautista et al., 1993; Mengeling et al.,
1995). 1l n'a pas encore été déterminé si le récepteur du virus a la surface de ces
différents types cellulaires est le méme, puisqu'il n'a pas encore été identifié, bien que sa
nature protéinique ait été démontrée (Therrien et al., 2000). De méme, il n'a pas encore
été démontré si c'est la méme voie d’internalisation qui est empruntée par le virus pour
infecter les lignées cellulaires de rein de singe permissives et les PAMs. Cependant,
certaines études laissent entendre que le récepteur du virus a la surface des cellules
susceptibles et la voie d’internalisation utilisée différent selon le type de cellules.
Premiérement, deux des trois autres membres du genre arterivirus (EAV et SHFV)
peuvent infecter, comme le VSRRP, les cellules MA104, ce qui suggere la présence d’un
récepteur et d’une voie d’internalisation commune, mais seul le VSRRP peut infecter les
PAMs (Plagemann, 1996). Deuxiémement, une équipe a obtenu, suite a des expériences
de fusion cellulaire, deux anticorps monoclonaux (AcMo) capables de bloquer I’infection
des PAMs par le VSRRP, mais non I’infection des cellules MARC-145 (Duan et al.,
1998). Ces résultats, et le fait que ces différents types de cellules aient des rdles
physiologiques trés distincts, suggeérent 1’existence de récepteurs distincts a la surface des
PAMs et des cellules dérivées de la lignée MA104.

Des AcMos dirigés contre les protéines GP4 et GPs, se sont avérés capables de neutraliser
P’infectivité du VSRRP, ce qui portent a croire que ces protéines pourraient jouer un rdle
essentiel lors de l’infection des cellules par le virus. La principale cible des Ac
neutralisants est la GPs et les épitopes qu’ils reconnaissent sur cette protéine peuvent étre
linéaires ou conformationnels en plus d’étre conservés chez les isolats des deux
génogroupes (Gonin et al., 1999; Pirzahdeh et Dea, 1997; Weiland et al., 1999; Zhang et
al.,, 1998). Les Ac neutralisants dirigés contre la GP4 sont dirigés contre les épitopes
linéaires d’au moins deux souches européennes différentes. Toutefois, ces Ac sont moins

efficaces pour neutraliser I’infection que ceux dirigés contre la GPs et aucun Ac



neutralisant dirigé contre la GP4 n’a pu neutraliser I’infectivité des isolats du génogroupe

nord-américain (Van Nieuwstadt et al., 1996; Weiland et al., 1999).

Depuis peu, des isolats nord-américains du VSRRP ayant perdu la capacité d’infecter les
cellules MARC-145 ont été isolés par le service de diagnostic virologique de I'INRS-
Institut Armand-Frappier. La capacité des Ac contre la GP4 et la GPs a neutraliser
I’infectivité indiquent que ces deux glycoprotéines d'enveloppe pourraient jouer un role
essentiel dans la liaison du virus a son récepteur et, par le fait méme, étre impliquées dans
la détermination du tropisme du VSRRP. Le premier objectif de ce travail consistait a
identifier, chez ces protéines, les régions impliquées dans la modification du tropisme du
VSRRP. Afin de mettre en évidence une telle région chez les deux génes incriminés, des
isolats nord-américains du VSRRP, associés a des épidémies de SRRP au Québec et ayant
perdu la capacité de se propager sur les cellules MARC-145 ont été sélectionnés de fagon
aléatoire. Par la suite, les génes codant pour la GP4 et la GPs de ces isolats ont été
amplifiés par RT-PCR avant de procéder aux travaux de séquengage. Les séquences en
acides aminés de ces protéines ont ensuite été déduites a partir des séquences
nucléotidiques obtenues pour chaque isolat et furent comparées entre elles et avec les
souches de référence nord-américaines, qui ont la capacité de se propager sur les cellules
MARC-145 et sur les PAMs, afin de tenter d’identifier des régions qui pourraient étre

responsables de leur tropisme particulier.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, la protection conférée par différents vaccins
commerciaux utilisés comme moyen prophylactique chez les porcs contre le VSRRP fut
évaluée et comparée chez des animaux infectés de fagon expérimentale. Il existe
présentement deux types de vaccins contre le VSRRP : les vaccins faits de virus inactivé
et les vaccins faits de virus vivant atténué. Un vaccin inactivé, commercialisé en Europe
sous le nom de Cyblue (Laboritorios Sobrino, S.A.), semble peu efficace contre la
composante respiratoire du SRRP, mais il offre une certaine protection contre la
composante reproductrice. Toutefois, la protection qu’il confere contre I’infection est
limitée (Albina, 1997; Dea et al., 2000a). La faible efficacité de ces vaccins pourrait étre

due en partie 4 la méthode utilisée pour I’inactivation des virions si les protéines portant



les principaux déterminants antigéniques sont en partie dénaturées. La deuxiéme
catégorie de vaccins disponibles sur le marché, les vaccins vivants atténués, s’averent
plus efficaces, mais ils comportent des inconvénients majeurs. Ces vaccins conferent
habituellement une bonne protection contre les signes cliniques respiratoires du SRRP et
offrent habituellement une protection assez efficace contre I’infection par le VSRRP.
Toutefois, ces vaccins engendrent une virémie chez les animaux vaccinés et sont excrétés
dans la semence ou dans I’air. Ils provoquent également des troubles reproducteurs
comme des avortements, lorsqu’ils sont administrés aux truies gestantes, et une baisse de
la qualité de la semence des verrats. De plus, la protection qu’ils conférent contre
I’infection n’est que de courte durée et il est impossible de distinguer les animaux infectés
des animaux vaccinés. Toutefois, le probléme le plus important est le retour possible & la
virulence de ces virus atténués (Albina, 1997; Christopher-Hennings et al., 1997; Dea et
al., 2000a; Meng, 2000; Mengeling et al., 1996) . Le fait que le VSRRP soit un virus a
ARN, avec des taux de mutations élevés, et que les souches vaccinales aient la capacité
de se multiplier chez I’animal pendant une longue période de temps (au moins 50 jours)
augmentent le risque de retour a la virulence des souches vaccinales atténuées suite a de
multiples passages en cultures cellulaires. Une étude a montré qu’un marqueur présent
dans une souche vaccinale ne pouvait étre isolé chez aucun des 25 isolats de champs
étudiés avant la vaccination. Toutefois, ce marqueur a pu étre détecté a partir de 24 des
25 isolats de champs étudiés suite a I’introduction du vaccin dans les troupeaux et 1’on
soupgonne ces isolats d’étre des descendants directs de la souche vaccinale (Mengeling et

al., 1999).

Ainsi, I’inefficacité et les risques des vaccins actuels font en sorte que la production de
vaccins plus efficaces et sécuritaires est essentielle et il semble que la GPs pourrait étre
une cible de choix pour la mise au point de vaccins sous-unitaires ou recombinants. Le
fait que cette protéine soit la principale cible des Ac neutralisants suggére qu’une bonne
réponse immunitaire contre cette protéine pourrait jouer un réle majeur dans la protection
de I’héte contre 1’infection par le VSRRP. Toutefois, I’existence du phénoméne des Ac
favorisants ou phénoméne ADE semble représenter un obstacle important. En effet, la

présence du récepteur de la portion Fc des Ac a la surface des macrophages/monocytes



fait en sorte que les complexes Ac-VSRRP sont opsonisés, ce qui favorise I’infection des
macrophages par le VSRRP. Toutefois, il a été¢ démontré, qu’en présence de titres élevés

en Ac neutralisants, aucune activité ADE n’est détectée (Yoon et al., 1996).

Des travaux d’immunisation de porcelets ont déja été réalisés utilisant comme antigéne la
protéine de fusion recombinante GST-ORFS5 exprimée dans E.coli et par immunisation
génétique avec ’ADN du plasmide pRc/CMV dans lequel avait été cloné I’ORFS d’une
souche Nord-Américaine (Pirzadeh et Dea, 1998) et les résultats obtenus ont confirmé les
informations discutées précédemment. Les résultats sur la protection induite suite a la
vaccination de porcelets avec la protéine de fusion produite chez E. coli se sont révélés
inadéquats. Ainsi, suite & une infection-défi, la synthése d’Ac neutralisants n’a pas été
observée et les lésions retrouvées au niveau des poumons étaient accentuées
comparativement a I’infection naturelle par le VSRRP, probablement due au phénoméne
d’ADE qui semble avoir été favorisé par la réponse immunitaire induite par ce type
d’antigene. Toutefois, les résultats obtenus suite a une infection-défi chez des porcelets
ayant ét¢ immunisés génétiquement ont révélé la présence de titres élevés en Ac
neutralisants associés a une disparition de la virémie et & une diminution importante des
lésions pulmonaires dues au VSRRP. Ainsi, il semble que la présence de titres élevés en

Ac neutralisants soit essentielle afin d’obtenir une protection efficace.

Donc, dans la deuxiéme partie de ce projet de recherche des porcelets ont tout d’abord été
infectés expérimentalement afin de confirmer la virulence de la souche IAF-Klop utilisée.
Par la suite, des porcelets ont ét¢ immunisés avec un vaccin inactivé a 1’éthylenimine
binaire (BEI), un agent ne dénaturant pas les protéines, puis soumis a une infection-défi.
Finalement, une infection-défi a aussi été réalisée chez des porcelets ayant é&té
préalablement immunisés avec des adénovirus humains recombinants non-réplicatifs et
inductibles véhiculant soit le géne de ’ORFS5 de type sauvage, soit le géne de ’ORFS5 de
type synthétique. Ce dernier est le gene de I’ORFS de type sauvage dont certains codons
ont été modifiés, dans le laboratoire du Dr Serge Dea, pour faire en sorte que ’ARNm
soit traduit de fagon optimale par les cellules de mammiféres. Des échantillons de sérums

ont été prélevés a différents temps chez ces animaux afin d’évaluer la réponse humorale



de ceux-ci et la présence du VSRRP. Des échantillons de poumons ont également été
récoltés lors de I’euthanasie des animaux afin de procéder a des analyses histologiques et

virologiques.



CHAPITRE I: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.1 Le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin

1.1.1 Historique

A P’automne 1987 et pendant I’hiver 1988, une nouvelle maladie a fait son apparition
dans les élevages porcins des Etats-Unis et du Québec (Bilodeau et al., 1991; Keffaber,
1989). Un peu plus tard, vers la fin de 1990 et le début de 1991, une maladie similaire a
fait son apparition en Europe (Lindhaus et Lindhaus, 1991). Ces deux maladies,
cliniquement similaires, entrainaient une série de problémes reproducteurs chez les truies
ayant été affectées d’un période d’hyperthermie de longue durée, ainsi que des problémes

respiratoires chez les porcelets en période post-sevrage et en I’engraissement.

Avant que I’on puisse clairement I’identifier, cette maladie a été affublée de différents
noms. Aux Etats-Unis, on ’a nommeée, entre autres, « swine infertility and reproductive
syndrome (SIRS) » (Collins et al., 1992), et « mystery swine disease » (Hill, 1990). Au
méme moment, au Québec, on parlait plutdét du « syndrome HAAT-pneumonie
intersticielle » ou les lettres HAAT signifiaient « Hyperthermie, Anorexie, Avortement,
Truie » (Martineau et al., 1991), alors qu’en Europe cette maladie était connue sous des
noms comme « blue ear disease » (White, 1991), « porcine epidemic abortion and
respiratory syndrome (PEARS)» (Wensvoort et al., 1991) ou « porcine reproductive and
respiratory syndrome (PRRS) ». Ce dernier nom, en frangais, syndrome reproducteur et
respiratoire porcin (SRRP), est maintenant celui qui est reconnu internationalement pour

identifier la maladie.

Plusieurs agents ont été soupgonnés comme pouvant étre la cause primaire du SRRP.
Parmi ceux-ci, on retrouve le virus de la pseudorage (PRV), le parvovirus porcin (PPV),
le virus influenza porcin (SIV), le coronavirus hémagglutinant de I’encéphalomyélite
porcine (HEV), les enterovirus porcins (PEV), le cytomégalovirus porcin (PCMV),
Chlamydia psittaci, Leptospira bratislava, Leptospira pomona et les mycotoxines (Goyal,
1993). Toutefois, deux virus ont fait ’objet d’une attention plus particuliére soient « le
virus de I’encéphalomyocardite (EMCV) et un variant antigénique d’un virus influenza de

type A ». Ces deux virus ont été isolés a partir de poumons de porcelets en post-sevrage
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et en engraissement provenant de différents élevages du Québec ayant connu des épisodes
de problémes respiratoires et reproducteurs (Martineau, 1992). Toutefois, ces agents
n’ont pas permis la reproduction de tous les signes cliniques de la maladie lorsqu’ils ont

été inoculés seuls a des porcs dépourvus de pathogénes spécifiques (SPF) ou axéniques.

En 1991, un groupe de chercheurs hollandais a isolé, chez des truies et des porcelets
atteints du SRRP, un virus jusqu’alors inconnu. Cette équipe a surnommé ce dernier
« virus de Lelystad (LV) » en référence a la ville ou eut lieu la découverte (Wensvoort et
al., 1991). Ce virus a été ensuite formellement identifié comme 1’agent causal de la
maladie permettant la reproduction des criteres du postulat de Koch (Terpstra et al.,
1991). Par la suite, en 1992 aux Etats-Unis, I’isolat ATCC VR-2332, un virus adapté a la
culture sur tissu et relié¢ sérologiquement au virus LV, a été également reconnu comme
agent causal du SRRP (Benfield et al., 1992; Collins et al., 1992). Finalement, au
Québec, un troisiéme virus relié sérologiquement aux virus LV et ATCC VR-2332 a été
découvert en 1992 et fut surnommé I’isolat IAF-Exp91 (Dea et al., 1992) puisque le virus
purifié permit la reproduction des symptomes reproducteurs chez des truies en période de
gestation tardive. Ces trois agents sont maintenant reconnus comme trois différentes
souches du méme virus : le virus du SRRP (VSRRP). Depuis, plusieurs autres souches
ont été isolées dans ces pays ainsi que dans plusieurs autres pays d’Europe, d’Asie et
d’Amérique du Sud (Albina, 1997). Des études rétrospectives ont également permis de
démontrer que le VSRRP était présent chez les porcs dés 1979 au Canada (Carman, 1996)
et dés 1985 aux Etats-Unis (Yoon, 1992b; Yoon et al., 1992¢)

Aujourd’hui, le fait que le VSRRP soit endémique dans la majorité, sinon la totalité, des
pays producteurs de porcs (Dea et al.,, 2000a) lui confére une grande importance
économique. Ainsi, la maladie engendrerait des pertes de 1’ordre de 1,5 & 2,0 porcelets
par truie par année. Pendant les épisodes aigus de la maladie, les pertes peuvent atteindre
de 250 et 500 dollars par truie (Goyal, 1993). Ainsi, lors d’une importante épidémie en
Towa, qui affectait plus de 250 unités de production, le SRRP a été reconnu responsable
de la mort de 85 330 porcs, ce qui a engendré des pertes de 10,6 millions de dollars
(Loula, 1991).



1.1.2 Taxonomie

Le VSRRP est un membre d’un ordre récemment créé : ’ordre Nidovirales (Cavanagh,
1997). Cet ordre a été officiellement reconnu par les membres de 1’exécutif du Comité
International pour la Taxonomie des Virus (ICTV) lors du dixiéme Congreés International
de Virologie ayant eu lieu a Jérusalem en aofit 1996 (Pringle, 1996). Il est constitué de
deux familles : les familles Coronaviridae et Arteriviridae. Le VSRRP est une membre
de cette derniére qui est constituée d’un seul genre; les arterivirus. Outre le VSRRP, ce
genre comprend également le virus de la fievre hémorragique simienne (SHFV), le virus
de I’artérite virale équine (EAV) et le virus élévateur de la déhydrogénase lactique (LDV)
chez la souris. Dans le passé, les arterivirus ont longtemps été classifiés avec les
membres de la famille Togaviridae avec qui ils partagent la plupart de leurs
caractéristiques morphologiques. Toutefois, des études moléculaires ont montré que
I’organisation génomique et le mode de réplication de ces virus sont similaires a ceux des
membres de la famille Coronaviridae, ce qui a mené a la création de 1’ordre

Nidovirales.

1.1.3 Structure

1.1.3.1 Morphologie

Le VSRRP est un petit virus morphologiquement similaire aux virus de la famille
Togaviridae . 11 est constitué d’une capside de symétrie icosaédrique, d’une taille variant
entre 25 et 35 nm, et d’une enveloppe qui confére au virion une forme sphérique et un
diametre se situant de 45 & 70 nm (Benfield et al., 1992; Dea et al., 1992; Wensvoort et
al., 1992).
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Figure 1 : Classification du VSRRP approuvée par le Comité International pour la
taxonomie des virus (ICTV) (Cavanagh, 1997)
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Figure 2 : Représentation schématique d’un isolat nord-américain du VSRRP (Tiré
de Dea et al, 2000)



P GP4

ssRNA

GPS




1.1.3.2 Génome

Le génome du VSRRP est constitué d’une molécule d’ARN monocaténaire de polarité
positive possédant une séquence de téte coiffée en 5’ et qui est polyadénylée en 3°. 1l est
d’une longueur d’environ 15 kb et est constitué, outre la séquence de téte et la queue
poly(A), de huit cadres de lecture ouverts (ORFs) désignés ORF1a, ORF1b, et ORF2 a 7,
ainsi que d’une petite région non-codante située entre ’ORF7 et la queue poly(A)
(Conzelmann et al., 1993; Meulenberg et al., 1993a; Meulenberg et al., 1993b). Les
ORFla et ORFlb comptent pour environ 80% du génome et codent pour deux
polyprotéines (POLa et POLab) associées a la réplication et a la transcription du génome
(Meulenberg et al., 1993b), alors que les ORFs2 a 7 codent pour les différentes protéines
structurales du VSRRP (Mardassi et al., 1995; Meulenberg et Petersen-den Besten, 1996;
Meulenberg et al., 1995). Récemment, un nouvel ORF a été identifié chez le VSRRP. Ce
petit ORF se situe a l’intérieur de ’ORF2 et a ét¢ nommé ORF2a alors que le géne
auparavant connu sous le nom d’ORF2 porte maintenant la dénomination d’ORF2b
(Snijder et al., 1999).

1.1.3.3 Protéines virales

1.1.3.3.1 Protéines non-structurales

Trés peu de travaux ont été réalisés en regard des protéines non-structurales du VSRRP
qui sont les produits des ORF1la et 1b. Toutefois, les travaux sur la biologie moléculaire
d’un autre arterivirus, ’EAV, (Snijder et Meulenberg, 1998) peuvent nous servir de
modéle puisque les virus de ce genre ont tous le méme mode de réplication. Ainsi, la
plupart des énoncés de cette section proviennent de travaux effectués sur ’EAV qui sont

décrits dans un revue de littérature trés compléte de Snijder et Meulenberg (1998).

Les protéines non-structurales du VSRRP sont codées par les ORF1a et 1b du génome
viral. L’ORF1a est traduit directement de I’ARN génomique en une polyprotéine d’une
taille de 1463 aa (POLa). L’ORF1b, quant a lui, a besoin d’un « ribosomal shifting » ou

changement de cadre de lecture en amont du codon de terminaison de I’ORF1a pour étre
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traduit. La polyprotéine résultante fait 3859 aa (POLab) de longueur et est constituée de
la presque totalité de ’ORF1a et de la totalit¢ de ’ORFIb (Meulenberg, 2000). Chez
I’EAV, les produits des ORFia et 1b sont clivés a dix endroits par trois différentes
protéases encodées par I’ORF1a, produisant ainsi un total de 12 protéines non-structurales
(nsp). Ces trois protéases sont nspl, nsp2 et nsp4. Nspl et nsp2 correspondent
respectivement a une cystéine protéase de type papaine (PCP) et 4 une cystéine protéase
(CP) qui contiennent toutes deux un domaine cystéine autoprotéase permettant, par une
action en cis, le clivage rapide de la polyprotéine (Snijder, 1992; Snijder, 1995). Quant a
la sérine protéase nsp4 (SP), elle fait partie des cystéines protéases de type 3C et elle est
la principale protéase du virus. Elle est responsable du clivage des nsp encodées par
I’ORF1b que sont les nsp9, 10, 11 et 12 (van Dinten et al., 1999). Selon des analyses de
comparaison de séquences, ces nsp consistent respectivement en un motif d’ARN
polymérase ARN-dépendante (pol), un domaine de liaison au zinc, un motif hélicase de
’ARN (hel) et un domaine 3’-terminal conservé (ctd) (den Boon et al., 1991; Godeny et
al., 1993; Gorbalenya, 1989; Meulenberg et al., 1993; Van Dinten, 1996). Le VSRRP et
le LDV possédent également une quatriéme protéase qui est une PCP et qui se trouve a

I’extrémité N-terminale de I’ORF1a : la PCPo.

Récemment, il a été démontré chez ’EAV que la nspl0, le domaine de liaison au métal
(m olt m=zinc), est essentielle pour la syntheése des ARNs viraux, donc pour la réplication
et la synthése des ARNm subgénomiques. Elle serait également impliquée dans la
biogenése du virion (Van Dinten, 2000). Il a également été démontré que les
polyprotéines produites par les ORFla et 1b sont les seules protéines nécessaires a la

réplication du génome et & la synthése des ARNm subgénomiques (Molenkamp et al.,
2000).
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Figure 3 : Organisation génomique et mode de réplication du VSRRP (Tiré de la
thése de doctorat de Carl Gagnon (2001) INRS-Institut Armand Frappier,

Université du Québec, Qc, Canada)

Les chiffres représentent les différents ORFs du génome viral. ST : séquence de téte.
AAAAA : queue poly-A. ARN 1 a 7: ARNm sous-génomiques
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Figure 4 : Représentation schématique des polyprotéines codées par les ORFla et

ORF1ab et des sites de clivage de celles-ci (Tiré de Meulenberg, 2000)

Les sites de clivage des 12 nsp sont représentés par les fléches alors que les chiffres
montrent la position de chaque nsp. Pcp: cystéine protéase de type papaine. Cp:
cystéine protéase. Sp: sérine protéase. Hd : domaines hydrophobes conservés. Pol :
Motif ARN polymérase ARN-dépendante. M : domaine de liaison au zinc. Hel : motif

hélicase. Ctd : domaine terminal conservé en 3
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1.1.3.3.2 Protéines structurales

Les différentes protéines structurales du VSRRP sont encodées par les ORFs 2-7 du
génome viral. Elles sont divisées en deux catégories : les protéines structurales majeures
et les mineures. Les premiéres sont celles qui sont exprimées le plus fortement et elles
constituent la plus grande partie du virion. Elles sont codées par les ORF7, ORF6 et
ORFS du génome et elles correspondent respectivement a la protéine de la nucléocapside
(N), la protéine de la matrice (M) et la glycoprotéine majeure de I’enveloppe (GPs)
(Benfield et al., 1992; Mardassi et al., 1994a; Nelson et al.,, 1993). Les protéines
structurales mineures sont, quant a elles, exprimées en plus petites quantités par les
ORF4, ORF3 et ORF2 et sont désignées les glycoprotéines GP4, GP3 et GP, (Meulenberg
et Petersen-den Besten, 1996; van Nieuwstadt et al., 1996).

1.1.3.3.2.1 Protéines majeures

La protéine de la nucléocapside (N) est une petite protéine non glycosylée et hautement
basique qui a une taille de 14-15 kDa (Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al., 1995).
Elle est fortement exprimée et constitue environ 20-40% des protéines totales du virion
(Bautista et al., 1996; Mardassi et al., 1994a; Nelson et al., 1993). Il semble que la partie
N-terminale de cette protéine, qui contient 26% de résidus basiques, serait responsable de
la liaison de la protéine & I’ARN génomique lors de la formation de la nucléocapside
(Mardassi et al., 1994a; Meng et al., 1995a; Meulenberg et al., 1993b; Meulenberg et al.,
1995).

La protéine de la matrice (M) est non glycosylée et posséde une masse moléculaire de
18-19 kDa. Elle posséde trois régions hyprophobes qui pourraient servir de domaines
transmembranaires pour lui permettre de s’incorporer a 1’enveloppe comme dans le cas
de la protéine M des coronavirus (Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al., 1993b; Rottier
et al., 1986). De plus, elle pourrait également jouer un réle important dans 1’assemblage
et le bourgeonnement des virions tout comme chez les coronavirus (Mardassi et al., 1996;
Plagemann, 1996).
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La derniére des trois protéines structurales majeures du VSRRP est la glycoprotéine
majeure de I’enveloppe (GPs). Elle est, comme son nom I’indique, glycosylée et elle fait
environ 24,5-26 kDa (Mardassi et al., 1996; Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al.,
1995). Le nombre de sites potentiels de N-glycosylation qu’elle posséde varie selon les
souches de virus. En effet, la souche de référence Européenne LV posséde deux sites de
N-glycosylation (Meulenberg et al., 1993), la souche de référence québécoise IAF-Klop
en posséde trois, alors que la souche de référence américaine en posséde quatre (Mardassi
et al., 1995; Murtaugh et al., 1995; Pirzadeh et al., 1998). Aussi, cette protéine posséde
des épitopes capables d’induire la production d’Ac pouvant neutraliser I’infectivité du
virus, ce qui suggére qu’elle pourrait jouer un rdle important lors de I’interaction du virus
avec le récepteur cellulaire ou lors de la pénétration du virus a I'intérieur de la cellule
(Murtaugh et al., 1995; Pirzadeh et Dea, 1998; Weiland et al., 1999; Zhang et al., 1998).
Toutefois, rien n’a encore été démontré a ce sujet. Dans un autre ordre d’idée, la capacité
de la GPs des souches européennes et nord-américaines du VSRRP & induire I’apoptose a
été démontrée dans les PAMs, ainsi que dans les lignées cellulaires de reins de singe
susceptibles in vitro (Suarez et al., 1996a; Sur et al., 1998). Ce phénoméne d’apoptose a
également pu étre démontré in vivo dans les poumons et tissus lymphoides de porcs
infectés expérimentalement (Sirinarumitr et al., 1998; Sur et al., 1998). Lors de ces
expériences, les auteurs ont noté que le nombre de cellules apoptotiques était supérieur au
nombre de cellules infectées par le VSRRP et que plusieurs des cellules en apoptose
n’étaient pas infectées. Ce résultat suggére donc I’existence d’un phénomeéne d’induction
de I’apoptose par une voie indirecte. Le role de ’apoptose et les mécanismes impliqués

dans ce phénomene ne sont pas encore connus.

1.1.3.3.2.2 Protéines mineures

La glycoprotéine GP4 posséde une masse moléculaire de 31-35 kDa et 4 sites potentiels
de N-glycosylation (Meulenberg et al., 1997). La GP; de la souche de référence
européenne LV posséde également des épitopes neutralisants. Toutefois, contrairement a
la GPs, ces épitopes ne sont pas conservés parmi les différents isolats européens et nord-

américains (Meulenberg et al., 1997; Weiland et al., 1999). De plus, I’efficacité des
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anticorps dirigés contre ces épitopes est moindre que celle des anticorps dirigés contre la
GPs, ce qui confirme que c’est la GPs et non la GP4 qui est la principale cible des
anticorps neutralisants, comme il a été démontré dans le cas des autres artérivirus
(Weiland et al., 1999). Ainsi, la GP4 pourrait, comme la GPs, jouer un role important lors

de ’interaction avec la cellule ou lors de I’internalisation du virion.

La glycoprotéine GP; possséde une masse moléculaire de 42-50 kDa, ce qui en fait la
plus grosse des protéines structurales du VSRRP. Ses sept sites de N-glycosylation font
en sorte qu’elle est fortement glycosylée (Gonin et al., 1998; Mardassi et al., 1995;
Meulenberg et al., 1995). Comparativement aux souches européennes, la GP; des isolats
nord-américains du VSRRP contient une délétion de douze acides aminés dans sa portion
C-terminale. Conséquemment, cette région est amphipatique pour ces isolats, alors
qu’elle est hydrophile chez les isolats européens (Gonin et al., 1998; Katz et al., 1995).
De plus, il a été démontré que la glycoprotéine GP3 de la souche de référence québécoise
IAF-Klop n’était pas exprimée a la surface du virion comme chez la souche de référence
européenne LV (Meulenberg et al., 1995; van Nieuwstadt et al., 1996). La majeure partie
de la GP; est retenue en amont de la région du médiane du Golgi, probablement dans le
réticulum endoplasmique. Toutefois, une petite fraction de la GP; est sécrétée a
I’extérieur des cellules sous une forme soluble (Mardassi et al., 1998). Ainsi, la GP3 de la
souche IAF-Klop serait plutdt une protéine non-structurale. La fonction de cette protéine,

qu’elle soit sous sa forme membranaire ou sécrétée, est jusqu’a ce jour inconnue.

La glycoprotéine GP, (ou GP,b) est la derniére des protéine structurales du VSRRP. Elle
fait 29-30 kDa et possséde deux sites de N-glycosylation (Meulenberg et Petersen-den
Besten, 1996). Son rdle n’est pas connu, mais il a été démontré que le produit de I’'ORF2
est essentiel & la réplication du virion chez I’EAV (van Dinten et al., 1997). Quant au
cadre de lecture récemment découvert a ’'intérieur de ’ORF2b et que 'on a nommé
ORF2a, il semble qu’il code pour une petite protéine structurale de 10 kDa que I’on

nommerait GP»a et qui serait essentielle a I’infectivité du virion (Wu et al., 2000).
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1.1.4 Caractéristiques physico-chimiques

Les temps de demi-vie du VSRRP sont respectivement de 140h a4 °C,20ha21°C,3a
12 h a37°C et 7 min a 56 °C. Le virus est complétement inactivé aprés 48 h a une
température de 37 °C ou aprés 45 min & 56 °C, alors qu’il est stable pendant au moins
quatre mois lorsqu’entreposé 4 —70 °C (Benfield et al., 1992; Bloemraad et al., 1994). Le
VSRRP est un virus pouvant également étre trés affecté par le pH de son environnement.
A 37 °C, la valeur du pH optimal, permettant une meilleure conservation de I’infectivité
du virion, est de 6,0. Lorsque le pH est inférieur a 5,5 ou supérieur a 6,5, le temps de
demi-vie du VSRRP est réduit de moitié (Bloemraad et al., 1994). La densité du virion
est de 1,18-1,20 g/mL sur un gradient de chlorure de césium et de 1,14-1,3 g/mL
lorsqu’un gradient de saccharose est utilisé¢ (Bautista et al., 1996; Benfield et al., 1992;

Mardassi et al., 1994a; Ohlinger et al., 1991).

1.1.5 Variabilité génomique

Bien que les signes cliniques de la maladie causée par les virus européens et nord-
américains soient similaires, il existe des différences importantes dans les séquences
nucléotidiques des génomes des isolats provenant de chacun des continents (Tableau 1).
Ainsi, le génome viral entier montre un pourcentage d’identité en nucléotides d’environ
63% entre les isolats européens et ceux isolés dans les élevages porcins de I’Amérique du
Nord (Allende et al., 1999; Shen et al., 2000). On peut donc conclure que les isolats de
chacun des continents font partie de deux génogroupes distincts. Des études
phylogéniques suggérent qu’ils sont probablement issus d'un ancétre commun qui serait
un virus apparenté au LDV (Mardassi et al., 1995; Meng et al., 1995a; Murtaugh et al.,
1995; Nelsen et al., 1999). 11 est également intéressant de noter que les isolats du VSRRP
présents dans les différents pays asiatiques sont tous apparentés aux virus du génogroupe

nord-américain.
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1.1.5.1 Régions non-codantes en 5’ et en 3’

La région non-codante située au niveau de I’extrémité 5’-terminale, qui fait 221 pb chez
la souche de référence européenne LV (Meulenberg et al., 1998), est d’une longueur de
189 ou 190 pb chez les souches nord-américaines. Le pourcentage d’homologie en
nucléotides de cette région est de 56 4 61% avec LV (Allende et al., 1999; Nelsen et al.,
1999).

Chez la souche nord-américaine 16244B, la région non-codante située en aval de I’ORF7
(extrémité 3’-terminale) est d’une longueur de 150 nucléotides (Allende et al., 1999), ce
qui représente 36 nucléotides de plus que dans le cas du virus LV (Meulenberg et al.,
1993a) et le pourcentage d’homologie en nucléotides entre ces deux souches est de 76%.
On retrouve, dans le cas de la souche 16244B, une insertion de 26 nucléotides ainsi
qu’une délétion d’un nucléotide par rapport & la souche de référence européenne. Aussi,
le codon stop de ’ORF7 est situé 9 nucléotides en amont chez 16244B par rapport a LV
(Allende et al., 1999). Ces insertions, délétions et changement de position du codon stop
se retrouvent également chez la souche de référence américaine ATCC VR-2332 et chez
une dizaine d’isolats européens (Conzelmann et al., 1993; Drew et al., 1997; Plana
Duran, 1997). Les nucléotides adjacents & la queue poly(A) présentent un niveau de
conservation élevé parmi les artérivirus, ce qui suggere que cette région pourrait jouer un

réle important (Godeny et al., 1993) dans la réplication du virus.

1.1.5.2 ORF1a et ORF1b

Parmi ces deux ORFs, le plus variable est ’'ORFla. Le pourcentage d’homologie en
nucléotides existant entre I’ORF1a des souches nord-américaines et ’ORFla de LV est
d’environ 55% (environ 47% d’homologie en aa) (Allende et al., 1999; Nelsen et al.,
1999). La région la plus variable de cet ORF se retrouve dans la région nsp2. En effet,
chez la souche 16244B cette région n’exhibe que 32% d’homologie en aa avec la région
équivalente de LV, en plus des 120 aa de plus pour I’isolat nord-américain (Allende et
al., 1999).
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L’ORF1b est, quant & lui, mieux conservé parmi les différentes souches étudiées. En
effet, 65% des nucléotides et prés de 70% des aa sont partagés par les souches nord-
ameéricaines et la souche de référence européenne LV (Allende et al., 1999; Nelsen et al.,
1999). Toutefois, la région nspl2 montre une trés grande variabilité. Ainsi, les 150
derniers aa de ’ORF1b de la souche nord-américaine 16244B ne présentent que 42%

d’identité avec ceux de la souche LV (Allende et al., 1999).

1.1530RFs 2a7

Les séquences en aa, déduites des séquences nucléotidiques des ORFs 2 a 7 des isolats
européens et nord-américains du VSRRP démontrent des pourcentages de divergence de
I’ordre de 21 a 48 % (Mardassi et al., 1995; Meng et al., 1995a; Murtaugh et al., 1995;
Nelsen et al., 1999). Il est également intéressant de noter que 1’on observe aussi une
diversité génétique significative parmi les différents isolats du génogroupe nord-
ameéricain alors que les isolats regroupés dans le génogroupe européen démontrent moins
de divergence entre eux (Gagnon et Dea, 1998; Kapur et al., 1996; Morozov et al., 1995;
Pirzadeh et al., 1998; Suarez et al., 1996b).

Ainsi, la protéine de la matrice est la protéine structurale la mieux conservée avec un
pourcentage d’identité en aa de 78 a 81% entre les virus des génogroupes européens et
nord-américains et supérieur a 96% parmi les membres d’un méme génogroupe (Gagnon
et Dea, 1998; Meng et al., 1995a; Murtaugh et al., 1995). D'autre part, la protéine
structurale la plus variable est la GPs qui montre 88-99% d’homologie en aa entre les
isolats d’un méme continent et seulement 52-55% d’homologie en aa entre les virus de
génogroupes distincts. Ainsi, la différence entre les GPs de chacun des génogroupes est
presque aussi grande qu’avec la GPs du LDV (Kapur et al., 1996; Mardassi et al., 1995;
Meng et al, 1995a; Pirzadeh et al, 1998; Suarez et al, 1996b).
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1.1.6 Morphogenése

1.1.6.1 Tropisme et récepteur

Ex vivo, les seules cellules porcines permettant la propagation du VSRRP sont les
macrophages alvéolaires porcins (PAMs) de méme que certains monocytes du sang
périphérique (Voicu et al., 1994; Wensvoort et al., 1991). Les PAMs récoltés chez des
porcelets de moins de six semaines sont plus susceptibles & I’infection par le virus et,
parmi les différents types de PAMs, le VSRRP a une préférence pour les macrophages
immatures ou récemment activés (Choi, 1995; Mengeling et al., 1995). Des tests
d’hybridation in situ ont permis de démontrer que le virus pouvait également infecter les
macrophages se trouvant dans la rate, le foie, les plaques de Peyer, le thymus et les
microglies. Toutefois, il est incapable d’infecter les macrophages péritonéaux ou les
cellules souches de la moelle osseuse (Larochelle et al., 1996; Sur et al., 1996). Le
VSRRP a également la capacité de se répliquer dans les cellules germinales testiculaires

(spermatides) (Sur et al., 1997).

Les seules lignées cellulaires permettant la réplication du virus dérivent de la lignée de
cellules épithéliales de rein de singe MA104. Ce sont les cellules MARC-145 et CL 2621
(Bautista et al., 1993; Kim et al., 1993). Il est intéressant de noter que deux des trois
autres membres du genre arterivirus, soit ’EAV et le SHFV, ont aussi la capacité de se
répliquer dans les cellules MA104. Ainsi, le fait que ces trois virus puissent infecter les
cellules épithéliales de rein de singe suggére qu’ils utilisent un récepteur et une voie
d’internalisation commune (Plagemann, 1996). Toutefois, le fait que, parmi ces trois
virus, seul le VSRRP soit en mesure d’infecter les PAMs, et que ce dernier type cellulaire
ait un rdle physiologique trés différent des cellules MARC-145 suggeérent que le récepteur
utilisé par le virus est différent chez ces deux types de cellules. De plus, Duan et al.
(1998) ont produit deux AcMo capables de bloquer I’infection des PAMs par le VSRRP.
Ces anticorps immunoprécipitent une protéine membranaire de 210 kDa se trouvant a la
surface des PAMs. Ces anticorps sont toutefois incapables de bloquer I’infection des

cellules MARC-145, ce qui vient appuyer I’hypothése de I’existence de récepteurs

30



distincts a la surface de ces deux types de cellules permissives (Duan et al., 1998). La
nature protéinique du ou des récepteurs a la surface des cellules MARC-145 et/ou de
I’antirécepteur du virion a aussi été démontrée (Therrien et al., 2000). II est également
intéressant de noter que les isolats de VSRRP provenant du génogroupe européen sont
habituellement assez réfractaires aux lignées cellulaires MARC-145 ou CL 2621, alors
que la trés grande majorité des isolats du génogroupe nord-américain se répliquent aussi

bien chez ces cellules que chez les PAMs (Bautista et al., 1993; Mengeling et al., 1995).

La liaison du virion a un récepteur a la surface d’une cellule n’est toutefois pas une
condition suffisante a elle seule pour permettre I’infection. En effet, il a ét¢ démontré que
le VSRRP pouvait se lier a la surface de types cellulaires autres que ceux mentionnés ci-
haut, malgré leur non-permissivité a l'infection par le virus (Tableau II) (Kreutz, 1998;
Therrien et al., 2000). Le VSRRP est méme internalisé par les cellules VERO, qui sont
aussi des cellules de rein de singe, mais aucune protéine virale intracellulaire n’a pu €tre
détectée par des tests d’immunofluorescence indirecte. Toutefois, en présence de
polyéthyléne glycol (PEG), qui permet la fusion des membranes, le virus peut
s'internaliser et la réplication du génome viral a lieu dans les cellules VERO. Ainsi, la
résistance des cellules VERO a la réplication du VSRRP se produit a une étape en aval de
la liaison au récepteur et de I’internalisation, mais en amont de la synthése des protéines
(Kreutz, 1998). Le mécanisme d’internalisation implique, tant chez les cellules MARC-
145 que chez les PAMs, la liaison & un ou des récepteurs spécifiques menant a un
phénomeéne d’endocytose ou les particules virales sont internalisées dans des vésicules
cytoplasmiques par une voie dépendante des clathrines. Une diminution du pH est
également essentielle pour libérer la nucléocapside de son enveloppe afin de permettre

une réplication virale productive (Kreutz et Ackermann, 1996; Nauwynck et al., 1999).
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Tableau 2. Adhérence du VSRRP i la surface des cellules permissives et non-

permissives.

Types cellulaires Adhérence du Permissivité au
VSRRP* VSRRP

PAMs + +
MARC-145 + +
MA-104 + +
PBLs +¢ +¢
RK-13 + -
BHK-21 + -
PK-15 + -

PT + -
U937 - -
293A + -
Vero* -

? Le VSRRP attaché aux cellules en suspension fut détecté¢ a I’aide de I'AcMo IAF-K8
biotinylé. Par la suite, les cellules ont été incubées dans une solution de streptavidine-
phycoérythrine et la fluorescence cellulaire résiduelle aprés lavages dans du PBS fut
analysée par cytofluorométrie.

®La réplication du VSRRP dans les différentes lignées cellulaires a été déterminée par

immunofluorescence indirecte avec I’AcMo IAF-K8 et par RT-PCR.

CPBL: (lymphocytes du sang périphérique - peripheral blood lymphocytes). Peu de

cellules ont attaché le VSRRP ou ont permis la réplication du virus.

Tiré de: Therrien et al., 2000; et *Kreutz, 1998

32



1.1.6.2 Réplication

Le génome libéré dans le cytoplasme, suite a la décapsidation, consiste en une molécule
d'ARN de polarité positive dont les ORFla et 1b sont directement traduits en deux
polyprotéines (POL1a et POL1ab). Celles-ci ont des activités autocatalytiques, ce qui
permet le clivage des enzymes nécessaires 4 la réplication du génome et a la synthese des
différentes protéines structurales (Snijder et Meulenberg, 1998). Ces enzymes ont €té
préalablement décrites dans une section précédente. Les protéines codées par les ORFs 2-
7 sont traduites a partir &’ ARNm subgénomiques transcrits par I'intermédiaire d'une ARN
polymérase ARN-dépendante traduite a4 partir de 'ARN génomique infectieux. Ces
ARNm sont synthétisés par un mécanisme de transcription discontinue et sont tous
constitués d’une séquence de téte, provenant de la portion 5’ du génome, couplée au corps
de I’ARNm subgénomique. Comme il est illustré dans la figure 3, ces ARNm sont tous, a
I’exception de I’ARN7, structurellement polycistroniques, bien qu’ils soient
fonctionnellement monocistroniques. En effet, seul le premier ORF, situé a I'extrémité
5°de ' ARN subgénomique, est traduit en protéine. Ainsi, ’ARNm3, constitu¢ des ORFs
3-7 ne code que pour la GP; (Snijder et Meulenberg, 1998). Le seul ARNm
subgénomique semblant pouvoir étre fonctionnellement polycistronique est I’ARNm2 qui
permettrait la synthése des GP»a et GP2b (Snijder et al., 1999). Les particules virales sont
par la suite assemblées, puis bourgeonnent au travers de la membrane du reticulum
endoplasmique pour étre ensuite excrétées hors de la cellule par un mécanisme
d’exocytose empruntant le systéme sécrétoire de la cellule (Pol et Wagenaar, 1992; Pol et
al., 1997).

Il est possible de détecter des antigénes viraux dans le cytoplasme des la sixiéme heure
suivant I’infection, alors que I’apparition des premieres capsides virales survient entre 9
et 24 heures post-infection (pi) (Pol et Wagenaar, 1992; Pol et al., 1997). Les titres
viraux obtenus sont relativement faibles et varient selon les types de cellules utilisées.
Les cellules MARC-145 permettent d’obtenir un titre pouvant atteindre 1073 TCIDsg/ml,
alors que les titres obtenus sur les PAMs varient de 10*! 2 10" TCIDs¢/ml (Dea et al.,

1992; Kim et al., 1993). Cet écart dans les titres obtenus sur les PAMs est relié a la
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variabilité de la virulence des diverses souches de VSRRP ainsi qu’a la différence de
susceptibilité observée chez les PAMs. En effet, des macrophages provenant de porcs
différents ou d’ages variables ne permettront souvent pas d’obtenir des titres viraux

identiques (Voicu et al., 1994).

1.2 Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin

1.2.1 Signes cliniques

Les signes cliniques du SRRP sont trés variables et dépendent de plusieurs facteurs, dont
la virulence des souches du VSRRP, I’dge des animaux, la géographie (Europe ou
Amérique du Nord) et la présence d’infections secondaires concomitantes. Certains porcs
infectés ne présentent aucun signe clinique apparent, alors que d’autres peuvent mourir de
cette maladie. Ainsi, I’infection peut étre subclinique ou asymptomatique et n’étre
détectable qu’a I’aide de tests sérologiques (Morrison et al., 1992). Mais elle peut aussi
s’exprimer sous une forme aigué€, qui est la forme la plus étudiée, pouvant étre suivie par
la manifestation chronique de la maladie. Les signes cliniques du SRRP, lorsqu’ils sont
apparents, traduisent une atteinte de deux systémes comme 1’indique le nom de la maladie
: une atteinte du systéme reproducteur et une atteinte du systéme respiratoire. Ces deux
composantes de la maladie peuvent se déclarer simultanément ou séparément. Dans ce
dernier cas, plusieurs semaines peuvent se passer entre les manifestations cliniques de

chacune des deux formes (Albina, 1997).

La forme reproductrice rencontrée lors d’une infection aigu€ est responsable de la
majorité des pertes €économiques engendrées par le VSRRP. Cliniquement, elle se
caractérise principalement par des avortements tardifs, des mises-bas prématurées, de la
mommification fcetale, la naissance d'un nombre accru de porcelets mort-nés ou faibles
ainsi que par une baisse de la production lactée et de la fertilité. Le nombre de naissances
de porcelets mort-nés ou mommifiés est trés variable, mais peut affecter jusqu’a la totalité
des foetus d’une portée (Albina et al., 1994; Botner et al., 1994; Christianson et al., 1992;
Gordon, 1992; Hopper et al., 1992; Keffaber, 1989; Martineau et al., 1991; Plana et al.,
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1992; Terpstra et al., 1991). Le nombre maximal de porcelets mort-nés est
habituellement atteint vers le début de la phase aigué de la forme reproductrice du SRRP,
alors que par la suite on observe généralement une diminution de ces cas, mais une
augmentation du nombre de foetus mommifiés (Christianson et Joo, 1994; Loula, 1991).
L’efficacité du VSRRP a traverser la barriére placentaire pour infecter le feetus augmente
avec le stade de la grossesse. Ainsi, au moment de la conception et avant le septiéme jour
de grossesse, I’embryon est insensible a I’infection et le virus n’a aucun effet (Lager,
1996a; Lager et al., 1996b; Prieto, 1996a; Prieto et al., 1996b). Dans les trois premiéres
semaines de gestation, on note le passage transplacentaire dans 18% des cas (Prieto et al.,
1996a), alors qu’aprés le premier mois, le franchissement du placenta peut survenir dans
25% des cas, et jusqu’a 40% des truies peuvent avorter en fin de gestation. A partir de
90 jours de gestation, le virus peut franchir la barriére transplacentaire dans presque100%

des cas (Lager, 1996b; Lager et Ackermann, 1994).

La forme respiratoire observée lors d’une infection aigué par le VSRRP se caractérise
tout d’abord, chez les porcs de tous les 4ges, par certaines manifestations relativement
bénignes qui sont la perte d’appétit, I’hyperthermie et un état léthargique. La perte
d’appétit est d’une durée variable soit d’une journée a un peu plus d’une semaine; alors
que I’hyperthermie se manifeste généralement par une température corporelle allant de
39,6 °C a 41,2 °C (exceptionnellement jusqu’a 42 °C) qui peut persister de 1 a 11 jours
(Baron et al., 1992; Collins et al., 1992; Dea et al., 1992; Fichtner et al., 1993; Hopper et
al., 1992; Keffaber, 1989; Martineau et al., 1991; Ohlinger et al., 1991; Plana et al., 1992;
Pol et al., 1991; Rossow et al., 1994a; Terpstra et al., 1991; Vezina et al., 1996). Par la
suite, on note I’apparition de signes cliniques respiratoires (toux, dyspnée, éternuements)
chez ces animaux. Ces problémes respiratoires sont particuliérement sévéres chez les
porcelets non sevrés et peuvent provoquer la mort jusqu'a chez 100% des porcelets
(Baron et al., 1992; Dea et al., 1992; Hopper et al., 1992; Martineau et al., 1991; Rossow
et al., 1994a; Terpstra et al., 1991). Les porcelets sevrés et au stade d’engraissement sont
également affectés, mais la sévérité de la maladie est moindre. Dans ces cas, on observe
également de la mortalité, mais & des niveaux plus faibles, les pertes en engraissement

étant principalement dues a des retards de croissance (Halbur et al., 1995b; Halbur et al.,
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1996; Keffaber, 1989; Martineau et al., 1991; Rossow et al., 1994; Yoon et al., 1992).
Ces troubles respiratoires sont fréquemment aggravés par des infections respiratoires
secondaires d’origine virales et bactériennes (Christianson et Joo, 1994; Goyal, 1993).
D’autres signes cliniques sont également occasionnellement présents ; la cyanose des
oreilles, une conjonctivite et de la diarrhée sont observés dans une minorité de cas (Baron

et al., 1992; Gordon, 1992; Hopper et al., 1992; Plana et al., 1992; Terpstra et al., 1991).

Cette phase de signes cliniques aigués dure de une a trois semaines chez I’animal (Goyal,
1993; Keffaber, 1989), alors que dans un élevage sa durée moyenne est de quatre a dix
semaines (Hopper et al., 1992). Par la suite, les naissances de porcelets mort-nés et les
mortalités avant sevrage diminuent alors que les naissances de porcelets vivants nés-
faibles augmentent, pendant une période de 16 a 20 semaines, jusqu’a ce que I’on observe
des taux normaux de naissance dans les élevages (Brouwer, 1994). Toutefois, dans
certains cas, la phase aigué fait place a une forme chronique de la maladie avec
développement de diverses infections secondaires (Gordon, 1992). Ainsi, les animaux
peuvent rester séropositifs plusieurs mois apres la fin de la phase aigué€ de la maladie et
peuvent aussi continuer a transmettre le virus pendant au moins six mois aprés la

disparition des signes cliniques (Anonymus, 1991; Goyal, 1993; Zimmerman, 1992).

1.2.2 Lésions

Les lésions provoquées par le virus du SRRP sont, tout comme les signes cliniques, trés
variables. Parfois aucune lésion n’est apparente, alors que dans d’autres cas le nombre de
lésions est trés important et elles sont disséminées dans 1’ensemble de I’organisme. Les
animaux ne présentent jamais 1’ensemble des lésions pouvant étre causées par le VSRRP,
mais habituellement une combinaison de celles-ci. Les lésions macroscopiques observées
peuvent affecter les poumons, I’appareil reproducteur, les tissus lymphoides, le systeme

vasculaire, le cceur et le cerveau (Rossow, 1998).

Le poumon est le principal organe ciblé par le VSRRP. Toutefois, la gravité des lésions

qui y sont observées est trés variable; il peut y avoir absence totale de lésion jusqu'a la
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présence d’importantes lésions aggravées par diverses infections secondaires (Collins et
al., 1992; Done, 1995; Halbur et al., 1995b; Hopper et al., 1992). En conditions
expérimentales, soit en absence d'infections secondaires, les lésions pulmonaires typiques
consistent en une décoloration grisitre a brunitre ou couleur prune localisée associée
histologiquement a des Iésions de pneumonie interstitielle résultant d’une infiltration des
septa alvéolaires par des cellules lympho-mononucléées (Collins et al., 1992; Dea et al.,
1992; Halbur et al., 1996; Magar et al., 1995; Plana et al., 1992; Rossow et al., 1994a;
Rossow et al., 1995). On peut également observer une infiltration des voies respiratoires
supérieures par des neutrophiles (Pol et al., 1991), une hyperplasie des pneumocytes de
type 11 (Rossow et al., 1994a; Rossow et al., 1995) et une accumulation de macrophages
et de débris de cellules épithéliales dans la lumiére des alvéoles. Occasionellement, il est
possible d’observer des lésions d’alvéolite nécrotique (Halbur et al., 1995a; Halbur et al.,
1995b).

Il semble que, outre le cas des spermatides et des macrophages, les cellules du systéme
reproducteur des porcs ne soient pas susceptibles a I’infection par le VSRRP (Albina,
1997). Ainsi, chez la majorité des cas, on ne retrouve que peu ou pas de lésions au niveau
du systtme reproducteur des porcs. Chez les truies, une leucocytose
lymphoplasmocytaire légére peut étre démontrée (Christianson et al., 1992; Stockhoff-
Zurweiden, 1993). Des lésions au niveau du placenta ont également pu étre observées en
microscopie électronique et se caractérisent par une microséparation des couches
épithéliales du placenta accompagnée par la nécrose et la desquamation de ces derniéres
(Stockhoff-Zurweiden, 1993). Chez les feetus morts, on peut observer des lésions de
pneumonie interstitielle avec infiltration de cellules lympho-monocytaires comme chez

les porcelets (Botner et al., 1994).

Au niveau des autres tissus et organes, on peut noter une hypertrophie, une hyperplasie ou
de la nécrose des centres germinatifs des tissus lymphoides (Collins et al., 1992; Cooper
et al., 1995; Halbur et al., 1995a; Halbur et al., 1995b; Rossow, 1994a; Rossow et al.,
1995) et des lésions de myocardite avec infiltration de cellules mononucléées (Collins et
al., 1992; Halbur et al., 1995; Halbur et al., 1995; Halbur et al., 1996; Rossow et al.,
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1994a; Rossow et al., 1995; Vezina et al., 1996). Exceptionnellement, il est possible
d’observer des lésions cérébrales qui affectent tant la matiére blanche que la matiére grise

du cerveau (Rossow et al., 1995).

1.2.3 Hote et transmission

Les deux seules espéces animales pouvant étre infectés naturellement par le VSRRP sont
le pore et le sanglier (Albina, 1997). La principale voie de transmission du virus se fait
par contact direct entre animaux infectés et susceptibles. L’infection peut se transmettre
par des contacts de nez & nez ou par contact avec I’urine ou les mati¢res fécales dans
lesquelles le virus peut étre excrété (Christianson et al., 1993; Rossow et al., 1994). Le
virus peut également se transmettre par la voie aérienne sur des distances inférieures a
trois kilométres. En effet, 45% des fermes se trouvant a 500 metres d’un élevage
contaminé peuvent devenir infectées; ce taux diminue & 10 % dans un rayon de 500
métres 4 un kilométres et il est inférieur a 2% entre un et deux kilométres (Blanquefort,
1995). La transmission de I’infection peut également se faire via le sperme de verrats
infectés. En effet, il a ét€ démontré, par injection intrapéritonéale de semence contaminée
a des porcs susceptibles, que le VSRRP peut persister dans la semence pendant 43 jours
suivant I’infection (Swenson et al., 1994). Des tests de RT-PCR ont méme permis d’y
détecter de I’ARN viral jusqu’a 92 jours pi (Christopher-Henn'ngs et al., 1995). De plus,
au moins deux rapports épidémiologiques, I’'un en France et I’autre en Grande-Bretagne,
incriminent [’insémination artificielle comme étant 1’une des principales sources
d’infection des fermes de naisseurs ou naisseurs-engraisseurs (Albina, 1997). Une autre
source potentielle de transmission du VSRRP pourrait étre le lisier qui est utilisé comme

fertilisant pour les terres agricoles (Albina, 1997).
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1.2.4 Réponse immnunitaire

1.2.4.1 Réponse humorale

L’apparition d’Ac spécifiques au VSRRP est détectable, dans le sérum, a partir du
cinquiéme jour pi (Albina et al., 1992; Albina et al., 1994; Bilodeau et al., 1994; Loemba
et al., 1996; Nelson et al., 1994; Vezina et al., 1996; Yoon et al., 1992¢c; Yoon et al.,
1995). Ces premiers Ac sont principalement des IgM et ils sont présents a des titres
variant de 16 a 256 tel qu’évalués par les tests d’immunofluorescence indirecte (IFI). Les
niveaux maximum d’IgM sont détectés vers le quatorziéme jour suivant I’inoculation du
virus (titre de 1024), puis on note une diminution progressive des IgM sériques jusqu’a la
cinquiéme ou sixiéme semaine ou ils deviennent indétectables par IFI (Loemba et al.,
1996). Les IgG sont, quant a eux, détectables des le sixiéme jour pi (titres de 16 a 64),
mais les titres maximaux n’apparaissent qu’entre la fin de la troisiéme et la sixiéme
semaines (titres de 1024 a 2048) d’infection. Ces titres €levés peuvent toutefois se
maintenir pendant plusieurs semaines, voire plusieurs mois (Loemba et al., 1996; Yoon et

al., 1995).

Des tests d’immunobuvardage de type Western (WB) ont permis de détecter des Ac
dirigés contre la glycoprotéine majeure de 1’enveloppe (GPs) dés le septieéme jour pi, alors
que les Ac dirigés contre les protéines de la matrice (M) et de la nucléocapside (N) ne
sont détectables que vers la fin de la deuxiéme semaine qui suit I’inoculation du virus
(Loemba et al., 1996). Méme si les premiers Ac ne sont pas dirigés contre la protéine N,
c’est elle qui suscite la réponse immunologique humorale la plus intense, ce qui en fait
une cible de choix pour la mise au point de test de diagnostic de I’infection par le
VSRRP. Toutefois, les Ac dirigés contre celle-ci se sont révélés totalement inefficaces
pour la neutralisation de 1’infection virale, ce qui I’élimine en tant que protéine cible dans
la mise au point de vaccins (Yoon et al., 1995). Des Ac dirigés contre les autres protéines
structurales du virion, GP,a, GP,b, GP3 et GP4 ont également pu étre detectés par WB,
mais leur cinétique n’a pas encore été étudiée (Gonin et al., 1998; Meulenberg et

Petersen-den Besten, 1996; van Nieuwstadt et al., 1996; Wu et al., 2000).
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La présence d’Ac neutralisant I’infectivité du VSRRP n’est habituellement détectée dans
le sérum qu’aprés la troisiéme ou quatriéme semaine pi (Loemba et al., 1996; Yoon et al.,
1995). Les titres de neutralisation obtenus en conditions expérimentales sont
généralement faibles, soit de I'ordre de 32 a4 64 (Loemba et al., 1996). Un test de
neutralisation modifié, ou on additionne 20% de sérum de porc frais au virus dilué
comme source de complément (Yoon et al., 1994) permet de détecter des Ac neutralisants
dés le neuviéme jour pi, avec un premier pic évident aux jours 11 a 21 pi et un deuxiéme
aux jours 41-45 pi. En I’absence de sérum de porc normal, seul le deuxiéme pic peut étre
détecté et les titres en Ac neutralisants obtenus sont inférieurs a ceux observés en
présence de sérum. Deux protéines du VSRRP sont connues a ce jour comme porteuses
de déterminants antigéniques associés a la synthése d’Ac neutralisants : la GP4 et la GPs.
Cette découverte a été rendue possible suite au clonage des différents ORFs du VSRRP
dans divers vecteurs procaryotes et eucaryotes qui ont €té utilisés afin de produire des
AcMo ou pour I’'immunisation expérimentale de porcs. En effet, différents groupes ont
montré que la principale cible des Ac neutralisants est la GPs et que les €pitopes reconnus
par ceux-ci peuvent étre linéaires ou conformationnels (Gonin et al., 1999; Pirzadeh et
Dea, 1997; Weiland et al., 1999; Zhang et al., 1998). De plus, ces épitopes sont présents
sur les virus appartenant a chacun des deux génogroupes. En ce qui concerne la GP4, des
AcMo neutralisants dirigés contre les épitopes linéaires d’au moins deux souches
européennes différentes ont été produits. Toutefois, ces Ac sont moins efficaces pour
neutraliser ’infection que ceux qui sont dirigés contre la GPs (van Nieuwstadt et al.,
1996; Weiland et al., 1999). De plus, la présence d’Ac neutralisants dirigés contre la GP,4
n’a pas encore pu étre démontrée dans le cas d’infection avec des isolats nord-américains

du VSRRP.

Dans le cas d’un virus comme le VSRRP, la sécrétion d’Ac spécifiques peut étre nuisible
a I’hote. En effet, une augmentation de I’ampleur de ’infection dépendante des Ac
(ADE, en anglais « antibody-dependant enhancement ») peut étre observée dans certains
cas. Ce phénoméne, qui a été démontré chez différents virus, est provoqué par le fait que

la principale cellule-cible du VSRRP, le macrophage, posséde a sa surface des récepteurs
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pour la portion Fc des Ac. Ainsi, la liaison des Ac spécifiques au virion avec celui-ci
provoque un phénoméne d’opsonisation qui favorise I’infection des macrophages. 11
semble que les Ac dirigés contre la protéine GPs soient responsables du phénoméne ADE
(Yoon et al., 1996). Toutefois, en présence de titres élevés en Ac neutralisants, aucune
activité ADE n’est détectée. Ainsi, les effets négatifs potentiels de I’ADE, pourraient étre
évités en utilisant des méthodes d’immunisation générant une importante activité

neutralisante au niveau du sérum (Yoon et al., 1996).

1.2.4.2 Réponse cellulaire

La réponse cellulaire est une composante essentielle de I’immunité antivirale qui joue un
role primordial dans 1’élimination du virus et la protection contre la maladie. Lors d’une
infection avec le VSRRP, des tests de prolifération lymphocytaire spécifiques ont permis
de démontrer que les réponses cellulaires n’apparaissent que vers la quatriéme semaine
suivant I’infection, la réponse maximale étant établie vers la septiéme semaine pi et que,
par la suite, il y a une diminution progressive de la réponse jusqu’a la onziéme semaine
ou celle-ci devient indétectable (Bautista et Molitor, 1997). Les mémes auteurs ont
également démontré que la prolifération lymphocytaire est spécifique au VSRRP et
qu’elle est dose-dépendante. De plus, cette réponse cellulaire engendre une mémoire
immunologique, puisque lors d’une seconde inoculation du VSRRP, la réponse
secondaire se révéle plus rapide et plus importante que la réponse primaire. Les
principales cellules effectrices dans la réponse proliférative sont les lymphocytes T CD4",
mais les lymphocytes T CD8" jouent également un réle important. Les monocytes
pourraient également jouer un rdle essentiel en tant que cellules présentatrices d’Ag. La
réponse immunitaire de type cellulaire est aussi présente in vivo. Des tests
d’hypersensibilité de type retardée (DTH) ont permis de démontrer que cette réponse est

également spécifique et dose-dépendante.
Parmi les différentes protéines structurales du VSRRP, il a été démontré que la principale

protéine responsable de I’induction de cette prolifération lymphoblastique lors de

I’immunisation des porcs avec le virus complet, est la protéine M. La GPs peut

41



également induire la prolifération lymphocytaire, mais dans une moindre mesure, alors
que la protéine N ne semble pas impliquée de fagon significative (Bautista et al., 1999).
La construction de virus de la vaccine recombinants exprimant les produits des ORF2 et
ORFs 4-7 a permis d’étudier plus précisément le rdle des différentes protéines du virion
au niveau de la réponse immunitaire de type cellulaire. A dose égale de chacun des Ag,
la protéine M est toujours celle qui induit une prolifération lymphoblastique la plus
importante. Suivent, a égalité, la GPs et la GP,, suivis par la GP4, alors que la protéine N
n’induit toujours pas de réponse proliférative significative. Ces résultats nous indiquent
donc que la protéine qui semble jouer le role le plus important dans I’immunité cellulaire

est la protéine de la matrice (Bautista et al., 1999).

Plusieurs études ont été publiées relativement & la modification des populations
cellulaires retrouvées dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) suite 4 1’ infection par
le VSRRP. Le nombre total de cellules retrouvées dans les LBA augmente
significativement (5 a 10 fois) entre le cinqui¢me et le dixieéme jours pi et il se maintient a
un niveau élevé pendant au moins deux semaines, mais parfois plus longtemps.
L’augmentation du nombre de cellules est principalement due a I’infiltration de cellules
CD2'CD8" de deux types : les cellules CD8"CD6" et les cellules CD8*CD6 qui sont
respectivement les cellules T cytotoxiques et les cellules NK. Cette augmentation des
cellules CD2'CD8" provoque ainsi une diminution du ratio CD4"/CD8*. On note
également une augmentation des monocytes et parfois des neutrophiles (Albina et al.,
1998; Labarque et al., 2000; Samsom et al., 2000; Shimizu et al., 1996; Van Reeth, 1999).
Selon les différentes études, il semble que ’infection par le VRSSP résulte en une baisse
transitoire du nombre de PAMs (Labarque et al., 2000) ou qu’il augmente légérement
(Samsom et al., 2000). Le rétablissement des populations cellulaires pulmonaires a des
niveaux normaux est recouvert aprés au moins trois semaines pi, sinon plus (Albina et al.,
1998; Labarque et al., 2000).

1.2.5 Vaccination
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Plusieurs vaccins ont déja été congus afin de protéger les animaux contre I’infection par le
VSRRP. Le premier a avoir été commercialisé est un vaccin provenant d’une souche
européenne du VSRRP. 11 s’agit d’un virus produit sur PAMs puis inactivé (Cyblue,
Laboratorios Sobrino, S.A.). Il protége les porcs contre les troubles reproducteurs du
SRRP, mais la protection qu’il confére contre I’infection est limitée (Albina, 1997; Dea et
al., 2000). Divers vaccins constitués de virus vivant atténué sont également disponibles
commercialement. Le RespPRRS (Boehringer Ingelheim Inc.) est un vaccin vivant qui a
été atténué par plus de 87 passages successifs sur la lignée cellulaire CL 2621. Ce vaccin
confére une protection contre les troubles respiratoires du SRRP et son utilisation est
recommandé chez les porcs de 3-18 semaines et chez femelles non-gestantes (Albina,
1997; Christopher-Hennings et al., 1997; Meng, 2000). Ce vaccin est également utilisé
chez les verrats et chez les femelles reproductrices qui ne sont pas en fin de gestation.
Chez les verrats, le virus vaccinal peut étre excrété dans la semence pendant au moins 50
jours et, de plus, il provoque une importante baisse de la motilité spermatique ainsi
qu’une augmentation du nombre de spermatozoides anormaux (Christopher-Hennings et
al., 1997). Bien que chez les truies gestantes le vaccin ne semble pas affecter I’efficacité
de la reproduction, il est cependant présent chez une majorité de truies 49 jours pi et peut
étre excrété dans I’air et les différentes sécrétions de ’animal (Mengeling et al., 1996).
Un autre vaccin vivant atténué, le Prime Pac PRRS (Schering-Plough Animal Health), est
également disponible. Ce dernier permet de diminuer la sévérité et la durée de la maladie
lors de I’infection des animaux vaccinés. Ce virus est toutefois en mesure de se répliquer
et d’étre excrété chez 1’animal pendant une longue période de temps (Meng, 2000).
Ainsi, les vaccins vivants atténués conférent une meilleure protection que les vaccins
inactivés, mais ils comportent certains inconvénients majeurs. Ils engendrent une virémie
chez les animaux vaccinés et sont excrétés dans la semence ou dans ’air. Ils nuisent
également a la qualité de la semence et ne conférent qu'une immunité de courte durée
(Dea et al., 2000a; Meng, 2000). Un autre probléme majeur des vaccins vivants atténués
est le risque de retour a la virulence de ces vaccins. En effet, les arterivirus sont des virus
a ARN, qui présentent de hauts taux de mutations et en plus ces souches vaccinales ont la
capacité de se répliquer chez I’animal pendant une longue période de temps (au moins 50

jours) ce qui augmente de beaucoup le risque de retour & la virulence. Une étude a
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démontré qu’un marqueur présent dans une souche vaccinale ne pouvait étre isolé chez
aucun des 25 isolats de champs étudiés avant la vaccination. Ce marqueur a pu étre
détecté a partir de 24 des 25 isolats de champs étudiés suite a I’introduction du vaccin
dans les troupeaux et 1’on soupgonne ces isolats d’étre des descendants directs de la

souche vaccinale (Mengeling et al., 1999).

Des essais de vaccination, soit avec la protéine de fusion recombinante GST-ORFS5
exprimée dans E. coli, soit avec un plasmide recombinant dans lequel I’'ORF5 a été cloné
sous le contréle du promoteur du cytomegalovirus humain (pRc/CMVS) ont déja été
tentés chez le porc (Pirzadeh et Dea, 1998). Dans les deux cas, des Ac spécifiques dirigés
contre la GP5 ont été sécrétés, mais la synthése d’Ac neutralisants n’a été détectée que
chez les porcs vaccinés génétiquement (pRc/CMVS5). 11 est intéressant de noter que les
titres obtenus en Ac neutralisants (64-128) étaient plus élevés que ceux observés lors
d’infection expérimentale (32-64). Suite a une infection-défi avec la souche homologue
virulente, les porcs vaccinés avec la protéine recombinante synthétisée chez E. coli ont
montré, par rapport aux porcs non-vaccinés, une diminution de la virémie. Cependant, il
y avait présence de lésions macroscopiques séveres typiques du SRRP et, en microscopie,
des lésions de pneumonie interstitielle a proliférative plus intenses étaient visibles. Cette
augmentation de la sévérité des lésions observées suite a la vaccination avec ce type
d’antigéne recombinant semblent plutdt avoir favorisé 1’établissement du phénoméne
ADE discuté précédemment. Les porcs vaccinés génétiquement ont toutefois été protégés
contre le SRRP. Suite a I’infection-défi, I’infection virale est demeurée localisée au
niveau des voies respiratoires et n’a pas engendré de virémie. Aussi, les poumons de ces
porcs ne présentaient pas de lésions macroscopiques typiques du SRRP, alors que
seulement des lésions de pneumonie interstitielles légéres furent détectées lors des
examens histopathologiques. Selon les auteurs, les porcs vaccinés avec la protéine
recombinante eucaryotique exprimée dans les cellules de I’hote, suite a I’injection intra-
dermique d’ADN plasmidique recombinant, ont été protégés par les Ac neutralisants
générés suite a ce type de vaccination. La GP5 semble donc étre la principale protéine
associée a la protection, d’ou elle représenterait la principale cible pour la mise au point

d’un vaccin recombinant.
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CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES



Avant de procéder a la description du matériel et des méthodes utilisées lors de nos
expérimentations; voici un bref rappel des problématiques et objectifs de ce travail.
Normalement, les isolats du génogroupe nord-américain se répliquent aussi bien sur les
cellules dérivées de la lignées MA104 (MARC-145 et CL 2621) que sur les PAMs.
Cependant, des isolats nord-américains du VSRRP ayant perdu la capacité d’infecter les
cellules MARC-145 ont récemment été isolés par le service de diagnostic virologique de
I’INRS-Institut Armand-Frappier. De plus, I’existence d’Ac dirigés contre la GP, et la
GPs du VSRRP qui sont capables de neutraliser I’infectivité indiquent que ces deux
glycoprotéines d'enveloppe pourraient jouer un rdle essentiel dans la liaison du virus a
son récepteur et, par le fait méme, étre impliquées dans la détermination du tropisme du
VSRRP. Le premier objectif de ce travail consistait donc a identifier, chez ces protéines,
les régions impliquées dans la modification du tropisme du VSRRP. Afin de mettre en
évidence une telle région chez les deux génes incriminés, des isolats nord-américains du
VSRRP, associés a des épidémies de SRRP au Québec et ayant perdu la capacité de se
propager sur les cellules MARC-145 ont été sélectionnés de fagon aléatoire. Par la suite,
les génes codant pour la GP4 et la GPs de ces isolats ont été amplifiés par RT-PCR avant
de procéder aux travaux de séquengage. Les séquences en acides aminés de ces protéines
ont ensuite été déduites a partir des séquences nucléotidiques obtenues pour chaque isolat
et furent comparées entre elles et avec les souches de référence nord-américaines, qui ont
la capacité de se propager sur les cellules MARC-145 et sur les PAMs, afin de tenter

d’identifier des régions qui pourraient étre responsables de leur tropisme particulier.

La deuxiéme grande problématique de ce travail est la relative inneficacité des vaccins
actuellement commercialisés contre le SRRP et les risques associés a I’utilisation de
certains d’entre eux. Tout d’abord, les vaccins inactivés présentement disponibles sur le
marché sont plus ou moins efficaces pour protéger les animaux contre les signes cliniques
de la maladie en plus de ne conférer qu’une protection limitée contre 1’infection. La faible
efficacit¢ de ces vaccins pourrait étre due en partic a la méthode utilisée pour
’inactivation des virions si les protéines portant les principaux déterminants antigéniques
sont en partie dénaturées. La deuxiéme catégorie de vaccins disponibles sur le marché,

les vaccins vivants atténués, s’avérent plus efficaces, mais ils comportent des
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inconvénients majeurs. Ces vaccins conférent habituellement une bonne protection
contre les signes cliniques respiratoires du SRRP et offrent habituellement une protection
assez efficace contre I’infection par le VSRRP. Toutefois, ces vaccins engendrent une
virémie chez les animaux vaccinés et sont excrétés dans la semence ou dans I’air. Ils
provoquent également des troubles reproducteurs comme des avortements, lorsqu’ils sont
administrés aux truies gestantes, et une baisse de la qualité de la semence des verrats. De
plus, la protection qu’ils conférent contre I’infection n’est que de courte durée et il est
impossible de distinguer les animaux infectés des animaux vaccinés. Toutefois, le
probléme le plus important est le retour possible a la virulence de ces virus atténués
(Albina, 1997; Christopher-Hennings et al., 1997; Dea et al.,, 2000; Meng, 2000;
Mengeling et al., 1996).

Ainsi, I’'inefficacité et les risques des vaccins actuels font en sorte que la production de
vaccins plus efficaces et sécuritaires est essentielle et il semble que la GPs pourrait étre
une cible de choix pour la mise au point de vaccins sous-unitaires ou recombinants. Le
fait que cette protéine soit la principale cible des Ac neutralisants suggére qu’une bonne
réponse immunitaire contre cette protéine pourrait jouer un réle majeur dans la protection
de I’héte contre I’infection par le VSRRP. Des travaux d’immunisation de porcelets ont
déja été réalisés utilisant comme antigene la protéine de fusion recombinante GST-ORF5
exprimée dans E.coli et par immunisation génétique avec I’ADN du plasmide pRc/CMV
dans lequel avait été cloné ’ORF5 d’une souche Nord-Américaine (Pirzadeh et Dea,
1998). Les résultats obtenus lors de ces expériences ont permis de démontrer que la
présence de titres élevés en Ac neutralisants est essentielle afin d’obtenir une protection

efficace.

Donc, dans la deuxiéme partie de ce projet de recherche des porcelets ont tout d’abord été
infectés expérimentalement afin de confirmer la virulence de la souche IAF-Klop utilisée.
Par la suite, des porcelets ont été immunisés avec un vaccin inactivé a 1’éthylenimine
binaire (BEI), un agent ne dénaturant pas les protéines, puis soumis a une infection-défi.
Finalement, une infection-défi a aussi été réalisée chez des porcelets ayant été

préalablement immunisés avec des adénovirus humains recombinants non-réplicatifs et
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inductibles véhiculant soit le géne de ’ORF5 de type sauvage, soit le géne de ’ORFS5 de
type synthétique. Ce dernier est le géne de I’ORF5 de type sauvage dont certains codons
ont été modifiés, dans le laboratoire du Dr Serge Dea, pour faire en sorte que I’ARNm
soit traduit de fagon optimale par les cellules de mammiféres. Des échantillons de sérums
ont été prélevés a différents temps chez ces animaux afin d’évaluer la réponse humorale
de ceux-ci et la présence du VSRRP. Des échantillons de poumons ont également été
récoltés lors de 1’euthanasie des animaux afin de procéder a des analyses histologiques et

virologiques.

2.1. Etude du tropisme du VSRRP

2.1.1 Sélection des souches a tropisme restreint pour les cellules PAMs

Des échantillons de poumons de porc et des surnageants de culture de cellules PAMs
infectées, que le service de diagnostic virologique de ’INRS-Institut Armand-Frappier
avait identifiés comme étant positifs a des isolats du VSRRP ne pouvant étre propagés
que sur les PAMs, mais non sur les cultures de cellules MARC 145, ont été sélectionnés.
La spécificité du tropisme a par la suite été recertifiée. Dans le cas des échantillons de
poumons, environ 0,5 mL de poumon était prélevé puis trituré pour étre ensuite
resuspendu dans un volume total de 5 mL de milieu de culture minimal de Dulbecco avec
une base saline de Earle (DMEM, Gibco BRL) supplémenté avec 100 U/ml (1%) de
pénicilline et 100pg/ml (1%) de streptomycine, 250 pg/mL (0,4%) d’amphotéricine B
(fungizone) et 25 pg/ml (0.2%) de gentamycine. Par la suite, le mélange était vortexé,
puis centrifugé pendant 45 min & 3000 rpm et 4°C dans un rotor H-1000B (Sorvall). Le

surnageant €tait ensuite conservé a -70°C.

Les tests de propagation ont été fait en paralléle sur des feuillets de cellules MARC 145 et
PAMs en culture dans des plateaux de 24 puits (Costar). Le milieu de culture était tout
d’abord enlevé et remplacé soit par 250 puL/puits de surnageant de broyat de poumon, soit
par 250 pL/puits de surnageant de culture infectieux dilué 1/10 dans du milieu de culture.

Aprés, une période d’adsorption de 1hl5 min a 37°C en présence de 5% CO; les
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surnageants infectieux étaient remplacés par 1mL/puits de milieu de maintien ne
contenant que 2% sérum feetal bovin (SFB). Les plateaux étaient ensuite incubés a 37°C
en présence de 5% CO, jusqu’a I’apparition de I’effet cytopathique ou pendant 5 jours. A
ce moment, les plateaux de PAMs étaient fixés a I’acétone/méthanol (1 :1) pendant 30
min 4 4°C. Les surfaces des puits des plateaux de cellules MARC-145 qui ne
démontraient pas d’effet cytopathique étaient grattées avec un policeman (Starstedt), puis
les cellules étaient récoltées avec le surnageant afin de procéder a un deuxiéme passage
du virus. Ce surnageant, non dilué, était donc remis en contact avec d’autres cellules
MARC-145 et le protocole d’infection décrit ci-haut était repris. Apres 5 jours, s’il y
avait toujours absence d’effet cytopathique, ces cellules étaient fixées. Des tests d’IFI
étaient ensuite effectués sur les plateaux de cellules fixées afin de détecter la présence
d’antigénes du VSRRP. Les échantillons contenant un isolat du VSRRP capable de se
propager sur les PAMs, mais ne pouvant se propager sur les cellules MARC 145 ont été

conservés a —80° C et sélectionnés pour cette étude.

2.1.1.1 Lignées cellulaires établies

Les PAMs ont été récoltés par des lavages broncho-alvéolaires faits a partir de poumons
de porcelets de 4-8 semaines. Les porcelets ont été euthanasiés et leurs poumons ont été
prélevés de maniére aseptique, puis remplis avec un tampon phosphate-saline a pH 7,2
(PBS; Gibco BRL) supplémenté avec 1% de pénicilline-streptomycine, 0,2% de
gentamycine et 0,5% d’amphotéricine B (fungizone). Les poumons remplis de liquide
ont ensuite été massés légérement, puis le liquide a été récolté. Ces lavages ont été refaits
4 2 ou 3 reprises. Une partie de ce liquide a par la suite été centrifugé a une vitesse de
2000 rpm, pendant 10 min, & une température de 4°C (rotor H-1000B de Sorvall) dans
deux tubes stériles de 200mL (Falcon). Les culots obtenus ont été conservés et les
centrifugations ont été répétées jusqu’a ce que tout le liquide récolté ait été centrifugé et
que ’on se retrouve avec deux gros culots de cellules. Celles-ci ont ensuite été
resuspendues dans le PBS, puis lavées de 4 a 6 fois avec la méme solution de PBS
enrichie ayant servie aux lavages pulmonaires. Les 2 culots ont, par la suite, été

resuspendus dans un volume total de 50 mL de milieu de culture. Ce milieu était composé
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de DMEM auquel étaient ajoutés 10% de SFB (Gibco BRL), 1% de glutamine, 1% de
pyruvate de sodium, 1% d’acides aminés non-essentiels, 1% d’HEPES, 1% de pénicilline-
streptomycine, 1% de tylosine, 0,4% d’amphotéricine B (fungizone) et 0,2% de
gentamycine. Cette suspension cellulaire a été récoltée dans une seringue 60 cc et passée
doucement au travers d’une aiguille 22G Y (Becton Dickinson). Par la suite, les cellules
ont été comptées sur un hémacitométre, puis mises en culture 4 une concentration de 10°

cellules/mL.

Les cellules MARC-145 consistent en un clone de la lignée de rein de singe MA 104 et
sont permissives au virus du VSRRP. Elles étaient cultivées dans un milieu composée de
MEM avec des sels d’Earle (Gibco BRL) auquel on ajoutait 8% de SFB, 1% de
glutamine, 1% d’HEPES et 1% de pénicilline/streptomycine.

2.1.1.2 Immunofluorescence indirecte (IFI)

Les ascites contenant les anticorps monoclonaux (AcMo) K8 et 2B4 (Dea et al., 1996;
Dea et al., 2000b), dirigés contre la protéine N du VSRRP, étaient toutes deux diluées
1/100 dans du PBS et 250 pL étaient déposés dans chaque puits de cellules ayant été
fixées, tel que décrit a la section 1.1. Le tout était incubé pendant 45 min a 37°C. Les
puits étaient ensuite rincés cinq fois avec du PBS, puis le conjugué était ajouté. Ce
conjugué, spécifique aux immunoglobulines (Ig) murines, consistait en une suspension
d’IgG monospécifiques de chévre conjuguées a I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC;
Boehringer Mannheim) diluée 1/50 dans du PBS, puis distribuée a raison de 200 puL/puits.
Aprés 30 min & 37°C, les puits étaient lavés cinq fois au PBS, puis deux fois a ’eau
distillée. La fluorescence était observée a 1’aide d’un microscope inversé (Leica DM

IRB) sous rayonnement UV.

2.1.2 Extraction d’ARN génomique

L’extraction d’ARN a été réalisée selon la méthode en une étape de Chomczynski et

Sacchi (1987) utilisant I’isothiocyanate de guanidine comme agent dénaturant mélangé au
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phénol pour I’extraction. On prélevait soit 50-100 mg de poumon ou 200 pL de
surnageant de cultures infectées. Les échantillons étaient tout d’abord triturés et
homogénéisés, dans le cas des poumons, ou resuspendus, dans le cas des surnageants de
culture, dans un volume total de 1 mL de Tripure Isolation Reagent (Roche, Laval, Qué.,
Canada) dans des tubes eppendorf d’une capacité de 1,5 mL (Fisher). Ils étaient ensuite
incubés 5 min a la température ambiante, puis on ajoutait 200 pL. de chloroforme dans
chaque tube, que ’on vortexait avant de réincuber 10 min a la température ambiante.
Aprés une centrifugation a 12 000 x g pendant 15 min & 4°C, la phase aqueuse obtenue
était récoltée et transférée dans un nouveau tube de 1,5 mL, auquel on ajoutait 500pL
d’isopropanol avant de vortexer et d’incuber 10 min a la température ambiante. Par la
suite, les tubes étaient centrifugés a 12 000 x g pendant 10 min & 4°C (centrifugeuse
Biofuge Fresco; Mandel Scientific), et le culot d’ARN était resuspendu dans 1,2 mL
d’éthanol 75% pour ensuite étre le recentrifugé a 7500 x g pendant 5 min a 4°C. Le culot
était ensuite séché, puis resuspendu dans 26 pl d’eau traitée au diéthylpyrocarbonate
(DEPC) contenant 1pL d’inhibiteur de Rnase (RNA guard; Amersham Pharmacia) et

finalement incubé 10-15 min a 65°C.

2.1.3 Amorces

Le choix des amorces pour le RT-PCR a été basé sur la séquence nucléotidique des ORFs
3 4 6 de la souche IAF-Klop du VSRRP. Les amorces ont été choisies de fagon a ce
qu’elles puissent s’apparier de 30 a 100 nucléotides en amont et en aval des génes a
séquencer, de sorte que I’on puisse obtenir la séquence entiére de chaque ORF. Ainsi, les
paires d’amorces, qui ont été synthétisées pour amplifier ’ORF4 et I’ORFS, s’hybridaient
au niveau de ’ORF3 et de I’ORFS5, ou au niveau de ’ORF4 et I’ORF6, respectivement.
Ces amorces ont été synthétisées par le service de synthése des oligonucléotides de
IINRS-Institut Armand-Frappier, Centre de microbiologie et biotechnologie. Les
séquences des amorces pour amplifier ’ORF4 étaient 5> CAA CAT TTC AGC CGT GTT
TCA GACC- 3’ (ORF4.GEN.S; amorce sens dans I’ORF3) et 5> ACG GCA CGA TAC
ACC ACA- 3’ (ORF4.GEN.AS; amorce antisens dans I’ORFS5) et celles pour amplifier
I’ORFS5 étaient 5 CCA TTC TGT TGG CAA TTT GA- 3° (ORF5.GEN.S; amorce sens
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dans I’ORF4) et 5° GGC ATA TAT CAT CAC TGG CG- 3’ (ORF5.GEN.AS; amorce
antisens dans I’ORF6).

2.1.4 Transcription inverse (RT)

Quatre pL. d’ARN obtenus a4 la section 1.2 étaient mélangés 4 6 pL d’eau traitée au
DEPC et 25 pmol d’oligonucléotides antisens (ORF4 .GEN.AS ou ORF5.GEN.AS), puis
dénaturés 10 minutes a 70°C avant d’étre immédiatement refroidis sur glace. Par la suite,
9 uL d’un mélange constitué de 4 pL. de tampon pour I’enzyme transcriptase inverse 5x
(« first strand buffer»; Gibco BRL), de 1pL d’inhibiteur de Rnase (RNA guard,
Amersham Pharmacia), de 2uL de dTT 0,1M (Gibco BRL) et de 2uL. d’une solution
contenant 10mM de chaque dANTP (dATP, dCTP, dGTP et dTTP) (Pharmacia Biotech)
étaient ajoutés a chaque tube. Les tubes étaient par la suite incubés 3 min & 37°C, puis
200 U de transcriptase inverse (Gibco BRL) étaient ajoutés a chaque tube. Aprés une
incubation de 1 h a 42°C, la transcriptase inverse était inactivée en chauffant les tubes

pendant 5 min & 95°C, puis les tubes étaient rapidement refroidis sur glace.

2.1.5 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Trois réactions PCR ont été réalisées a partir de 20uL. d’ADNc obtenu lors de la réaction
de RT, afin d’obtenir une plus grande quantité totale d’ ADN. Pour une réaction de PCR,
le mélange réactionnel déposé dans des tubes eppendorf de 1,5 ml consistait en une
solution composée de 5 pL d’ADNc, de 77,5 pL d’eau, de 25 pmol d’oligonucléotides
sens et antisens complémentaires (ORF4.GEN.S et ORF4.GEN.AS ou ORF5.GEN.S et
ORF5.GEN.AS) et de 2pL d’une solution de dNTPs contenant 10mM de chaque dNTP
(dATP, dCTP, dGTP et dTTP). Aprés avoir refroidi cette premiére solution sur la glace,
13,3 pL d’une deuxiéme solution composée de 10 pL de tampon PCR 10x (200mM Tris-
HCI [pH 8.0], 500mM KCl; Gibco BRL), de 3 pL de MgCl, 50mM (Gibco BRL) et de
0,3 pL de Tag ADN polymérase (Gibco BRL) étaient rajoutés dans les tubes. A I’aide
d’un thermocycleur (PTC-100; MJ Research Inc), I’ADNc était soumis a 35 cycles

d’amplification qui consistaient en 1 min de dénaturation, 1 min d’appariement des
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amorces et 1 min d’élongation. Pour les 5 premiers cycles, les températures étaient
respectivement de 94, 42 et 72°C, puis, pour les 30 derniers cycles, la température
d’appariement des amorces était plutot de 50°C. Aprés ces 35 cycles, une étape
d’élongation finale de 10 min & 42°C était effectuée. Les produits d’amplification étaient
révélés suite a I’électrophorése de 10 pL du produit d’amplification sur un gel composé
de 1% d’agarose dans du tampon TAE (0,04M Tris-acétate [pH 8.5], 0,001M EDTA) en
présence de 0,5 mg/mL de bromure d’éthidium. Les produits d’amplification, et la
préparation Ladder, ot des marqueurs de différentes longueurs d’ADN que ’on faisait
migrer parallélement (1 Kb Plus DNA ladder; Gibco BRL), étaient, préalablement au
chargement dans les puits du gel d’agarose, mélangés a une gouttelette de tampon
d’échantillon 6X (0,25% d’orange G, 30% de glycérol, ImM Tris-HCI et 0,1 mM
EDTA). La migration sur gel était effectuée sous un potentiel de 110 V (générateur de
courant Biorad) pendant environ 40 min, puis le gel était exposé aux rayons ultraviolets
de courte longueur d’onde sur un transilluminateur FBTIV (Fisher), puis finalement

photographié.

2.1.6 Purification, concentration et dosage de ’ADN

Les produits d’amplification (3 tubes de PCR par réaction RT) étaient ensuite purifiés et
concentrés sur une colonne de gel de silice « QIAquick PCR Purification Kit» de
QIAGEN selon les instructions du manufacturier. Cinq volumes de tampon PB étaient
ajoutés a chaque tube de produits de PCR et le tout était bien mélangé. Ensuite, une
colonne de centrifugation QIAquick, composée d’une membrane de gel silice, était
insérée dans un tube collecteur de 2 mL et le contenu d’un tube de PCR était introduit
dans cette colonne. Aprés une centrifugation de 60 secondes a 13 000 rpm (centrifugeuse
Biofuge Fresco; Mandel Scientific), le liquide recueilli dans le tube collecteur était rejeté
et ces étapes €taient répétées avec le contenu des deux autres tubes de PCR. Le lavage
des colonnes se faisait en mettant 750 pL de tampon PE dans la colonne suivi d’une
centrifugation de 60 secondes a 13 000 rpm. Le liquide du tube collecteur était vidangé,
puis la colonne était recentrifugée dans les mémes conditions. La colonne était ensuite

mise dans un tube eppendorf 1,5 mL sans couvercle. L’élution de ’ADN se faisait en
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mettant 30 puL de tampon EB (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) au centre de la colonne pendant
60 secondes, puis en centrifugeant celle-ci pendant 60 secondes. La migration du produit
d’amplification ainsi purifié et concentré était ensuite effectuée sur un gel composé d’1%
d’agarose dans du tampon TAE contenant 0,5 mg/mL de bromure d’éthidium. La
concentration en ADN était déterminée visuellement en comparant, sur la photo prise
sous rayonnement UV, I’intensité¢ de la bande d’ADN a partir de 2uL de la solution
d’ADN concentrée et purifiée avec I’intensité des bandes obtenues a partir de 4 pL de la
préparation de marqueurs de longueur d’ADN (Low DNA Mass Ladder; Gibco BRL)
ayant été migrée en paralléle sur le gel. Dans les deux cas, les échantillons étaient

mélangés avec une goutelette de tampon d’échantillon 6X avant d’étre chargés sur le gel.

2.1.7 Séquencage et analyse des séquences

Les ORFs 4 et 5 ont été séquencés par le service de séquengage de I’INRS-Institut-
Armand-Frappier utilisant un séquenceur automatis€ « ALF» (Automated Laser
Fluorescent DNA Sequencer; Pharmacia Biotech). Afin de s’assurer que des erreurs ne
s’étaient pas introduites dans les séquences lors du RT-PCR, chaque fragment d’ADN a
été séquencé a4 au moins deux reprises sur chaque brin a partir d’extraction d’ARN
différentes. Les séquences obtenues ont été comparées a celles des ORFs 4 et 5 de la
souche de référence américaine ATCC VR2332 (EMBL/GenBank accession number
U00153) et de la souche de référence canadienne IAF-Klop (EMBL/GenBank accession
number AF003345 pour I’ORF4 et U64928 pour I’ORFS5), deux souches du VSRRP ayant
la capacité de croitre sur les deux types de cellules (MARC-145 et PAMs). La séquence
des ORFs 4 et ORFS de la souche québécoise IAF-EXP91 a quant a elle servie de
comparaison en tant que souche ayant un tropisme restreint aux PAMs (EMBL/GenBank
accession number L40898). Les analyses de séquences nucléotidiques et en aa ont été
faites par ordinateur a I’aide du programme d’analyse GeneWorks 2.5 (Intelligenetics

Inc).
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2.2 Infection expérimentale

2.2.1 Animaux

Huit porcelets hybrides F1 castrés F1 (Landrace x Yorkshire), exempts de pathogénes
spécifiques (SPF) et agés de 4-5 semaines, ont été obtenus d’une ferme d’élevage du sud
du Québec, Canada. Avant la livraison, les porcelets avaient été testés pour confirmer
leur statut d’animaux séronégatifs pour le VSRRP, ’EMCYV, le PPV, le HEV, le virus de
la gastroentérite transmissible du porc (TGEV) et pour Mycoplasma hyopneumoniae. Les
porcelets ont été divisés en un groupe contrdle (2 porcelets) et en deux groupes

expérimentaux (3 porcelets chacun).

2.2.2 Virus

La souche de référence canadienne IAF-Klop du VSRRP, ayant été propagée pour 15 a
20 passages sur les cellules MARC-145 a été utilisée. Avant I’inoculation expérimentale,
cette souche a été repropagée deux fois sur des PAMs en culture primaire (récolte : voir
section 2.1.1.1) afin d’en augmenter la virulence pour les porcs. Pour le premier passage,
des PAMs sur plaques de 6 puits (Costar) ont été infectés avec le surnageant de culture de
cellules MARC-145 des passages précédents du virus dilué 1/10 dans du milieu de culture
et distribué a raison de 2 mL/puits. Aprés une période d’adsorption de 1h15 a 37°C en
présence de 5% CO,, le surnageant infectieux a été vidangé et remplacé par du milieu de
maintient. Aprés 5 jours d’incubation, ou au moment de 1’apparition d’ECP affectant
plus de 95% des cellules, les plaques ont été congelées et décongelées a deux reprises afin
de permettre la libération des virions présents dans les cellules, puis les cellules encore
adhérées au plastique ont été grattées dans le milieu & ’aide d’un policeman stérile
(Starstedt). Le tout a été récolté et 1,5 mL/puits de cette suspension virale clarifiée ont
été mis en contact pour un second passage sur les cellules PAMs. Aprés une période
d’adsorpion de 1h15 a 37°C en présence de 5% CO,, le surnageant a été remplacé par du
milieu de culture frais et ces plaques ont été réincubées jusqu’a I’apparition d’ECP (48-

72h). Les cellules ont ensuite été grattées suite a deux étapes de congélation-
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décongélation et la suspension virale finale a été clarifiée par centrifugation pendant 20

min a 3000 rpm (centrifugeuse 6000D et rotor H-1000B; Sorvall).
2.2.2.1 Titrage du virus

Le titrage des particules virales infectieuses a été effectué sur des plaques 96 puits
contenant des feuillets de cellules MARC-145. Des dilutions décimales des surnageants
de cultures infectées ont été préparées dans du milieu de culture sans sérum, mais
contenant 1% d’albumine sérique bovine (BSA), puis 100 pL/puits de chaque dilution ont
été déposés sur les plaques (6 puits/dilution). Apreés une période d’incubation de cinq
jours & 37°C en présence de 5% CO,, la mise en évidence d’un effet cytopathique a été
vérifiée pour chaque dilution, puis les cellules ont été fixées a 1’acétone/méthanol (1 :1)
pendant 30 min a 4°C. Afin de confirmer les résultats basés sur la mise en évidence
d’ECP, un test d’IFI a été effectué (idem 2.1.1.2) en utilisant 100 pL/puits d’AcMo et 60
uL/puits de conjugué anti-Ig de souris. Le titre viral a ensuite été déterminé par la

formule de Reed-Muench :
TCID50 =10 Dilution avec ECP > 50% + (% positifs > 50%) — 50% / (% positifs > 50%) ~ (% positifs < 50%)

2.2.3 Infection des porcelets

Le virus a été inoculé par voie intratrachéale, sous sédation a 1I’acépromazine/kétamine,
en utilisant un laryngoscope. Chaque porcelet a regu une dose virale totale de 10" TCIDs
diluée dans 8 mL de milieu de culture sans sérum. Trois animaux ont été euthanasiés
aprés 7 jours et 3 autres aprés 14 jours. Chez chacun de ces porcelets, du sérum et les
poumons ont été prélevés afin d’effectuées les analyses histopathologiques, sérologiques
et virologiques. Les deux porcelets servant de contrdles négatifs ont regu du milieu de

culture exempt de virus.

2.2.4 Examens histologiques

Des échantillons de tissu pulmonaire ont été prélevés chez tous les animaux euthanasiés.

Les prélevements ont été effectués préférentiellement au niveau des Iésions
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macroscopiques lorsque celles-ci étaient apparentes. Les tissus ont tout d’abord été fixés,
pendant une semaine, dans une solution composée de 10% de formaline dans du PBS.
Par la suite, les tissus étaient déshydratés dans des bains d’éthanol dont la concentration
augmentait progressivement de 70% a 100%. Aprés avoir imprégné les tissus de toluéne,
benzéne ou xyléne (soit des solvants de la paraffine), ces derniers étaient finalement
enrobés dans de la paraffine. Des coupes de Sum ont ensuite été réalisées a 1’aide d’un
microtome et elles ont été déparaffinées dans deux bains successifs, de 5 min, de xyléne.
Les tissus ont, par la suite, été réhydratés progressivement a I’aide de bains d’éthanol
d’une concentration allant de 100% a 70% avant d’étre traités a ’eau courante. Ils ont
finalement été colorés a I’hématoxyline-éosine (H&E) selon un protocole de routine (Dea

et al., 1991).

2.2.5 Détection et isolement du virus

Des essais d’isolement du virus a partir des poumons et des sérums ont été réalisés sur des
feuillets de cellules MARC-145 et la présence du virus dans ces échantillons fut aussi
suivie par des tests de RT-PCR. Pour les essais d’isolement du virus sur les cellules
MARC-145, la technique était similaire a celle décrite dans la section 2.1.1. Pour les
réactions RT-PCR, la technique utilisée était similaire a celle décrite dans les sections
2.1.2,2.1.4 et 2.1.5, 4 la seule différence que les amorces utilisées étaient plut6t dirigées
contre I’ORF7 codant pour la protéine N (amorce sens 1008 PS: 5° TAA ATA TGC
CAA ATA ACA AC- 3’ et amorce antisens 1009 PR : 5° TAG GTG ACT TAG AGG
CAC-37).

2.2.6 Analyses sérologiques

2.2.6.1 Immunofluorescence indirecte

Des plateaux de 96 puits de cellules MARC-145 ont tout d’abord été infectés avec le
virus JAF-Klop. Dés ’apparition d’ECP, les plateaux ont été fixés a 1’acétone/méthanol

(1:1) pendant 30 min & 4°C. Des dilution sérielles (1/16 a 1/1024) des sérums prélevés
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chez les porcelets ont été faites dans du PBS et un volume final de 100 pL/puits fut
déposé sur ces plaques. Le tout était incubé pendant 45 min a 37°C. Les puits étaient
ensuite lavés cinq fois avec du PBS, puis le conjugué était ajouté. Ce conjugué,
spécifique aux immunoglobulines (Ig) porcines, consistait en une préparation d’Ig
purifiées de chévre anti-Ig porcin marquées a I’isothiocyanate de florescéine (FITC;
Boehringer Manheim) et était préalablement dilué 1/50 dans du PBS et distribué a raison
de 60 pL/puits. Aprés une période d’incubation de 30 min a 37°C, les puits étaient lavés
cinq fois au PBS puis deux fois a I’eau distillée. La fluorescence était observée a I’aide

d’un microscope inversé (Leica DM IRB) sous rayonnement UV.

2.2.6.2 ELISA HerdChek de IDEXX

Ce test consiste en un épreuve ELISA indirecte (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
commerciale pour le diagnostic sérologique de I’infection par le VSRRP qui tient compte
du bruit de fond qui peut étre occasionné par la présence de protéines des cellules
MARC-145 dans les préparations de virus ayant servi a I’enrobage des plateaux ou dans
les différents vaccins faits de virus inactivé ou atténué ayant été inoculés aux animaux.
Les Ag adsorbés au fond du plateau sont donc, en alternance, des Ag cellulaires (NHC)
provenant d’un lysat de cellules MARC-145 et des Ag cellulaires et viraux (PRRS)
provenant d’un lysat de cellules MARC-145 infectées par le VSRRP auquel un
supplément de protéine N recombinante est ajouté. Ainsi, ce test peut détecter les Ac
dirigés contre toutes les protéines du VSRRP, mais il est particuliérement sensible aux Ac
dirigés contre la protéine de la nucléocapside. Les manipulations ont été faites selon les
recommandations du manufacturier. Ainsi, tous les témoins et échantillons ont été
distribués parallélement dans les puits NHC et PRRS. Sur la microplaque, on retrouvait,
en duplicata, 100 pL/puits du témoin négatif (donc 2 puits NHC et 2 puits PRRS), puis il
en était de méme avec le témoin positif. Ensuite, les sérums de porcs infectés
préalablement dilués 1/40 dans du PBS étaient aussi distribués a raison de 100 pL dans
les puits NHC et PRRS. Aprés une période d’incubation de 30 min a température
ambiante, les microplaques étaient lavées 5 fois avec la solution de lavage tamponnée au

phosphate. Par la suite, 100 pL/puits du conjugué anti-Ig porcin marqué a la peroxydase
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de raifort (HRPO) étaient ajoutés a chacun des puits et les microplaques étaient
réincubées 30 min a température ambiante. Aprés avoir lavé les microplaques 5 fois avec
la solution de lavage tamponnée au phosphate, la solution de substrat préparée pendant
I’incubation (5,5 mL de concentré de TMB + 5,5 mL de diluant de TMB) était distribuée
a raison de 100 pL/puits. Aprés une incubation finale de 15 min a la température de la
picce, la réaction enzymatique était interrompue en ajoutant 100 pL/puits de la solution
d’arrét (2N H,SO,). La densité optique (DO) de chacun des puits était finalement
déterminée a une longueur d’onde de 650 nm & I’aide d’un spectrophotométre (Titerteck
Multiskan MCC/340; Flow Laboratories). Le test est considéré comme positif lorsque la

valeur obtenue selon la formule suivante est supérieure a 0,4 :

E/P = (DO PRRS) — (DO NHC) / (CP PRRS) — (CP NHC)

DO PRRS = densité optique de I’échantillon dans les puits avec le virus du PRRS
DO NHC = densité optique du méme échantillon dans les puits NHC
CP PRRS = valeur moyenne du contrdle positif dans les puits avec le virus PRRS

CP NHC = valeur moyenne du contrdle positif dans les puits NHC

2.2.6.3 Séroneutralisation (SN)

Tous les sérums ont été au moins testés en duplicata et ils ont tout d’abord été
décomplémentés en les chauffant 4 56°C pendant 1h. Ensuite, 100 pL de chacun des
sérums ont été dilués en série, de 1/8 a 1/1024, dans du milieu DMEM supplémenté de
0,2% de pénicilline/streptomycine et 2% d’HEPES pour étre ensuite mis en contact,
pendant 1h a 37°C en présence de 200 TCIDsg (dans 100 pL ) de virus IAF-Klop dilué
dans du DMEM supplémenté de 0,2% de pénicilline/streptomycine, 2% d’HEPES et 10%
de SFB. Par la suite, les mélanges ont été mis en contact en duplicata sur des feuillets
confluents de cellules MARC-145 préparées dans des plaques de 96 puits (Costar). Aprés
une période d’incubation de 5 jours a 37°C en présence de 5% de CO,, les titres en SN
étaient exprimés comme étant la réciproque de la dilution la plus grande du sérum testé

pouvant neutraliser 1’effet cytopathique causé par 200 TCIDs de virus.
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2.3 Vaccination avec virus inactivé
2.3.1 Animaux

Dix porcelets hybrides F1 castrés (Landrace x Yorkshire), exempts de pathogénes
spécifiques (SPF) et agés de 4-5 semaines, ont été obtenus d’une ferme du sud du
Québec, Canada. Avant la livraison, les porcelets ont été testés et prouvés séronégatifs
pour le VSRRP, ’EMCYV, le PPV, le HEV, le virus de la gastroentérite transmissible du
porc (TGEV) et pour Mycoplasma hyopneumoniae. Les porcelets ont été divisés en un
groupe controle d’animaux non vaccinés (3 porcelets) et en un groupe d’animaux

vaccinés (7 porcelets).
2.3.2 Virus inactivé et vaccination

La souche IAF-Klop du VSRRP a été propagée en infectant des cellules MARC-145 a
une faible multiplicité d’infection (MOI) (MOI = 0,01-0,05). Le virus a été récolté
lorsque 80% des cellules démontrerent des signes de dégénérescence. Le virus a été
inactivé suite au traitement avec 1’éthylenimine binaire (BEI). Pour ce faire, nous avons
tout d’abord préparé une solution de NaOH 0,175 M a laquelle nous avons ajoutée 0,1 M
de 2-bromoéthylamine (BEA). Aprés une incubation d’une heure a 37°C, pendant
laquelle le BEA a été transformé en BEI, une solution faite de 3% de BEI et de 97% de
virus (10° particules virales/mL) a été préparée. Cette solution a été incubée avec
agitation pendant 24 h & une température de 26°C, puis nous y avons ajoutée du
thiosulfate de sodium 1M jusqu’a obtention d’une concentration finale de 0,01M afin
d’inactiver le BEI. Finalement, nous avons procédé au titrage de cette préparation virale
(voir section 2.2.2.1) afin de vérifier I’inactivation des virus. Un adjuvant breveté,
commercialisé par la compagnie Vetrapharm Inc. (London, Ontario, Canada) a été ajouté
a la préparation virale. Le titre viral, estimé d’aprés les titres avant inactivation, était de
10! TCIDsy par dose de vaccin (2 mL dans du milieu de culture). Les 7 porcelets
vaccinés ont regus 2 doses de virus inactivé par voie intramusculaire a trois semaines

d’intervalle, alors que les porcelets non vaccinés n’ont regu que du milieu de culture.
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2.3.3 Virus et infection-défi

La souche IAF-Klop du VSRRP a été utilisée pour ’infection-défi. Le virus a tout
d’abord été passé a trois reprises sur les cellules PAMs (voir section 2.2.2). Ensuite, sa
virulence a été accrue par deux passages successifs chez des porcelets, exempts de
pathogénes spécifiques, dgés de trois a cinq semaines. Le premier passage a été réalisé
par inoculation intratrachéale de 10 mL de suspension virale obtenue lors des passages
sur PAMs, alors que le second passage a été fait en inoculant, par voie intratrachéale a
I’aide d’un laryngoscope, 10 mL d’une dilution de 5% d’un homogénat de poumons des

porcelets ayant €t€ inoculés avec le virus propagé sur les PAMs.

Vingt et un jours aprés la derniere dose vaccinale, tous les porcs ont regu, par voie
intratrachéale a I’aide d’un laryngoscope, 10 mL d’homogénat de poumons du deuxiéme
passage chez des porcelets. La dose de virus totale inoculée a chaque animal était
d’environ 10’ TCIDsg (pour titrage, voir section 2.2.2.1). Des prises de sang ont été faites
chez tous les animaux a tous les 7 jours a partir du moment de la vaccination. Tous les
animaux ont été euthanasiés au jour 63, soit 14 jours aprés I’infection-défi. A ce moment,
les poumons de ces animaux ont été prélevés afin de déterminer la présence, ou 1’absence,
de lésions macroscopiques et microscopiques, de méme que la présence de virus.

2.3.4 Examens histologiques

Idem section 2.2.4

2.3.5 Détection et isolement du virus

Idem section 2.2.5

2.3.6 Analyses sérologiques

Pour IFI, ELISA HerdCheck de IDEXX et séroneutralisation : voir section 2.2.6
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2.3.6.1 Immunobuvardage de type Western (WB)

Du virus IAF-Klop concentré par ultracentrifugation sur coussin de saccharose 30% a été
resuspendu dans un tampon dénaturant et réducteur 5X de Laemmli (62,5 mM tris-HCI
[pH 6,8], 20% glycérol, 2% SDS, 5% B-mercaptoéthanol et 0,025% de bleu de
bromophénol) pour un volume total de 200uL. Parallélement, 8 pL d’un marqueur de
poids moléculaire de type « Rainbow » (Amersham Pharmacia Biotech) a été resuspendu
dans 22 pL du méme tampon dénaturant et réducteur 5X. Aprés avoir été bouillis
pendant 5 min, ils ont été¢ déposés dans les puits d’un grand gel de sodium dodécyl
sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) d’une épaisseur de 0,75 mm. Ce gel a été préparé
entre deux plaques de verre et en deux temps; soit la préparation du gel de séparation et,
en second lieu, la préparation du gel de concentration ou de reroupement. Le gel de
séparation, contenant 12% de polyacrylamide, était composé de 6,6 mL d’eau, de § mL
d’une solution d’acrylamide/Bis (30% T, 2,67% C), de 5 mL de 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8,
de 200 puL de SDS 10%, de 200 pL de persulfate d’ammonium (APS) 10% et de 8 pL de
TEMED. Lorsque ce premier gel était polymérysé, un peigne (Bio-rad), constitué d’un
puit pour la marqueur de poids moléculaire et d’un seul autre grand puit pour
I’échantillon de virus a analyser, a été inséré entre les deux plaques de verre. Ensuite, un
gel de concentration, contenant 4% de polyacrylamide et composé de 2,7 mL d’eau, de
670 uL de solution d’acrylamide/Bis, de 500 pL de 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, de 40 pL de
SDS 10%, de 40 uL d’APS 10% et de 4 uL de TEMED était coulé par dessus le premier
et le peigne y était inséré. Par la suite, I’électrophorése était effectuée dans un tampon de
migration composé de 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,1% SDS. La migration était
réalisée en appliquant une tension de 200 V a I’aide d’un générateur de courant (EPS 600;

Pharmacia).

Le transfert des protéines migrées sur le gel sur une membrane de nitrocellulose a été fait
en utilisant le systéme « Trans-Blot® Electrophoretic Transfer cell » (Bio-rad). Du coté
négatif du support, les éléments suivants ont été superposés 1’un par dessus 1’autre aprés
avoir été préalablement saturés de tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine,

20% méthanol) : une membrane poreuse, un papier filtre no 3 (Whatmann), le gel, une
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membrane de nitrocellulose, un papier filtre no 3 et une membrane poreuse. Le support a
ensuite été fixé verticalement dans le bac d’électrophorése contenant du tampon de
transfert. Le transfert a été fait pendant 2 h sous une tension de 60 V générée par un

générateur de courant (EPS 600; Pharmacia).

Apres le transfert, la membrane a été bloquée pendant 2 h a température ambiante sous
agitation dans un tampon de blocage consistant en du TBS, supplémenté de 5% de blotto,
5% de sérum de chévre et 0,05% de Tween 20. La membrane a ensuite été découpée
verticalement en plusieurs languettes. Par la suite, ces languettes ont été incubées,
pendant 1h30 a température piéce sous agitation, en présence des différents sérums de
porc a tester dilués 1/100 dans le tampon de blocage. Aprés avoir été lavées a 3 reprises
avec le tampon de lavage (TBS + 0,05% Tween 20), les languettes ont été incubées
pendant 1h30 a température de la pi¢ce sous agitation en présence d’un sérum conjugué,
consistant en une préparation purifiée d’Ig de chévre anti-IgG de porc couplées a la
peroxydase de raifort (HRP), diluée 1/1000 dans du tampon de blocage. Aprés trois
lavages dans le tampon de lavage et deux autres avec du TBS seul; la réaction immune
fut révélée en incubant les languettes dans une solution de révélation composée d’une
base de 80% de TBS a laquelle avait été ajoutée 20% de méthanol, 0,06% de chloro-1-
naphtol et 0,3 % d’H,0,. Les membranes ont été incubées jusqu’a I’apparition de bandes
pourpres puis la réaction fut stoppée en lavant les languettes dans une solution de TBS-
EDTA 20 mM, pH 8,0.

2.4 Immunisation avec ORF5 recombinants
2.4.1 Géne ORFS synthétique (ORF5-SYN)
Le géne ORF5 du VSRRP a été modifié dans le laboratoire du docteur Serge Dea de
fagon a ce que ’ARNm soit traduit de fagon optimale. Certains codons de ’ARNm

généré par le gene ORFS5 de type sauvage (ORF5-WT) ont été remplacés par les codons,

codant pour les mémes acides aminés, les plus souvent utilisés chez les cellules de

63



mammiféres. Le géne obtenu fut désigné ORFS synthétique (ORF5-SYN) (déposé pour

brevet).

2.4.2 Vecteurs adénovirus recombinants

Des adénovirus humains recombinants (hAdVrecs) portant les génes de I’ORF5-WT et de
I’ORF5-SYN ont été utilisés afin d’immuniser les porcelets. Ces vecteurs ont été
construits dans le laboratoire du Dr Serge Dea et les techniques réalisées pour les obtenir
sont décrites dans la these de doctorat du Dr Carl A. Gagnon (Gagnon, 2000). Le vecteur
viral dans lequel ont été inséré les transgenes est un hAdV non-réplicatif dont les régions
El et E3 du génome ont été délétées. Ces genes ont été placés sous le controle d’un
promoteur régulé par la tétracycline (TR5) dans un systéme dicistronique, entrainant ainsi
la co-transcription de la GFPq simultanément & celle du géne d’intérét. Le codon
d’initiation de la transcription de ces génes était aussi précédé par un triple motif GCC
mimant la séquence de Kozak nécessaire pour le bon positionnement des ribosomes et
pour permettre une traduction efficace (Kozak, 1987). Ces vecteurs, qui ont été désignés
hAdTRS5/ORF5-WT/DC/GFPq et hAdTR5/ORF5-SYN/DC/GFPq ont été propagés sur
des feuillets de cellules 293 (ATCC CRL-1573) qui complémentent la région délétée en
El et permettent ainsi la réplication efficace du virus recombinant. Le milieu de culture
pour cette lignée cellulaire était le milieu DMEM supplémenté avec 5% de SVF, 1% de
glutamine, 1% de pénicilline-streptomycine et 1% d’HEPES. Les titres infectieux de ces
virus recombinants ont été déterminés en utilisant la technique de plages sur des

monocouches de cellules 293.

2.4.3 Vérification de ’expression de I’ORF5

L’expression des geénes clonés dans les hAdTR5/ORF5-WT/DC/GFPq et hAdTRS5/ORFS5-
SYN/DC/GFPq était dépendante de I’expression d’un transactivateur régulé par la
tétracycline (tTA). Ainsi, ces génes pouvaient étre exprimés, soit lors de I’infection par

les Adrecs de la lignée cellulaire 293 rtTA en présence de 1pg/mL de doxycycline dans le
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milieu de culture, ce qui permet d’induire la synthése du tTA cellulaire; soit en faisant

une co-infection avec I’hAdVrec hAACMV/tTA qui exprime le tTA de fagon constitutive.

2.4.3.1 GFP et Immunofluorescence indirecte

Deux plaques de 24 puits de cellules MARC-145 a confluence ont tout d’abord été co-
infectées avec I’un des deux hAdVrecs (ORF5-WT et ORF5-SYN) a une MOI de 100
PFU par cellule et avec I’hAdVrec hAdCMV/TA a une MOI de 500. Aprés une
incubation de 24 h, la premiére plaque fut fixée a 1’acétone/méthanol (1 :1) pendant 30
min a 4°C. alors que la deuxiéme plaque futé fixée aprés 48 h. Avant la fixation des
plaques, le niveau de GFP a été évalué au microscope inversé sous un rayonnement UV.
Les plaques ont ensuite été soumises 4 I'IFI selon le protocole décrit a la section 2.1.1.2,
sauf qu' un sérum de lapin monospécifique anti-ORF5 fut utilisé, de méme qu'un
conjugué IgG (fragment F(ab’)2) reconnaissant spécifiquement les Ac de lapin

(Boehringer Manheim) et marqué a l'isothiocyanate de fluorescéine.

2.4.3.2 Marquage et immunoprécipitation des protéines recombinantes

Des cellules 293rtTA ont été mises en culture dans des flacons F25 (Corning). Ces
cultures cellulaires ont été infectées avec les hAdTRS/ORF5-WT/DC/GFPq et
hAdTRS5/ORF5-SYN/DC/GFPq en présence de doxycycline. Pour ce faire, les cellules
ont été lavées a deux reprises avec du PBS stérile, puis le virus recombinant, 8 une MOI
de 1 et dilué dans un volume total de 2 mL de milieu de culture sans SFB, mais
supplémenté de 1pg/mL de doxycycline, a été mis en contact avec les cellules. Les
flacons de cellules ont alors été incubés pour la nuit a 37°C sous une légére agitation. Le
lendemain matin, 2 mL de milieu de culture complet supplémenté de 1pug/mL de SFB a
été ajouté au surnageant infectieux et les cellules ont été réincubées a 37°C pour 24 h.
Les témoins négatifs consistaient en des cellules n’ayant regu que du surnageant sans
virus, alors que le témoin positif consistait en des cellules MARC-145 infectées par le
virus IAF-Klop.

65



Ensuite, pour le marquage radioactif, ces différents feuillets cellulaires ont été lavés 2
fois avec du PBS stérile et ont été recouverts avec 3mL de milieu de culture sans
méthionine. Aprés une heure d’incubation & 37°C, 250 uCi de [>*S]méthionine (ICN) ont
été ajoutés a chaque F25 qui ont par la suite été réincubés pour une période de 5 h. Les
cellules ont été récoltées a ’aide d’un policeman (Starstedt) et elles ont été centrifugées a
1500 rpm pendant 10 min (Centrifugeuse RT 6000D et rotor H-1000B; Sorvall). Le culot
a ensuite été resuspendu dans 1 mL de tampon de lyse (voir section 2.4.3.2.2) et le tout a
été passé a la seringue avec une aiguille 22G (Becton Dickinson) une dizaine de fois.
Aprés une centrifugation de 3 min a 13 000 rpm (centrifugeuse Biofuge Fresco; Mandel
Scientific), le surnageant a été récolté. Quarante pL de ce surnageant ont été dilués dans
8 mL de liquide a scintillation (Cytoscint; ICN Radiochemicals) et le comptage de la

radioactivité a ét€ déterminé a 'aide d'un compteur a scintillation (Beckman LB-7000).

Ensuite, 1 x 107 coups par minute (cpm) de chaque échantillon ont été mis en contact,
toute la nuit a 4°C sous légére agitation, avec 20 pL de sérum de lapin monospécifique
anti-ORF5. Le lendemain, 70 pL de protéine A-sépharose CL4B (Pharmacia) (100
pg/mL dans 20mM tris-HCI [pH 7,5]) ont été ajoutés a chaque tube et I’incubation s’est
poursuivie pendant 2 h. Aprés avoir rejeté le surnageant suite & une centrifugation de 2
min a 13 000 rpm, le culot a été lavé 4 fois avec le tampon I (20 mM tris-HCI [pH 7,5],
150 mM NaCl et 0,1% NP-40), puis 2 fois avec le tampon II (20 mM tris-HCI [pH 7,5] et
0,1% NP-40). Le culot a par la suite été resuspendu dans 80 uL de tampon dénaturant et
réducteur 5x et a été chauffé a 100°C pendant 5 min avant d’étre recentrifugé. Dix pL du
surnageant (ou 30pL dans un cas) ont ensuite été¢ déposés dans un puits d’un petit gel
SDS-PAGE 12% d’une épaisseur de 0,75 mm. La description de la méthodologie pour la
réalisation d’un grand gel de 12% polyacrylamide-SDS et de la technique
d’électrophorése se trouve a la section 2.3.6.1. Pour ce petit gel, il suffit de réduire par 4
fois la quantité des réactifs utilisés. Un marqueur de poids moléculaire composé de
protéines marquées au '*C (Amersham Life Science) a également été traité en condition
dénaturante et réductrice avant d’étre incorporé parallélement dans un autre puits du
méme gel. Apreés I’électrophorése, le gel a été fixé pendant 30 min avec agitation a la

température de la piéce dans une solution composée de 50% eau bi-distillée, 40%
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méthanol et 10% acide acétique. Le gel a ensuite été incubé pendant 30 min avec
agitation a la température de la piéce dans une solution amplifiant le signal radioactif
(Amplify; Pharmacia). Le gel a par la suite été séché sur un papier filtre no 3
(Whatmann) et sous une membrane de plastique transparente utilisant un séchoir a gels «
Model 583 Gel Dryer » (Bio-rad) combiné & une « Hydrotech Vacuum Pump » (Biorad)
pendant une heure a 80°C. Apreés une période d’exposition de 5 jours a -80°C, le film a
été développé dans une chambre noire en l'incubant pendant 5 min dans une solution de
développement (GBX Developper and replenisher; Kodak). Aprés avoir été rincé a ’eau
pendant 30 secondes, le gel a ensuite été fixé dans une solution de fixation (GBX Fixer
and replenisher; Kodak) pendant 5-10 min. Le film a ensuite été bien rincé a I’eau puis
séché. Une analyse densitométrique a été faite sur les films afin de comparer I’intensité
des bandes de la GPs WT et SYN de fagon a estimer la différence dans le niveau
d’expression de la GPs selon I’hAdVrec utilisé. Cette analyse a été effectuée a 1’aide
d’un densitométre (Biorad, modéle GS-670) et du programme informatique (Molecular

Analyst version 1.3; Biorad).
2.4.4 Animaux

Neuf porcelets hybrides F1 castrés (Landrace x Yorkshire), exempts de pathogénes
spécifiques (SPF) et agés de 4-5 semaines, ont été obtenus d’une ferme d’élevage du sud
du Québec, Canada. Avant la livraison, les porcelets ont été testés afin de confirmer leur
statut de séronégatifs pour les virus VSRRP, EMCV, PPV, HEV, et le virus de la
gastroentérite transmissible du porc (TGEV) et pour Mycoplasma hyopneumoniae. Les
porcelets ont été divisés en un groupe contrdle et en deux groupes expérimentaux (3

porcelets par groupe).
2.4.5 Protocole d’immunisations
Chacun des groupes de trois porcelets a été immunisé par voie intradermique au niveau de

la surface dorsale de I’oreille 4 I’aide d’une aiguille 30G 1/2 (Becton Dickinson) avec
I'une des trois préparations suivantes: 1) 1 x 10° pfu d’hAdTRS5/ORF5-WT/DC/GFPq et
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5 x 10° pfu ’hAdCMV/TA dilués dans un volume total de 100 pL de PBS par porc; 2)
1 x 10° pfu d’hAdTR5/ORF5-SYN/DC/GFPq et 5 x 10° pfu ’hAdCMV/TA dilués dans
un volume total de 100 pL de PBS par porc; 3) Les porcs témoins négatifs ont requ 5 x
10° pfu d’hAdCMV/tTA dilués dans un volume total de 100 uL de PBS par porc. A la
préparation inoculée pour chaque porcelet, 100 pL de SP1017 ont été ajoutés, soit une
combinaison de poloxameéres facilitant la transfection et I’expression des génes, ce qui
donnait un volume final de 200 pL pour chaque animal. Un rappel a été donné a chaque

animal au jour 33 suivant I’inoculation initiale.
2.4.6 Virus et infection-défi

Trente jours apres la dose de rappel, les animaux ont été soumis a une infection-défi avec
le virus IAF-Klop. Le virus utilisé a été préparé et titré de la fagon décrite dans les
sections 2.2.2 et 2.2.2.1. Le virus a été inoculé, a chaque animal, par voie intranasale,
sous sédation & ’acépromazine/kétamine, en utilisant un tube de caoutchouc introduit
dans les narines des porcelets. Chaque animal a regu une dose virale de 10>° TCIDs,
diluée dans un volume de 8 mL de milieu de culture. Du sérum a été prélevé aux deux
semaines avant le rappel, puis 2 semaines aprés le rappel et finalement au dixiéme et au
24*™ jour suivant |’infection-défi. La derniére prise de sang coincidait avec 1’euthanasie
des animaux. A ce moment, des échantillons de poumons ont été prélevés pour permettre

leurs examens histologiques.

2.4.7 Examens histologiques

Idem section 2.2.4

2.4.8 Analyses sérologiques

Pour I'TFI, PELISA commerciale HerdCheck de IDEXX et les test de séroneutralisation :

voir section 2.2.6. Pour le WB, la technique utilisée fut identique & celle décrite a la

section 2.3.6.1 a quelques détails prés. Premiérement, il s’agissait d’un petit gel et non
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d’une grand gel, donc la quantité de virus utilisé pour I’électrophorése était de 50 pL de
virus IAF-Klop purifié dilué dans 50 pL. du tampon réducteur et dénaturant. Aussi, les

sérums de porcs qui ont été testés en WB ont été dilués par un facteur de seulement 1/25.

2.4.8.1 ELISA anti-N

L’ORF7 de la souche IAF-Klop du VSRRP, codant pour la protéine N avait
préalablement été clonée dans le plasmide pGEX-4T1 et des stocks de la protéine de
fusion recombinante glutathione S-transférase-N (GST-N) avaient été produits (Mardassi
et al., 1996). Pour ’ELISA, 100 pL/puits (0,5 pg/puits) de GST-N de la dilution 1/1000
de la préparation initiale dans le tampon 100 mM carbonate-bicarbonate de sodium (pH
9,6) ont été distribués dans des plaques de 96 puits a fond plat (Flow Laboratories).
Aprés une incubation de 18 h a 4°C, les plateaux avec antigéne ont été ringés 3 fois avec
du PBS contenant 0,05% de Tween 80 (PBS-T) puis ils ont été saturés, pendant 2 h a
37°C, avec du PBS contenant 0,5% de Tween 80 et 5% de sérum de chévre (PBS-TG).
Les sérums récoltés chez les porcs immunisés ont ensuite été dilués 1/ 40 dans du PBS-
TG et distribués a raison de 100 pL/puits dans les plateaux. Aprés une période
d'incubation de 45 min a 37°C, les plateaux ont été lavés 5 fois au PBS-T, puis le
conjugué anti-IgG de porc marqué a la peroxydase de Raifort (Boehringer Manheim)
dilué 1/10 000 dans PBS-TG a été ajouté a chaque puits (100 pL/puits). La plaque a
ensuite été incubée a 37°C pendant 45 min puis, lavée 3 fois avec du PBS-T et 2 fois avec
du PBS. Ensuite, des quantités égales de tampon TMB et de tampon substrat ont été
mélangées et distribuées a raison de 100 pL par puits. La base de ces 2 tampons était
constituée de tampon citrate (0,05 M d’acide citrique anhydre et 0,05M de citrate de
sodium dibasique anhydre). Ainsi, le tampon TMB consistait en une solution de 0,02%
de TMB et 25% de diméthyl sulfoxide (DMSO) dans du tampon citrate, alors que le
tampon substrat consistait en une solution 0,1% de peroxyde d’urée dans du tampon
citrate. Apres une incubation de 20 min a température piéce et a I’obscurité, la réaction
fut arrétée par l'ajout de 50 pL/puits d’acide sulfurique (H,SO4) 2 N et la densité optique
du milieu fut mesurée a une longueur d’onde de 450 nm a 1’aide d’un spectrophotométre
(Titerteck Multiskan MCC/340; Flow Laboratories).
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CHAPITRE III : RESULTATS



3.1 Etude du tropisme du VSRRP

3.1.1 Sélection des souches et isolats de VSRRP

Parmi les différents échantillons, fournis par le service de diagnostic virologique de
’INRS-Institut-Armand-Frappier, ayant été présentés en tant qu'isolats du VSRRP
incapables de se propager sur les cellules MARC-145, plusieurs ont pu étre adaptés sur
ces cellules aprés deux passages sur les PAMs ou directement sur les MARC-145.
Finalement, trois des isolats fournis par le service de diagnostic, ont été sélectionnés pour
leur capacité a croitre efficacement sur les PAMs tout en étant incapables de se propager
sur les cellules MARC-145 en culture. Ces isolats ont été identifiés par les numéros 481,
528 et 537. Une souche québécoise connue du VSRRP, ayant les mémes caractéristiques
au niveau du tropisme, a également été utilisée comme souche de référence de VSRRP a
tropisme restreint aux PAMs. Cette souche, connue sous le nom d’IAF-Exp91, représente
en fait la premiére souche du VSRRP a avoir été isolée au Canada (Dea et al., 1992) et il
semble selon la littérature qu'elle est la seule souche du génogroupe nord-américain a
avoir été référée comme ayant ce tropisme restreint aux cellules PAMs. En effet, tous
les autres isolats nord-américains, ayant été comparés par d'autres auteurs entre eux ou a
la souche de référence européenne LV ont pu étre propagés sur l'une des lignées

cellulaires de reins de singe mentionnées dans la revue de la littérature.

Les souches IAF-Klop et ATCC VR-2332 du VSRRP, qui sont respectivement les
souches de référence canadienne et américaine, ont également été utilisées. En tant que
souches de VSRRP ayant la capacité de se propager sur les cellules MARC-145 et sur les
PAMs, elles ont servi de références lors des analyses de séquences afin d’identifier des
changements d’acides aminés spécifiques et communs aux isolats ayant apparemment un

tropisme restreint au PAMs.
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3.1.2 Amplification des ORF4 et ORFS des divers isolats par RT-PCR

Afin de pouvoir procéder au séquencage des ORF4 et 5 des isolats cliniques et des isolats
utilisés a titre de références, ’ARN génomique des différents isolats a été extrait & partir
des cellules PAMs et/ou MARC-145 infectées par ces derniers. A partir de ces
préparations d'ARN génomique, des fragments d’ADN englobant entiérement leur ORF4
ou leur ORF5 ont été amplifiés par RT-PCR. Les amplicons obtenus et contenant I’ORF4
pour tous les isolats testés avaient une longueur de 683 pb, alors que les ORF4 seuls
n'étaient constitués que de 537 pb. Les amplicons contenant 'ORF4 correspondaient a un
fragment d'ADN qui débutait 70 pb avant le codon d’initiation de la traduction (ATG) et
se terminait 77 pb en aval du codon de terminaison (TGA). Dans le cas de ’ORFS5, qui
est d’une longueur de 603 pb, les amplicons avaient une longueur de 716 pb dans le cas
de tous les isolats étudiés, contenant 29 nucléotides en amont et 84 nucléotides en aval de
I’ORF5. La figure 5 représente le profil électrophorétique typique des produits
d’amplification, ou amplicons, obtenus par RT-PCR, contenant les ORF4 et ORF5 des
différents isolats du VSRRP. Tel que prévu, la longueur du produit d’amplification de
I’ORFS5 dépassait légérement celle du produit d’amplification de I’'ORF4.

3.1.3 Comparaison des séquences en acides aminés

Les produits d’amplification obtenus par RT-PCR, et présentés dans la section
précédente, ont ensuite été purifiés, concentrés et dosés avant d’€tre finalement
séquencés. Cette étape a permis de déterminer les séquences nucléotidiques des ORF4 et
ORF5 de chaque isolat. A partir de celles-ci, 4 I’aide du programme informatique
GeneWorks 2.5 (Intelligenetics), il a été possible de déduire la séquence en aa des GP, et
GPs de chaque isolat et souches d’intéréts. A partir de ces séquences, des tentatives ont
été faites afin d’identifier des aa, ou des régions, ou il était possible de retrouver des

mutations communes et uniques aux souches ne pouvant se propager que sur les cellules
PAMs.
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Figure 5 : Profil électrophorétique sur gel d’agarose des produits d’amplification

des régions d’ARN génomique englobant P’ORF4 et PORFS du VSRRP.

L’ARN génomique des différents isolats de VSRRP a été extrait par la technique a
I’isothiocyanate de guanidine. Ensuite, des amplicons englobant entiérement I’ORF4 et
I’ORFS5 ont été obtenus par RT-PCR en utilisant des amorces s’hybridant en amont et en
aval de ces génes. 10 pL de chacun des produits d’amplification obtenus ont été déposés
dans les puits d’un gel d’agarose 1% et la migration a été effectuée sous une tension de
110 V pendant environ 40 min. Le témoin négatif (T), situé dans le puits 5, contient les
deux paires d’amorces (ORF4 et ORF5) et ’ARN y a été remplacé par de ’eau. Dans les
puits 1 & 4, les amorces spécifiques a I’ORF4 (ORF4.GEN.S et ORF4,GEN.AS) ont été
utilisées, alors que celles spécifiques & I’ORF5 (ORF5.GEN.S et ORF5.GEN.AS) ont ét¢
utilisées dans les puits 6 a 9.

L = marqueurs étalon de fragments d'ADN en pb (1 Kb DNA Ladder).
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ORF4 (682 pb)

T ORF5 (716 pb)



3.1.3.1 ORF4

Les séquences entiéres, en aa, déduites pour la GP4 des différents virus analysés, sont
présentées & la figure 6. La longueur des séquences obtenues était la méme dans tous les
cas, soit 178 aa. En comparant les isolats & tropisme restreint aux PAMs avec les souches
IAF-Klop et ATCC VR-2332, il fut possible d’identifier 2 régions ou existaient divers
changements d’aa uniques aux isolats ne pouvant croitre que sur les cellules PAMs. Ces
régions ont été retrouvées au niveau des aa 40-43 et 55-63 et elles ont €té mises en
évidence dans la figure 7. En utilisant le profil d’hydrophobicité généré a I’aide du
programme GeneWorks 2.5 (Intelligenetics) a partir de la séquence en aa du virus [AF-
Klop, la région 40-43 s'est avérée correspondre & une portion hydrophobe de la protéine,

alors que la région 55-63 se trouvait dans une portion hydrophile.

Dans la région déterminée par les aa 40-43, aucun changement d’aa commun a tous les
isolats n’a pu étre identifié. A la position 40, un changement ponctuel d'un aa fut
identifié pour I’isolat 528 (une glycine plutot qu’une thréonine ou une alanine) par
rapport 4 IAF-Klop et ATCC VR-2332. Un autre changement a été identifié en position
42 de I’isolat 481; il s’agissait de la présence d’une sérine a la place d’une alanine.
Toutefois, la modification peptidique partagée par le plus d’isolats a été retrouvée en
position 43 ol pour 3 des 4 isolats testés (481, 537 et IAF-Exp91) une glycine fut

identifiée plutot qu'une sérine.

La région des aa 55-63 a, quant a elle, présenté un nombre de changements d’aa uniques
aux souches a tropisme restreint pour les PAMs beaucoup plus important que la région
précédente. En effet, selon les résultats de séquengage, les isolats étudiés démontraient
dans cette région 3 (537 et IAF-Exp91) ou 5 (481 et 528) changements d’aa par rapport
aux souches de VSRRP pouvant aussi étre propagées sur les lignées de cellules de rein de
singe. Egalement, il fut noté qu’en position 56, les glycine et arginine, retrouvés
respectivement chez les souches IAF-Klop et ATCC VR-2332, ont été remplacés chez

toutes les souches étudiées par une sérine.
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Figure 6 : Séquences en aa des GP4 de divers isolats du VSRRP ne pouvant étre
propagés que sur les cellules PAMs, par rapport a celles des souches de référence
nord-américaines IAF-Klop et ATCC-VR2332, déduites a partir des séquences
nucléotidiques déterminées pour les ORF4 amplifiés par RT-PCR.
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Figure 7 : Mise en évidence de deux régions des séquences en aa des GP; ou des
changements d'aa uniques aux divers isolats du VSRRP ne pouvant étre propagés
que sur les cellules PAMs ont été identifiés et positionnement de ces régions sur un

profil d’hydrophobicité généré a partir de la séquence en aa de l'isolat de référence
IAF-Klop.
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3.1.3.2 ORFS

Les séquences entiéres en aa, déduites pour la GPs des différents virus analysés, sont
présentées a la figure 8. Dans tous les cas, la longueur en aa de la GPs était de 200 aa.
En comparant les isolats dont le tropisme était restreint pour les PAMs aux souches IAF-
Klop et ATCC VR-2332, il fut possible d’identifier un site ou il y avait un changement
d’aa unique et commun a [’ensemble des isolats, ainsi qu’une région ou se localisaient
des changements d’aa uniques, mais différents selon les isolats (figure 9). En utilisant le
profil d’hydrophobicité généré a I’aide du programme GeneWorks 2.5 (Intelligenetics) a
partir de la séquence en aa du virus IAF-Klop, il fut déterminé que le premier site
correspondait au résidu d'aa localisé en position 10, se retrouvant dans une portion
hydrophobe de la protéine, alors que la région représentée par les résidus d’aa 25 a 40

correspondait plutdt a une portion hydrophile.

Ainsi, a la position 10, dans tous les cas cliniques étudiés, la cystéine retrouvée chez les
souches de référence était remplacée par une tyrosine. Dans le cas de la région 25-40,
plusieurs changements d’aa uniques furent déterminés selon un profil spécifique a chaque
isolat clinique étudié. En effet, le nombre de variations uniques par rapport aux souches
de référence était différent d’un isolat a I’autre. Ainsi, un seul changement d’aa fut
déterminé dans le cas de I’isolat 537, alors que 3, 4 et 6 changements de résidus d'aa

furent identifiés respectivement dans le cas des isolats IAF-Exp91, 528 et 481.
3.2 Infection expérimentale

Lors de cette expérience visant a étudier une infection typique par le VSRRP, des
porcelets ont été infectés, par la voie intratrachéale, avec la souche de référence
canadienne IAF-Klop a raison de 10" TCIDsp par animal. Les porcelets ont par la suite
été euthanasiés aux jours 7 et 14 et des analyses histologiques, sérologiques et

virologiques ont été effectuées sur les poumons et le sérum de ces animaux.
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Figure 8 : Séquences en aa des GPs de divers isolats du VSRRP ne pouvant étre
propagés que sur les cellules PAMs, par rapport a celles des souches de référence
nord-américaines IAF-Klop et ATCC-VR2332, déduites a partir des séquences
nucléotidiques déterminées pour les ORFS amplifiés par RT-PCR.
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Figure 9 : Mise en évidence de deux régions des séquences en aa des GPs ou des
changements d’aa uniques aux divers isolats du VSRRP ne pouvant &tre propagés
que sur les cellules PAMs ont été identifiés et positionnement de ces régions sur un

profil d’hydrophobicité généré a partir de la séquence en aa de I'isolat de référence
IAF-Klop.
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3.2.1 Histologie

Afin de confirmer la présence de lésions compatibles avec un diagnostic de SRRP chez
les animaux infectés expérimentalement, des coupes histologiques ont été préparées pour
la mise en évidence de lésions microscopiques sur les tissus pulmonaires. Ces tissus ont
été fixés 4 la formaline puis enrobés de paraffine, avant que des coupes minces ne soient
préparées au microtome et fixées sur lames pour la coloration a I’hématoxyline et €osine
(H & E). L’infection par le VSRRP a induit, chez tous les porcelets, des lésions de
pneumonie interstitielle proliférative caractérisées par des infiltrations des septa
alvéolaires, périvasculaires et péribronchiolaires par des cellules lymphomonocytaires
observées lors de l'infection par ce virus (figure10). Une légére pneumonie interstitielle,
ainsi qu’une hyperplasie légére des pneumocytes de type II au niveau des épithéliums
bronchiolaires et vacuolaires, ont été observées au jour 7 pi. Au jour 14 pi, la pneumonie

était devenue plus sévere.

3.2.2 Analyses sérologiques

Des analyses ont été effectuées sur les sérums provenant des porcelets infectés afin de
confirmer I’infection par le virus et afin de vérifier I'ampleur de la réponse immunitaire
humorale. Les résultats des divers examens sérologiques qui ont été réalisés sur les
sérums prélevés chez les animaux euthanasiés aux jours 0, 7 et 14 sont regroupés dans le

tableau 3.

3.2.2.1 Immunofluorescence indirecte

L’IFI est un test permettant la détection d’Ac anti-VSRRP (IgG et IgM), dirigés contre

des épitopes conformationnels, dans les sérums récoltés chez les porcelets infectés. Dés

le jour 7 pi, tous les porcelets infectés ont démontré une séroconversion. En effet, les

titres obtenus en analysant les sérums des trois porcelets se situaient entre les valeurs 64
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Figure 10 : Photos comparatives de coupes histologiques de poumons de porcelets

contrdles (a-c) versus celles de porcelets infectés par le VSRRP (d-f) colorées par H

& E (Tiré de Girard et al., 2001; voir appendice A)

a)

b)

Aspect spongiforme du poumon d’un porcelet normal montrant des septa alvéolaires
minces et bien définis avec un aspect normal des petits vaisseaux sanguins.

Aspect général d’une bronchiole normale avec épithélium cuboidal et absence
d’infiltration lymphomonocytaire de la muscularis mucosa et absence de pneumonie
interstitielle.

Aspect normal d’une bronchiole terminale (coupe longitudinale) avec absence de
pneumonie interstitielle.

Infiltration lymphomonocytaire périvasculaire massive. Les septa alvéolaires sont
également épaissis par le méme type d'infiltration.

Infiltration lymphomonocytaire marquée au niveau péribronchiolaire et hyperplasie de
I’épithélium bronchiolaire (fléche).

Coupe longitudinale d’une bronchiole terminale montrant une infiltration

lymphomonocytaire péribronchiolaire.

Grossissement, x 100 (a) et x 250 (b-f)
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et 256. Sept jours plus tard, ce test a permis de détecter des titres en Ac anti-VSRRP qui
ont atteint la valeur de 1024 dans tous les cas soit une augmentation d'un facteur de 4 et

plus, confirmant la séroconversion.

3.2.2.2 ELISA Herdcheck de IDEXX

Ce test permet également de détecter les Ac dirigés contre des épitopes conformationnels
du VSRRP. Il est particuliérement sensible aux Ac dirigés contre la protéine de la
nucléocapside. Les résultats de ce tests sont exprimés sous forme du rapport E/P (voir
section 2.2.6.2) et sont considérés positifs seulement lorsque ce ratio est supérieur a une
valeur de 0,4. Le ratio E/P des trois sérums de porcelets récoltés au jour 7 pi s’est révélé
inférieur a 0,4, donc négatif, avec des valeurs variant de 0,136 a 0,257. Cependant, au
jour 14 pi, tous les sérums récoltés se sont avérés positifs avec des ratios E/P de I’ordre de

0,853 a 1,204.

3.2.2.3 Séroneutralisation

Ce test permet de détecter, dans les sérums, la présence d’Ac ayant la capacité¢ de
neutraliser ’infection des cellules par le VSRRP. Les titres en Ac neutralisants étaient
exprimés selon la réciproque de la dilution optimale du sérum pouvant empécher
I’infection (inhibition de I'ECP) des cellules MARC-145 par 200 TCIDso de la souche
IAF-Klop du VSRRP. Lors de I’infection expérimentale, aucun des animaux infectés n’a
produit d’Ac neutralisants & des niveaux significatifs (ie > 1:8) au cours de la période de

14 jours suivant I’infection par le VSRRP.
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3.2.3 Détection et isolement du virus

Le premier test a avoir été effectué fut le test de détection virale par RT-PCR en utilisant
des amorces capables d’amplifier la protéine N du VSRRP. Ainsi, le virus du VSRRP a
pu étre détecté chez tous les animaux infectés et ce tant au niveau des poumons qu’au
niveau sérique aux jours 7 et 14 pi. Afin de confirmer la présence de virus infectieux,
des échantillons de poumons et de sérums prélevés chez les animaux euthanasiés ont été
mis en culture sur des feuillets de cellules MARC-145 qui ont par la suite été¢ examinés
par le test d’IFI utilisant des Ac monoclonaux spécifiques 4 la protéine N du VSRRP. Le
VSRRP a ainsi pu étre isolé a partir de tous les échantillons provenant des animaux
euthanasiés aux jours 7 et 14. Les échantillons prélevés chez les porcelets non infectés se
sont révélés négatifs tant par RT-PCR que par la technique d'isolement sur cultures de

cellules MARC-145.
3.3 Vaccination avec virus inactivé

Les porcelets de cette expérience ont été divisés en deux groupes, soit les témoins (T} a
Ts) et les vaccinés (V; & V7). Les porcelets du groupe vacciné ont, a priori, regu chacun
deux doses, par voie intramusculaire, du vaccin correspondant a 10"! TCIDsq de virus
IAF-Klop inactivé au BEL. Ces doses ont été¢ administrées a 21 jours d’intervalle. Un
adjuvant breveté de la compagnie Vetrapharm Inc. avait €té ajouté a la préparation de
virus inactivé (une émulsion). Parallélement, les porcs du groupe témoin n’ont regu que
du milieu de culture. Trois semaines aprés I’administration de la derniére dose vaccinale,
tous les porcelets ont regu, par voie intratrachéale, une préparation d’homogénat de
poumons infectés par le virus IAF-Klop. La dose virale totale administrée a chaque
animal a été estimée a 10" TCIDsp. Du sérum a été prélevé chez tous les animaux a tous
les 7 jours a partir de I’inoculation de la premiére dose vaccinale et ce jusqu’au
quatorziéme jour suivant I’infection-défi, jour ou les porcelets furent euthanasiés et leurs

poumons prélevés afin d’y déceler la présence, ou I’absence, de Iésions et de virus.
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3.3.1 Histologie

Les poumons de tous les animaux ont été prélevés lors de leur euthanasie au quatorziéme
jour suivant I’infection-défi et des coupes minces de ceux-ci ont été préparées, puis fixées
sur lame et colorées par la coloration H&E afin de permettre leur analyse histologique.
Les porcelets du groupe témoin, donc non vaccinés, ont présenté des lésions de
pneumonie interstitielle sévéres associées a une infiltration lymphomonocytaire des septa
alvéolaires. Une accumulation de macrophages, de débris cellulaires et d’exudat
inflammatoire a également été observée dans les alvéoles et dans la lumiére des
bronchioles. Ces lésions, typiques du VSRRP, sont visibles sur la figure 10 présentée
dans le cadre de I’infection expérimentale. Les seuls changements qui ont été observés
chez les porcelets du groupe vacciné sont une infiltration lymphomonocytaire moins
sévére des septa alvéolaires. Les épithéliums alvéolaire et bronchiolaire des animaux de

ce groupe sont demeurés intacts.

3.3.2 Analyses sérologiques

Les diverses analyses sérologiques qui ont été effectuées sur les sérums récoltés chez les
porcelets sont présentés dans le tableau 4 et dans la figure 11. Dans le tableau 4, les
résultats des différents tests sont présentés en deux rangées : pré et J14. La premiére
présente les résultats des tests effectués sur les sérums récoltés avant (pré) I'infection-
défi. En effet, pour chacun de ces tests, les résultats obtenus entre I’inoculation de la
premiére dose vaccinale et I’infection-défi étaient comparables. Dans la deuxiéme rangée
(J14) sont présentés les résultats des tests effectués sur les sérums récoltés lors de

I’euthanasie des animaux, soit 14 jours apres I’infection-défi.
3.3.2.1 Immunofluorescence indirecte
Les analyses sérologiques qui ont été effectuées par IFI sur les sérums récoltés avant

infection-défi (pré) n’ont pas permis de détecter des titres en Ac a des niveaux

significatifs chez aucun les échantillons testés (tableau 4). Les résultats obtenus sur les
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sérums des animaux vaccinés avec le virus inactivé (V, & V7) étaient comparables a ceux
qui ont été obtenus avec les sérums des animaux non vaccinés (T; a T3). Les tests
effectués sur les échantillons récoltés a J14 post infection-défi ont également mis en
évidence le fait que les titres en Ac détectés chez les animaux des deux groupes (T et V)

étaient encore une fois identiques; les titres variant, dans tous les cas, entre 1024 et 4096.

3.3.2.2 ELISA Herdcheck de IDEXX

Tout comme dans le cas de I'IFI, les tests effectués sur les sérums récoltés avant
infection-défi (pré) se sont révélés négatifs dans tous les cas (T et V) en utilisant la
technique ELISA Herdcheck de IDEXX (Tableau 4). Les sérums des animaux non
vaccinés qui ont été récoltés deux semaines aprés l’infection (J14; T, a T3) ont tous
démontré un ratio E/P supérieur & 0,4, donc étaient tous positifs. Ainsi, les valeurs
obtenues, variant de 0,67 4 0,77, suggéraient la présence d’Ac dirigés contre des épitopes
conformationnels du VSRRP chez ces échantillons. Toutefois, les analyses effectuées sur
les sérums des animaux vaccinés (V; a V;), ont révélé des valeurs de ratio E/P
supérieures a celles des animaux témoins. En effet, les valeurs obtenues se situaient entre

1,06 et 2,09.

3.3.2.3 Séroneutralisation

Des titres significatifs en Ac neutralisants n’ont pu étre détectés chez aucun des
échantillons prélevés préalablement a I’inoculation de virus infectieux (Tableau 4). Par
contre, les sérums des porcelets non vaccinés (T, & T3) prélevés deux semaines aprés
Pinfection-défi ont présenté des titres en Ac neutralisants variant de 8 a 128. De fagon
similaire, les analyses effectuées sur les sérums des animaux vaccinés (V| a V5) récoltés
au méme moment (J14) ont révélé leur capacité a neutraliser I’infectivité du virus IAF-

Klop. Les titres obtenus variaient de 64 a 256 selon les échantillons.
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3.3.2.4 Immunobuvardage de type Western

Cette technique permet de démontrer la spécificité polypeptidique des Ac produits chez
les animaux infectés ou vaccinés, mais ces Ac sont normalement dirigés contre des
épitopes linéaires des protéines du VSRRP. Les analyses par WB effectuées sur les
sérums récoltés préalablement a I’infection-défi se sont tous révélés négatifs chez les
animaux non-vaccinés Toutefois, les profils de WB obtenus pour les sérums prélevés le
jour de I’inoculation de I’infection-défi chez les porcelets vaccinés ont démontré que 3
des 7 porcelets avaient développé des Ac réagissant contre la protéine N (V4, Vs, et Vi)
et que cinq porcelets réagissaient contre la GPs (V), V,, V4, Vs et V7) (résultats non
présentés). Les profils de WB des sérums récoltés le quatorziéme jour suivant I’infection-
défi sont présentés a la figure 11. Les sérums des porcelets non vaccinés (T, a T3), ont
tous clairement réagi contre la protéine N et, dans une moindre mesure, contre la GPs.
Toutefois, aucun d’entre eux ne semble avoir réagi contre la protéine M ou contre les
différentes protéines structurales mineures que sont la GP», la GP; et la GP4. Les sérums
des animaux vaccinés (V| a V) ont, quant & eux, réagit contre la protéine N de fagon
similaire ou supérieure aux sérums précédents. Par contre, leur réactivité anti-GPs s’est
révélée beaucoup plus intense que celle des sérums des animaux non-vaccinés. Aussi,
contrairement & ces derniers, quatre des sept sérums (Va, Vi, V¢ et V;) provenant de

porcelets préalablement immunisés avec du VSRRP inactivé ont faiblement réagi contre

la protéine M du VSRRP.

3.3.3 Détection et isolement du virus

Les tests de détection et d’isolement du VSRRP ont été effectués sur les sérums et
poumons récoltés deux semaines aprés l’infection-défi. La technique de RT-PCR a
permis de détecter ’ARN du VSRRP dans le sérum et les poumons de deux des trois
porcs non-vaccinés (T, et T3) alors que les résultats pour T étaient négatifs. Toutefois,
les essais d’isolement sur les cultures de cellules MARC-145 ont permis de détecter le
VSRRP dans les poumons de ce dernier porcelet, alors qu’elle n’a pas permis 1’isolement

du virus a partir du sérum de celui-ci. Cette technique n’a pas non plus permis d’isoler le
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Figure 11 : Profils d’immunobuvardage de type Western obtenus pour les sérums
récoltés 14 jours aprés une infection-défi avec la souche IAF-Klop du VSRRP chez

des porcelets vaccinés et non vaccinés avec le virus inactivé

Les languettes de nitrocellulose ont été préparées avec les protéines natives de la souche
IAF-Klop du VSRRP.

Ty a T3 : sérums des porcelets non vaccinés

Vi a V;: sérums des porcelets vaccinés avec le virus IAF-Klop inactivé

+ : contrdle positif; sérum polyclonal de porc anti-VSRRP

- : contrdle négatif; sérum de porc normal
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VSRRP a partir des poumons et sérums des porcelets T, et T;. D'autre part, le génome du
virus a pu étre détecté, par RT-PCR, chez les trois porcelets non vaccinés. Finalement, le
virus a pu étre mis en évidence chez les trois porcs témoins par l'une des deux techniques
pré-citées. Chez les porcelets vaccinés, il ne fut pas possible d'isoler le virus sur cultures
cellulaires a partir du sérum ou des poumons des différents animaux. Toutefois, par RT-
PCR, le virus a pu étre détecté dans les poumons du porcelet V, ainsi que dans les
poumons et le sérum du porcelet V3. Ainsi, du matériel viral a été détecté chez deux des

sept porcelets vaccinés, et ce, quatorze jours aprés I’infection.

3.4 Immunisation avec ORFS recombinants

L’effet protecteur contre I’ infection par le VSRRP, de la réponse immunitaire induite
suite 2 Pimmunisation génétique avec des adénovirus recombinants humains
(hAdTR5/DC/GFPq) non-rélicatifs et inductibles par I’addition de tétracycline
(doxycycline) dans le milieu de culture des cellules infectées fut étudiée. Ces hAdVrec
¢taient porteurs soit du géne ORF5 de type sauvage (ORF5-WT) de la souche IAF-Klop
ou du géne ORFS5 synthétique (ORF5-SYN), ie modifié tel que décrit a la section 2.4.1.

3.4.1 Expression des protéines recombinantes

Avant de procéder a I'immunisation des porcelets, il a fallu préalablement vérifier le
niveau d’expression des génes ORF5-WT et ORF5-SYN introduits dans le vecteur
hAdVrec . Les hAdVrec utilisés comme vecteurs pour les genes ORFS5-WT et ORF5-
SYN (hAdTRS/ORF5-WT/DC/GFPq et hAdTR5/ORFS-SYN/DC/GFPq) étaient non-
réplicatifs et inductibles. En effet, ces génes, sous le contréle d’un promoteur régulé par
la tétracycline (TRS), ne pouvaient s’exprimer qu’en présence d’un transactivateur régulé
par la tétracycline (tTA). Afin d’étudier I’expression des genes, deux systémes
cellulaires furent utilisés: un systéme réplicatif consistant en des cellules 293 rtTA
infectées en présence de doxycycline , un analogue de la tétracyline, et un systéme non
réplicatif. Le systéme est dit réplicatif puisque les cellules de type 293 complémentent la

région E1 délétée des hAdVrecs et il permet I’expression des inserts puisque la
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doxycycline permet d’induire la synthése du tTA cellulaire. L’autre systtme, non-
réplicatif, consistait en une co-infection avec un hAdVrecs exprimant le tTA de fagon
constitutive , soit I’ hAACMV/tTA. 1l est également a noter que les génes ORF5-WT et
ORF5-SYN ont été insérés dans un systétme dicistronique entrainant ainsi la co-
expression de la protéine GFPq (protéine donnant une fluorescence verte) simultanément
ala GPs. Ainsi, le niveau de GFPq exprimé était proportionnel au niveau d’expression de

la GP5.

3.4.1.1 Expression de la GFP et IFI

Des cellules MARC-145 ont été co-infectées avec les hAdVrecs portant les génes ORF5-
WT ou ORF5-SYN (MOI=100) et le virus-vecteur hAACMV/ATA (MOI=500) afin de
vérifier ’expression de la GPs. Les cultures cellulaires témoins n’ont été infectées
qu’avec le virus-vecteur hAdCMV/TA. Les cellules ont ensuite été fixées a 24 et 48 h
pi, puis testées pour l'expression de la GPs par IFI en utilisant un sérum de lapin
monospécifique anti-ORFS5. La figure 12 démontre clairement que le niveau d’expression
de la GP;s était nettement plus élevé dans le cas des cellules infectées avec I’hAdVrec
véhiculant le géne ORF5-SYN que dans le cas des cellules infectées avec 'hAdVrec
véhiculant le géne ORF5-WT, et ce autant 4 24 qu’a 48 h pi. Avant la fixation des
cellules, I’expression de la GFP par les cellules infectées avec les deux types d'hAdVrecs
avait été observée et les résultats obtenus étaient comparables a ceux démontrés dans la

figure 12.

3.4.1.2 Radioimmunoprécipitation (RIPA)

Des expériences de RIPA ont également été réalisées afin de comparer le poids
moléculaire des protéines recombinantes avec celui de la GPs du VSRRP ainsi que pour
estimer quantitativement la différence entre les niveaux d’expression de la GPs obtenus
avec I’hAdVrec exprimant le géne ORF5-WT et celui exprimant le géne ORF5-SYN.
Des cellules 293 rtTA ont été infectées, en présence de doxycycline, a une MOI de 1,
avec ’hAdTRS/ORF5-WT/DC/GFPq et ’hAdTR5/ORF5-SYN/DC/GFPq.
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Figure 12 : Expression de la glycoprotéine GPs recombinante dans les cellules

MARC-145 infectées par les hAdVrecs exprimant le géne ORF5-WT ou ORF5-SYN

Les cellules MARC 145 ont été co-infectés soit avec ’hAdTRS/ORF5-WT/DC/GFPq
(MOI=100) et PThAACMV/TA (MOI= 500), soit avec I’hAdTRS/ORF5-SYN/DC/GFPq
(MOI=100) et ’hAdCMV/tTA (MOI= 500). Les cellules témoins ont été infectés
seulement avec I’hAACMV/tTA (MOI=500). Les cellules ont été fixées a 24 et 48h pi et
I’expression de la GPs a été confirmée par IFI utilisant un sérum de lapin monospécifique

anti-ORF5 (souche IAF-Klop).
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Parallélement, un témoin négatif consistant en des cellules 293 rtTA normales
radiomarquées et cultivées en présence de doxycycline a été analysé de fagon similaire,
alors que des cellules MARC-145 ont été infectés par le VSRRP, souche IAF-Klop, afin
de confirmer que le poids moléculaire des GPs recombinantes était bien le méme que
celui de la GPs native de la souche homologue du VSRRP. Ainsi, les protéines
synthétisées dans les cellules infectées et non infectées ont été marquées radioactivement
a la [S**]méthionine. Les cellules ont par la suite été récoltées, lysées tel que décrit a la
section 2.4.3.2. Le dosage de la radioactivité dans les différents lysats cellulaires a été
déterminé en cpm/ul a l'aide d'un compteur a scintillation (Beckman LB-7000). Par la
suite, des aliquotes de chacun des lysats, avec des niveaux égaux de radioactivité, ont €té
incubés en présence de sérum de lapin monospécifique anti-ORFS5, puis en présence de
protéine A-sépharose CL4B. Les échantillons ont ensuite été lavés, puis analysés par
électrophorése sur un gel SDS-PAGE. Les résultats obtenus sont présentés a la figure 13.
Du coté gauche de cette figure sont illustrés les profils d'électrophorése obtenus avec des
aliquotes de 10 pL des lysats non-dilués et clarifiés des cultures cellulaires infectées avec
les vecteurs hAdVrecs porteurs des génes ORF5-WT et ORF5-SYN. Ainsi, seule une
bande trés faible correspondant a la masse moléculaire de la GPs (24,5-26 kDa) native
était visible dans le cas des lysats de cellules infectées avec I’hAdVrec vecteur du géne
ORF5-WT, comparativement a une bande d'intensité supérieure observée au méme
niveau dans le cas des lysats de cellules infectées avec I’hAdVrec vecteur du géne ORF5-
SYN. Une analyse densitométrique a révélé une aire sous la courbe relative (intensité et
volume) de 0,15 pour la bande de la colonne WT et de 1,60 pour celle de la colonne
SYN, soit une intensité environ 11 fois supérieure. Aucune bande ne fut observée a ce
niveau dans le cas des cellules non-infectées, tandis que dans la colonne V, correspondant
aux cellules MARC-145 infectées avec l'isolat IAF-Klop du VSRRP, une bande
correspondant a la GPs (24,5-26 kDa) native était présente. Ainsi, les deux hAdVrecs ont
permis l'expression de la GPs, mais I’hAdVrec vecteur du géne ORF5-SYN I’exprimait
beaucoup plus fortement que celui du vecteur du géne ORF5-WT, confirmant ainsi les
résultats obtenus par IFI. Afin de pouvoir faire une analyse densitométrique plus précise
de I’intensité de l'expression de la GPs obtenue dans les différents cas, il était nécessaire

pour permettre de bien mettre en évidence la différence d'intensité des bandes d'avoir au
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préalable une bande plus intense dans le cas des lysats de cellules infectés avec le virus
recombinant vecteur du géne ORF5-WT. Dans cette optique, un aliquote de 30 uL de
lysat des cellules exprimant le produit de I'ORF5-WT fut migré sur gel comparativement
a des aliquotes de 10 pL du lysat de cellules exprimant le produit de 'ORF5-SYN et 10
pL du lysat des cultures cellulaires témoins (-), pour un ratio final de ORF5-WT : ORF5-
SYN de 3 : 1. Les profils électrophorétiques obtenus se retrouvent a droite dans la figure
13. Sur cette illustration, il est possible de noter que, malgré le fait que trois fois plus de
lysat des cellules infectées par le virus hAdV/ORF5-WT/DC/GFPq ait été utilisé, la
bande correspondant & la GPs, quoique beaucoup plus intense que dans la cas ou un lysat
cellulaire non-dilué avait été analysé, demeurait beaucoup moins intense que la bande
obtenue avec un aliquote 3 fois moindre du lysat des cellules infectées par le virus
hAdV/ORF5-SYN/DC/GFPq. L’analyse densitométrique a révélé une aire sous la courbe
relative (intensité et volume) de 0,31 pour la bande de la colonne WT et de 0,61 pour
celle de la colonne SYN, soit une intensité deux fois supérieure. En tenant compte du fait
qu'au départ il existait un ratio de 3: 1 (WT: SYN) entre les deux échantillons, selon
l'intensité des bandes apparentes, I’expression du géne ORF5-SYN s'est avérée au moins

de six fois supérieure a celle du géne ORF5-WT.
3.4.2 Résultats suite 2 'immunisation et a I’infection-défi

Avant ’immunisation, les porcelets ont été divisés en trois groupes distincts. Les
animaux de chacun de ces groupes ont tous été immunisés par la voie intradermique. Les
porcelets des deux premiers groupes ont été co-infectés avec ’'hAdCMV/ATA et, soit
I’hAdTR5/ORF5-WT/DC/GFPq, soit ’hAdTR5/ORF5-SYN/DC/GFPq et ce a un ratio de
5: 1. Parallélement, le dernier groupe n’a regu que des doses ’hAdCMV/TA identiques
a celles qu’ont regu les porcelets des groupes précédents. Dans tous les cas, un volume
égal de SP1017 (Supratek Pharme Inc., Laval, Québec, Canada), un agent facilitant la
transfection et ’expression des génes, a été ajouté au volume injecté¢ aux animaux.
Trente-trois jours plus tard, une injection de rappel a été administrée a chaque animal.
Un mois aprés le rappel, tous les porcelets ont regu, par la voie intranasale, une dose de

10> TCIDsp de virus IAF-Klop. Des prises de sang ont été effectuées chez tous les
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Figure 13 : Profil de radioimmunoprécipitation de la glycoprotéine GPs exprimée
dans les lysats de cellules 293 rtTA infectées, en présence de doxycycline, avec les
virus recombinants hAdTRS/ORF5-WT/DC/GFPq ou  hAdTRS/ORFS-
SYN/DC/GFPq

Les cellules 293 rtTA ont été infectées, en présence de doxycycline, a raison d’une MOI
de 1, puis les protéines synthétisées par les cellules infectées ont ét¢ radiomarquées a la
[S**]méthionine. Les protéines ont été récupérés par immunoprécipitation en incubant les
lysats cellulaires clarifiés en présence d’un sérum de lapin monospécifique anti-ORF5 et
les complexes immuns ont été récoltés par adsorption sur des billes de protéine A-
sépharose CL4B. Ils ont ensuite ét¢ analysés par SDS-PAGE et révélés par
autoradiographie. Les témoins positifs (V) consistaient en des cellules MARC-145
infectées par la souche IAF-Klop du VSRRP, alors que les contréles négatifs consistaient

en des cellules 293 rtTA non-infectées.

L : marqueur de poids moléculaire

Ratio : quantité d’échantillon mis sur le gel en comparaison avec le témoin négatif (-)
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animaux aux deux semaines suite & I’immunisation primaire, puis deux semaines apres le
s & . . . . , .

rappel et finalement au dixieme et au 24°™ jour aprés I'infection-défi. Cette derniere

prise de sang a coincidé avec I’euthanasie des animaux ou des échantillons pulmonaires

ont été prélevés afin d’en permettre leurs analyses histologiques.
3.4.2.1 Histologie

z r & . . . . ” .
Les analyses des coupes de poumons prélevés au 28" jour suivant ’infection-défi puis
colorées par la technique H & E n’ont pas permis de détecter de Iésions ou d’altérations
p
des tissus et ce, tant chez les animaux non-immunisés (témoins) que chez les animaux

immunisés avec les plasmides recombinants ou les hAdVrecs.
3.4.2.2 Analyses sérologiques

Les diverses analyses sérologiques qui ont été effectuées sur les sérums récoltés chez les
porcelets sont présentés dans le tableau 5 et dans la figure 14. Dans le tableau 5, les
résultats des différents tests sont présentés en trois colonnes : pré, J10 et J28. La premiére
présente les résultats des tests effectués sur les sérums récoltés avant (pré) I’infection-
défi. En effet, pour chacun de ces tests, les résultats obtenus entre la premiere
immunisation et ’infection-défi étaient comparables. Les résultats des tests effectués sur
les sérums récoltés, respectivement, 10 et 28 jours apres I’infection-défi sont présentés

dans les deuxiéme et troisiéme colonnes (J10 et J28).
3.4.2.2.1 Immunofluorescence indirecte

Lors des immunisations avec les hAdVrecs, les analyses sur les différents sérums récoltés
avant I’infection-défi ont révélé que tous les titres obtenus étaient non-significatifs (<16)
(tableau 5). Toutefois, les titres obtenus suite & I’infection-défi se sont, eux, avérés
significatifs. En effet, au dixiéme jour suivant I’infection-défi, les sérums du groupe de
porcelets témoins avaient développé des titres en IFI variant de 64 a <512. Au méme

temps, les sérums des porcelets immunisés avec les hAdrecs ont présenté des titres d’IF1
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inférieurs a ces derniers. Ceux ayant été injectés avec le vecteur hAdTR5/ORF5-
WT/DC/GFPq ont démontré des titres variant de 16 a <64, alors que les animaux ayant
été injectés avec le vecteur hAdTRS/ORF5-SYN/DC/GFPq avaient des titres en Ac
variant de 64 a <128. Toutefois, les sérums récoltés 28 jours aprés I’infection-défi chez
les animaux des trois différents groupes ont tous présenté, en IFI, des titres en Ac

supérieurs a 1024.

3.4.2.2.2 ELISA Herdcheck de IDEXX

Tous les sérums récoltés avant 1’infection-défi, et testés par ELISA Herdcheck de
IDEXX, ont démontré des ratio E/P égal a 0, donc ne démontrant aucune réactivité contre
le VSRRP. Toutefois, dix jours aprés I’inoculation de la souche IAF-Klop du VSRRP
aux animaux, tous sont devenus séropositifs exhibant des ratio E/P positifs, donc
supérieurs a 0,4. Ainsi, les sérums des porcelets du groupe témoin (tTA) ont montré des
rapports E/P variant de 0,49 a 1,05. Parallélement, dans le cas des animaux immunisés,
avant ’infection-défi, avec les vecteurs hAdVrecs véhiculant le géne ORF5-WT ou
ORF5-SYN, des ratio respectifs de 0,48 a 0,73 et 0,67 a 1,24 ont été calculés.
Finalement, les ratios E/P mesurés sur les sérums récoltés 28 jours aprés I’infection-défi
se sont révélés similaires chez tous les porcelets, peu importe le groupe choisi. En effet,
les sérums des animaux des trois groupes présentaient des valeurs de ratio supérieures a

ceux obtenus 10 jours aprés l'infection-défi; les valeurs 4 J28 se situant entre 1,21 et 1,53.

3.4.2.2.3 ELISA anti-N

Puisque les ratios E/P obtenus lors de I’ELISA Herdcheck de IDEXX se sont révélés
comparables pour les différents groupes de porcelets aux jours 10 et 28 suivant
l'infection-défi, et étant donné que ce test est reconnu comme étant particulierement
sensible aux Ac dirigés contre la protéine N du VSRRP, les sérums de tous les animaux

ont tous été testés par ELISA utilisant la protéine N recombinante comme antigene.
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Evidemment, les sérums pré-infection-défi se sont tous révélés négatifs puisqu’aucun des
animaux n’avait encore été mis en contact avec la protéine N par le biais d'une
infectionpar le virus complet (tableau 5). Les résultats obtenus sur les sérums récoltés au
dixiéme jour suivant ’inoculation du VSRRP ont été d’une intensité de +++ (0,75 — 1,00)
chez les trois échantillons témoins (tTA), alors que les sérums des porcelets immunisés
préalablement avec les hAdVrecs exprimant les génes ORF5-WT ou ORF5-SYN se sont
révélés plus faibles. En effet, les sérums de ces deux groupes ont présenté une intensite
de + (0,1 — 0,5) et ++ (0,5 — 0,75). Dans le cas du groupe de porcelets ayant été pre-
immunisés avec le vecteur hAdTRS/ORF5-WT/DC/GFPq, deux des sérums avaient une
valeur de ++ (0,5 — 0,75) et un seul avait une valeur de + (0,1 — 0,5), alors que I’inverse
fut déterminée dans le cas des porcelets pré-immunisés avec le vecteur hAdTRS5/ORF5-
SYN/DC/GFPq. Vingt-huit jours aprés I’infection-défi, les valeurs pour chacun des
animaux sont, soit demeurés stables, ou avaient légérement augmenté. Ainsi, ces résultats
ont permis de mettre en évidence le fait que, dans les sérums des animaux exposés a la
GP;s avant I’infection-défi, le niveau d’Ac dirigés contre la protéine N est plus faible que
celui observé dans les sérums des animaux n'ayant pas été préalablement exposés aux

protéines du VSRRP.
3.4.2.2.4 Séroneutralisation

Comme pour toutes les autres analyses sérologiques présentées jusqu’a maintenant, les
résultats de SN sur les sérums récoltés avant I’infection-défi se sont révélés négatifs
(Tableau 5). A J10 apreés l'infection-défi, les titres des sérums provenant des porcelets des
groupes témoin (tTA) et ayant été pré-immunisés avec le vecteur hAdTR5/ORFS-
WT/DC/GFPq se sont pratiquement révélés négatifs avec des valeurs oscillant entre <8 et
16. Par contre, les sérums du groupe de porcelets ayant été pré-immunisés avec le
vecteur hAdTRS5/ORF5-SYN/DC/GFPq ont, quant a eux, démontré des titres en Ac

neutralisants trés élevés de I’ordre de 128 a 256.

108



3.4.2.2.5 Inmunobuvardage de type Western

Les résultats des expériences d'immunobuvardage conduites sur les serums datant d’avant
I’inoculation de la souche IAF-Klop du VSRRP se sont tous révélés négatifs. Les
analyses d'immunobuvardage réalisées avec les sérums collectés a J10 apreés l'infection-
défi n’ont pas permis de déceler d’Ac (bande) contre la GPs chez les sérums provenant
des porcelets du groupe témoin. Toutefois, pour les animaux ayant été pré-immunisés
avec le vecteur hAdTR5/ORF5-WT/DC/GFPq, la présence d'une faible réactivité contre
la GPs n'a été observée que dans le cas d'un seul des trois sérums, tandis que pour les
animaux ayant été pré-immunisés avec le vecteur hAdTRS5/ORF5-SYN/DC/GFPq, les 3
sérums ont démontré une réactivité contre la GPs. 1l fut possible de noter aussi qu’au J10
post infection-défi, seulement deux sérums ont réagi contre la protéine N, soit deux des
trois sérums des porcelets du groupe témoin (résultats non présentés). Au J28 apres
I'infection-défi, aucun des sérums du groupe témoin n’a démontré de réactivité contre la
GPs. Toutefois, tous les autres sérums ont réagi contre cette protéine. En effet, dans le
cas des porcelets ayant été pré-immunisés avec le vecteur hAdTRS5/ORF5-
WT/DC/GFPq, une faible réactivité a été observée dans le cas de deux des trois sérums et
une forte réactivité fut notée pour le troisiéme sérum, alors que dans le cas des animaux
ayant été pré-immunisés avec le vecteur hAdTRS/ORF5-SYN/DC/GFPq, les trois sérums
testés ont clairement réagi contre la GPs. De plus, tous les sérums du groupe témoin ont
engendré des bandes claires contre la protéine N, de méme que les deux premiers sérums
du groupe de porcelets ayant été pré-immunisés avec le vecteur hAdTRS5/ORF5-
WT/DC/GFPq.
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Figure 14 : Profils d’immunobuvardage de type Western obtenus pour les sérums
récoltés 10 et 28 jours aprés Pinfection-défi avec la souche IAF-Klop du VSRRP
chez des porcelets ayant été pré-immunisés ou non avec les hAdVrecs non-

réplicatifs et inductibles portant les génes ORF5-WT ou ORF5-SYN

Les languettes de nitrocellulose ont été préparées avec les protéines natives de la souche
IAF-Klop du VSRRP.

T : porcelets pré-immunisés avec ’ThAdCMV/tTA seulement.

WT : porcelets pré-immunisés simultanément avec ’hAdCMV tTA et ’'hAdTRS5/ORF5-
WT/DC/GFPq

SYN : porcelets pré-immunisés simultanément avec I’hAdCMV/tTA et ’hAdTR5/ORF5-
SYN/DC/GFPq

+ : contrdle positif; sérum polyclonal de porc anti-VSRRP

w : réactivité faible
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CHAPITRE IV : DISCUSSION



Comme mentionné préalablement dans I’introduction de ce mémoire, les hypothéses
postulées étaient basées sur le fait de I’existence d’Ac neutralisants dirigés contre les
protéines GP4 et GPs du VSRRP (Meulenberg et al., 1997; Weiland et al., 1999). La
neutralisation de I’infectivité du VSRRP en présence d’Ac dirigés contre ces deux
protéines virales indique qu’elles ont probablement un role essentiel & jouer dans les
intéractions virus-cellules permissives, I’infectivité et la virulence, aussi bien que dans
I’établissement d’une immunité protectrice. De plus, il est probable que I'une ou ’autre
de ces protéines, sinon les deux, soit impliquée dans la reconnaissance et 1’attachement
au récepteur, ou co-récepteur cellulaire (Snijder and Meulenberg., 1998; Therrien et al.,
2000). Si ces deux glycoprotéines de I’enveloppe virale jouent un réle d’antirécepteur,
des mutations au niveau de leur ectodomaine pourraient donc entrainer un changement
dans le tropisme du virus et, puisque leur rdle est essentiel dans la protection contre
I’infection, particuliérement la GPs (Pirzadeh and Dea, 1998), une optimisation de la
réponse immune contre leurs principaux déterminants antigéniques pourrait engendrer
une protection efficace contre I’infection. Conséquemment, les deux objectifs de ce
projet étaient 1) I’identification, au niveau des GP4 et GPs des isolats sélectionnés, de
régions susceptibles d’étre impliquées dans la modification du tropisme du VSRRP et; 2)
la comparaison de la réponse immune humorale de porcelets contre I’infection par le
VSRRP suivant, ou non, leur pré-immunisation avec deux types de vaccins : un vaccin
fait de virus tué et adjuvanté et I’immunisation génétique a l’aide d’adénovirus
recombinants non-réplicatifs et inductibles véhiculant le géne ORF5 natif du VSRRP ou
modifié de fagon a utiliser les codons s’exprimant de fagon optimale chez les
mammiferes (André et al., 1998; Hass et al., 1998).

4.1 Etude du tropisme du VSRRP

Quatre isolats cliniques du VSRRP ont été sélectionnés, pour leur capacité & pouvoir se
propager sur les cultures primaires de cellules PAMs, mais pas sur les cultures de cellules
MARC-145 ou autres lignées de cellules de reins de singe ayant été rapportées pour leur
permissivité au VSRRP (Benfield et al., 1992; Kim et al.,1993; Therrien et al., 2000).

Trois d’entre eux (481, 528 et 537) étaient des isolats fournis par le service de diagnostic
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de ’INRS-Institut Armand-Frappier, donc provenant de cas de champs et le dernier était
une souche de référence québécoise isolée au début des années 90’s, la souche IAF-
exp91, reconnue comme étant la seule souche du génogroupe nord-américain a n’avoir
pu étre adaptée jusqu’a présent sur les cellules MARC-145 (Dea et al., 1992; Mardassi et
al., 1994a). La souche IAF-Exp91 fut utilisée dans les études comparatives des séquences
nucléotidiques et des séquences en aa étant donné son tropisme restreint aux PAMs.
Afin de mettre en évidence les changements d’aa spécifiques au niveau des GP, et GPs
de ces isolats du VSRRP 4 tropisme restreint aux PAMs, les séquences en aa de ces deux
protéines déduites des séquences nucléotidiques des génes ORF4 et ORFS5 furent aussi
comparées a celles de souches de référence nord-américaines IAF-Klop et ATCC VR-
2332 ayant pu étre propagées aussi bien sur les PAMs que sur les cellules MARC-145
(Benfield et al., 1992; Mardassi et al., 1994a). Aucune étude comparative n’a été
effectuée avec les séquences de ces deux glycoprotéines de souches de référence
européennes, bien que la majorité d’entre elles ne puissent pas se répliquer sur les
cellules MARC-145 (Mengeling et al., 1999). 1l aurait été certainement alors impossible
d’identifier des régions d’intérét chez les GP4 et GPs étant donné la trés grande variabilité
génomique existant au préalable entre les virus définissant chacun de ces deux
génogroupes (Murtaugh et al., 1995; Dea et al., 2000a). En effet, il a été préalablement
démontré par plusieurs auteurs des deux continents que les pourcentages d’identité en aa
existant entre les GP4 et GPs des souches du VSRRP Européennes et Nord-Américaines
sont respectivement de 67-70% et 52-55% (voir Tableau 1). Lors des alignements des
séquences en aa des GP4 et GPs des isolats cliniques étudiés, des changements d’aa
communs et uniques aux isolats & tropisme restreint aux PAMs ont été recherchés en
premier lieu. En second lieu, des régions ou plusieurs changements d’aa ponctuels
distribués de fagon aléatoire par rapport aux souches de référence, ont été recherchees.
Divers changements d’aa dans une méme région pourraient engendrer une modification
de la conformation de la protéine de sorte que celle-ci ne pourrait plus interagir avec, par
exemple, le récepteur du VSRRP se trouvant & la surface des cellules MARC-145, d’ou

une modification du tropisme cellulaire chez certains isolats.
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Les régions délimitées par les aa 40-43 et 55-63 de la GP4 (figures 6 et 7) répondaient a
ces critéres. La premiére région (40-43) est une région ou divers changements d’aa, ont
été identifiés chez tous les isolats, mais aucun de ces changements ne s’est avéré
commun & I’ensemble de ceux-ci, contrairement aux changements ayant été identifiés au
niveau de la région délimitée par les résidus d’aa 55 4 63. Au niveau de cette région de
la GP,, divers changements d’aa ont été retrouvés chez tous les isolats a tropisme
restreint aux PAMs, mais ces changements n’étaient pas communs a I’ensemble de ces
isolats, sauf le changement de ’aa commun aux quatre isolats étudiés ayant été identifié
en position 56. En effet, a cette position, une sérine a été retrouvé chez tous les isolats ne
pouvant croitre que sur les cellules PAMs, alors qu’a cette méme position, chez les
souches IAF-Klop et ATCC VR-2332 se trouvait respectivement une glycine et une
arginine. Cette sérine, présente en position 56 chez tous isolats étudiés, combiné au fait
que la région 55-63 se trouve dans une portion hydrophile de la protéine, suggéerent que
cette région pourrait étre exposée a la surface du virion et pourrait ainsi avoir un réle
déterminant dans le changement du tropisme du VSRRP observé pour les quatre isolats
cliniques étudiés. De plus, des travaux de Meulenberg et collaborateurs (1997) ont
permis d’identifier cette région comme étant celle ou se lient les AcMo neutralisants
dirigés contre la GP; de la souche de référence européenne LV. Ces auteurs ont
préalablement démontré que tous les Ac neutralisants obtenus contre la GPy se liaient a la
région délimitée par les résidus d’aa 59 4 67 de la souche européenne de référence LV
(SAAQEKISF). 11 est intéressant de noter que cette équipe a identifié, en comparant les
séquences de LV et ATCC VR-2332, une délétion de quatre aa au niveau de cette région
chez la souche ATCC VR-2332. En effet, la souche LV contient quatre aa de plus que la
GP, (aa QEKI) de la souche vaccinale ATCC VR-2332 dans la région située entre les aa
61 et 62 de cette derniére. Cette délétion, qui pourrait avoir un impact sur la
conformation de la GP,, peut probablement expliquer le fait qu’aucun AcMo neutralisant
dirigé contre la GP4 des isolats nord-américains n’ait été isolé a ce jour. Cete équipe a
également étudié la réactivité de leurs AcMo neutralisants anti-GP4 envers d’autres
isolats européens, et il s’est avéré que ces derniers pouvaient neutraliser I’infectivité de
seulement deux des sept isolats testés. En comparant les séquences de la GP4 de ces

différents isolats, ces auteurs ont aussi déterminé que la région délimitée par les aa 59 a
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70 de cette protéine était beaucoup plus sujette a des variations que les résidus d’aa
situés ailleurs sur la protéine GPy; probablement a cause de la pression sélective exercée
sur cette région qui semble immunodominante (Meulenberg et al., 1997). La région
délimitée par les aa en positions 40 & 43, pour laquelle beaucoup moins de changements
d’aa ont été observés, se trouve en plus dans une portion hydrophobe de la protéine, ce
qui suggére que cette région n’est pas exposée a la surface du VSRRP. Ces deux
observations suggérent aussi que cette derniére région ne joue probablement pas un role

majeur dans le changement du tropisme du VSRRP.

Dans le cas de la GPs, deux régions représentées d’une part par I’aa en position 10 et,
d’autre part, par les aa en positions 25 a 40 (figures 8 et 9), ont répondu aux critéres
énumérés plus haut. Tout d’abord, les analyses de séquencage ont permis de démontrer
que tous les quatre isolats cliniques étudiés possédaient une tyrosine en position 10, alors
qu’a cette endroit on retrouve, chez les souches de référence nord-américaines, une
cystéine. Ce changement doit probablement jouer un réle trés important dans la
modification du tropisme puisqu’il se retrouve chez chacun des isolats étudiés et ce
méme si cet aa se retrouve dans une portion hydrophobe de la protéine. La deuxiéme
région ayant été identifiées au niveau de la GPs fut la région délimitée par les aa en
positions 25 4 40. Aucun changement d’aa commun aux quatre souches étudiées n’a été
observé au niveau de cette région, mais tous les isolats ont présenté des changements
d’aa uniques par rapport aux souches de référence. Toutefois, une grande variabilit¢ de
la séquence en aa a également été démontrée entre les souches de référence nord-
américaines JAF-Klop et ATCC VR-2332. En fait, il a déja été démontré que cette
portion de la GPs correspond & une région hypervariable (Pirzadeh et al.,1998). Cette
région de la GPs délimite probablement un domaine antigénique majeur de cette
glycoprotéine d’enveloppe du VSSRP et on y retrouve un nombre variable de sites de N-
glycosilation potentiels selon les souches. Par exemple, la souche IAF-Klop posséde un
site de N-glycosilation au niveau de cette région tandis que la souche vaccinale ATCC
VR-2332 en posséde deux (Meng et al., 1995b; Pirzadeh et al., 1998). Ainsi, malgré le
fait que cette région se retrouve dans une portion hydrophile de la GPs, sa trés grande

variabilité fait en sorte qu’il serait peu probable qu’elle soit impliquée dans la
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détermination du tropisme ou la liaison au récepteur. Si c’était le cas, le nombre d’isolats
cliniques nord-américains ayant perdu la capacité de se propager sur les cellules MARC-

145 serait fort probablement plus important.

1l existe des régions au niveau des glycoprotéines d’enveloppe GP4 et GPs du VSRRP
qui apparemment sont susceptibles d’influencer le tropisme cellulaire du virus tel
qu’observée dans le cas des quatre isolats cliniques ayant ét¢ reconnues responsables
d’épidémies de problémes respiratoires affectant les porcelets au stade de post-sevrage de
quatre fermes du sud du Québec. Au moins une région de chacune de ces deux
glycoprotéines démontraient de fagon plus importante des changements d’aa uniques et

communs a tous isolats n’ayant pu étre propagés que sur les cellules PAMs.

Le VSRRP, comme le virus de ’artérite équine, reconnu comme le prototype des
arterivirus, est un virus & ARN monocaténaire sujet & une plus grande fréquence de
mutations étant donné 1’absence de mécanismes de réparation de I’ARN dans les cellules
eucaryotes (Dea et al, 2000a; Plagemann, 1996; Snidjer et Meulenberg, 1998). 11 est fort
probable que les mutations responsables de ces changements d’aa entrainent
conséquemment un changement de conformation des glycoprotéines d’enveloppe
impliquées dans Dattachement aux récepteurs cellulaires ou engendrent un
encombrement stérique au niveau des régions se liant aux récepteurs cellulaires. 1l serait
intéressant de procéder a des études plus approfondies de ces deux régions pour définir
exactement leur implication au niveau du tropisme cellulaire, notamment des études de
mutagenése dirigée effectuées sur les clones de cDNA infectieux récemment développées
dans le cas de la souche LV ou par des expériences de troncation des génes (Meulenberg
et al., 1998).

4.2 Modulation de la réponse immune contre ’infection par le VSRRP chez les

pores

Puisqu'une virémie s'installe rapidement chez les porcs infectés, un vaccin stimulant une

réponse immunitaire systémique et locale, avec production d’Ac neutralisants, devrait
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empécher la dissémination du virus vers les organes cibles. Les différents vaccins
présentement utilisés pour protéger les porcs contre I’infection par le VSRRP sont plus
ou moins efficaces. Il en existe deux types : les vaccins inactivés utilisant des souches
virales propagées sur les cellules PAMs (CyBlue®, Cyanamid) ou les cellules MARC-
145 (Merrial, Vetrepharm Inc.) et les vaccins vivants atténués utilisant des souches dont
la virulence a été atténuée suite a plusieurs passages sur les lignées cellulaires de reins de

singe.

Les vaccins inactivés conférent une certaine protection contre les problémes
reproducteurs, mais sont inefficaces pour enrayer les problémes respiratoires subséquents
(Albina, 1997 (revue); Pol, 1999). L’immunité induite de nature systémique est
inadéquate puisqu’ils ne stimulent pas la réponse immune de type mucosale, et les porcs
ainsi immunisés ne développent pas d' Ac neutralisants. La protection qu’ils conférent
contre I’infection est limitée et de courte durée. Le peu d’efficacité de ces vaccins est
due, en partie, a la méthode utilisée pour I’inactivation des virions qui pourrait résulter
en la dénaturation des protéines du virus, donc des déterminants antigéniques

indispensables pour I’induction d’une réponse immune protectrice.

Le deuxiéme type de vaccin commercialisé, les vaccins vivants atténués, sont plus
efficaces que les premiers, mais ils comportent des inconvénients majeurs. Les vaccins
vivants atténués administrés oro-nasalement stimulent davantage une réponse immune
protectrice dans le cas des infections localisées aux muqueuses, la production d’IgA
sécréteurs étant indispensables pour I’élimination des VRSSP (Enjuannes, 1995). Ces
vaccins induisent une infection mitigée stimulant ainsi les mémes mécanismes de défense
que l’infection naturelle. Ces vaccins conférent habituellement une bonne protection
contre les signes cliniques respiratoires du SRRP et offrent habituellement une protection
assez efficace contre une ré-infection par le VSRRP. Cependant, ces vaccins engendrent
une virémie chez les animaux vaccinés et les virions sont excrétés dans la semence ou
dans I’air. Ils provoquent également des troubles reproducteurs comme des avortements,
lorsqu’ils sont administrés aux truies gestantes, et une baisse de la qualité de la semence

des verrats. De plus, la protection qu’ils conférent contre I’infection n’est que de courte
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durée et il est impossible de distinguer les animaux infectés des animaux vaccinés.
Toutefois, le probléme le plus important est le retour possible & la virulence de ces virus
atténués suite a des mutations ou recombinaisons avec les souches pathogénes (Albina,
1997; Christopher-Hennings et al., 1997; Dea et al., 2000a; Meng, 2000; Mengeling et
al., 1996).

Deux vaccins atténués sont disponibles commercialement (Dea et al, 2000a); Pol, 1999;
Nelson et al., 1999). Le succeés de la vaccination contre les problémes reproducteurs et
les problémes post-sevrages varie considérablement. Dans bien des cas, on a rapporté une
recrudescence de problémes reproducteurs suite & la vaccination des truies gestantes;
c’est le cas notamment au Danemark ou des épisodes trés sévéres de SRRP ont été
rapportées en 1998 suite a I’utilisation d’un vaccin atténué Nord-Américain (Madsen et
al., 1998). D'autres pays ont adopté des mesures restrictives afin de prévenir les risques
d'infection par les porcs ou produits porcins importés. Il est donc peu probable que
l'utilisation de vaccins conventionnels dans les troupeaux destinés a l'exportation soit
permise, due a I’impossibilité de différencier les animaux vaccinés de ceux infectés de

fagon naturelle.

Dans cette partie du projet, deux types de vaccins ont été testés pour leur efficacité a
protéger contre I’infection par le VSRRP chez les porcelets. Tout d’abord, une infection
expérimentale des porcelets a été réalisée afin de confirmer la virulence de la souche
IAF-Klop du VSRRP, utilisée pour les infections-défis subséquentes. La capacité de
cette souche a induire la production de lésions au niveau des voies respiratoires des
porcelets fut donc vérifiée et confirmée, de méme que la capacité de cette souche a

induire une réponse humorale significative contre le VSRRP.

Par la suite, une infection expérimentale fut réalisée pour tester I’efficacité d’un vaccin
fait 4 ’aide de VSRRP inactivé a ’aide de BEI, un agent ne dénaturant pas les protéines.
Ce vaccin était adjuvanté avec une préparation de parois de Mycobacteriums de
différentes espéces. L’effet protecteur de ce vaccin a été vérifié en procédant a une

infection-défi & I’aide de la souche IAF-Klop. La derniére étape du projet consistait a
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vérifier et comparer I’effet protecteur de deux hAdVrecs non-réplicatifs et inductibles

portant le géne ORF5-WT ou ORF5-SYN.
4.2.1 Infection expérimentale

Les porcelets, qui ont regu, par voie intratrachéale, une dose de 10" TCIDsp de la souche
IAF-Klop du VSRRP ayant été propagée pour deux passages sur les cellules PAMs, ont
tous développé I'infection par le virus, ainsi que les manifestations cliniques (fievre,
respiration abdominale) et pathologiques du SRRP. Dans tous les cas, des lésions
histopathologiques typiques d’une infection par le VSRRP, principalement des lésions de
pneumonie interstitielle avec infiltration massive des septa alvéolaires par des cellules
lymphomonoytaires, ont pu étre observées au niveau des voies respiratoires des porcelets
(Figure 10). Les lésions étaient présentes dés le septiéme jour suivant I’infection, mais
elles étaient de sévérité beaucoup plus importante vers la fin de la deuxiéme semaine pi.
Ainsi, la souche IAF-Klop du VSRRP a démontré sa capacité a induire la forme

respiratoire aigué du SRRP chez les porcelets, et ce, en moins de deux semaines.

Les analyses sérologiques (Tableau 3) effectuées par IFI ont permis de mettre en
évidence la présence d’Ac anti-VSRRP dés le septiéme jour suivant I’inoculation du
virus, les titres variant de 64 a 256. Une semaine plus tard, les titres obtenus atteignaient
1024 chez tous les animaux. Ces résultats, qui sont en accord avec la littérature,
confirment la capacité de la souche IAF-Klop de susciter une réponse immunitaire
humorale spécifique chez les porcelets infectés expérimentalement. Les résultats obtenus
a ’aide du test ELISA Herdcheck de IDEXX étaient tous négatifs a J7 puisqu’aucune des
valeurs des ratio établis n’étaient supérieurs a 0,4, considéré comme le seuil de positivité.
Ce résultat n’est pas surprenant et est probablement attribuable a deux raisons.
Premiérement, il a déja été rapporté dans la littérature (Dea et al., 2000) que ce test est
moins spécifique que I’IFI d’ou un seuil de positivité de 0,5 est préférable a la valeur de
0,4 suggérée par le manufacturier. Deuxiémement, ce test est surtout sensible aux Ac
dirigés contre la protéine de la nucléocapside (N) du VSRRP, bien qu’il puisse détecter

les Ac dirigés contre toutes les protéines du VSRRP, et les Ac anti-N ne font
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habituellement leur apparition que vers la fin de la premiére semaine, les titres optimaux
étant présents vers la fin de la deuxiéme semaine suivant ’infection (Loemba et al,
1996). La combinaison de ces deux facteurs fait donc en sorte que, a 7 jours pi, la
sensibilité de ce test est beaucoup moindre que celle de I'IFI. Toutefois, les résultats
obtenus 4 J14, ou tous les sérums ont été clairement diagnostiqués comme étant
séropositifs au VSRRP, confirment la validité de ce test. La derniére analyse sérologique
effectuée consista en la détermination du pouvoir neutralisant de ces Ac. Aucun des
sérums testés n’a démontré de capacité a neutraliser significativement I’infection des
cellules MARC-145 par le VSRRP. Selon la littérature, la présence d’Ac neutralisants
n’est détectable que vers la fin de la troisiéme semaine suivant I’infection (Loemba et al.,
1996; Yoon et al., 1995). Toutefois, un test modifié, dans lequel 20% de sérum de porc
frais est ajouté au milieu de dilution des sérums comme source de complément, a permis
de détecter la présence des Ac neutralisants dés le neuviéme jour pi avec un premier pic
évident aux jours 11 4 21 et un deuxiéme aux jours 41 & 45 (Yoon et al., 1994). Le test
SN a été utilisé dans ces expériences, mais le pourcentage de sérum de porc frais ajouté
au milieu de dilution a été ramené a 10%, étant donné I’effet toxique observé, au
pourcentage recommandé, pour les cellules MARC-145. Ainsi, la raison pour laquelle il
ne fut pas possible de détecter la présence d’Ac neutralisants 14 jours apres le début de
I’infection expérimentale était probablement due & une perte de sensibilité du test de SN
utilisée, mais ces résultats étaient tout de méme possibles considérant les résultats
d’infection réalisées par d’autres auteurs avec d’autres souches virulentes du virus

(Benfield et al., 1992; Mengeling et al., 1995; Nelson et al., 1994; Yoon et al., 1995).

La présence du génome viral ainsi que de particules infectieuses du VSRRP dans les
poumons et dans le sérum, tant au jour 7 qu’au jour 14 a été démontrée par les tests de
détection moléculaires et d’isolement viral en cultures cellulaires chez tous les porcelets
infectés. Ces résultats confirment que le virus se réplique au niveau des poumons des
animaux infectés et qu’une virémie d’une durée de plus de deux semaines caractérise

cette infection virale.
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4.2.2 Vaccination avec le virus inactivé

11 est probable que I’efficacité des vaccins constitués de VSRRP inactivé soit due au fait
que les agents utilisés pour I’inactivation des virions affectent la structure de ses
protéines structurales et, par le fait méme, peuvent conduire a la dénaturation des
principaux déterminants antigéniques. Pour vérifier cette hypothése, un vaccin inactivé a
I’aide du BEIL qui est un agent pouvant inactiver le virus sans affecter la structure des
protéines, a été testé chez un autre groupe de porcelets. Les porcelets vaccinés (Vi a Vy)
ont recu deux doses, a 21 jours d’intervalle, de ce vaccin inactivé et adjuvanté. Par la
suite, tous les porcelets (T; & T3 et V| & V7) ont regu une dose de 10" TCIDsp de la

souche IAF-Klop du VSRRP administrée par voie intratrachéale.

Les analyses sérologiques (Tableau 4) effectuées sur les sérums récoltés avant
I’infection-défi ont toutes révélé qu’aucun des sérums testés, tant dans le groupe des
porcs témoins que dans le groupe des porcs vaccinés, ne présentaient des niveaux
significatifs en Ac anti-VSRRP. Toutefois, des analyses d’immunobuvardage de type
Western effectuées sur les sérums récoltés le jour de I’infection-défi ont révélé que,
parmi les sérums des porcelets vaccinés, le sérum V¢ réagissait faiblement contre la N,
ceux des porcelets Vi, V, et V; réagissaient faiblement contre la GPs, alors que ceux des
porcelets V4 et Vs réagissaient faiblement contre la N et la GPs. Ces résultats indiquaient
que la vaccination n’avait donc généré qu’une réponse immunitaire humorale trés faible,
a la fois dirigée contre les protéines N et GPs, et seulement détectable par WB, chez la

majorité des porcelets.

Les analyses sérologiques effectuées sur les sérums récoltés deux semaines apres
I’infection-défi (J14) ont montré que les titres en Ac tel que déterminés par IFI pour les
sérums des animaux témoins (T a T3) et vaccinés (V, a V) étaient identiques, les titres
variant de 1024 3 4096. Les titres en Ac obtenus pour les sérums du groupe de porcelets
témoins étaient comparables 4 ceux obtenus lors de I’infection expérimentale, indiquant
que I’infection-défi avait stimuler chez ces porcs la synthése d’Ac anti-VSRRP. Bien

que des titres en Ac plus élevés pour les sérums des porcelets vaccinés que ceux
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déterminés pour les sérums des porcelets témoins étaient attendus, ce ne fut pas le cas en
IFI. Toutefois, les analyses sérologiques effectuées a 1’aide du test ELISA Herdcheck de
IDEXX ont révélé, quatorze jours aprés I’infection-défi, une réponse en Ac chez les
porcs vaccinés supérieure a celle des porcs du groupe témoin. Ainsi, les sérums des
porcelets non vaccinés ont montré, quatorze jours aprés I’infection-defi, des ratios E/P
variant entre 0,67 et 0,77, ce qui est comparable, bien qu’un peu plus faible, avec les
ratios obtenus lors de I’infection expérimentale et ce qui confirme, tout comme I’IFI, que
I’infection-défi a généré une réponse humorale. Les sérums des porcelets vaccinés ont,
quant & eux, montré des ratios E/P variant entre 1,06 et 2,09. Cette augmentation des
ratios E/P chez les porcs vaccinés suggére que la vaccination aurait généré une mémoire
immunologique chez ces animaux, d’ou les titres en Ac supérieurs déterminés pour les
porcelets vaccinés suite 4 I’infection-défi qui sont le reflet d’une réponse immunologique
anamnestique plutdt que le reflet d’une réponse primaire observée chez les animaux du
groupe témoin. Ceci fut confirmé par les tests de WB qui ont été réalisés avec les sérums
prélevés au quatorziéme jour suivant I’infection-défi. Dans ce test, tous les sérums
provenant des porcelets non-vaccinés (T| a T3) ont réagi clairement contre la protéine N
et plus faiblement contre la GPs. Ces résultats correspondent au profil WB des sérums
collectés le méme jour lors d’une infection expérimentale ou naturelle (Loemba et al.,
1996; Nelson et al.,1994; Yoon et al.,1995). En effet, il est clairement établi dans la
littérature que la protéine N du VSRRP est celle qui suscite la plus forte réponse en Ac,
bien que ceux-ci n’aient aucun pouvoir neutralisant. De leur coté, les sérums provenant
des porcelets vaccinés (V| a V7) ont également tous réagi en WB, avec une intensité
similaire ou supérieure aux sérums provenant des porcelets du groupe témoin, contre la
protéine N. De plus, leur réactivité contre la GPs s’est également avérée beaucoup plus
intense que celle des sérums collectés chez les animaux non-vaccinés, confirmant ainsi
I’établissement d’une mémoire immunologique contre les déterminants antigéniques de
la glycoprotéine majeure de I’enveloppe du VSRRP. De plus, 4 des 7 sérums d’animaux
vaccinés (Va, Vi, Vg et V;) ont montré une faible réactivité contre la protéine M
comparativement a4 aucun des sérums des animaux du groupe témoin venant ainsi
appuyer encore davantage [I’affirmation de [I’établissement d’une mémoire

immunologique.

123



Habituellement, on observe une corrélation entre la présence de titres élevés en Ac
dirigés contre la GPs et la capacité & neutraliser le virus, puisque les Ac neutralisants sont
principalement dirigés contre des déterminants antigéniques de cette glycoprotéine
d’enveloppe (Gonin et al., 1999; Pirzadeh et Dea, 1997). Etonnament, les sérums
récoltés 14 jours aprés ’infection-défi, chez les porcelets non-vaccinés ont présenté des
titres en Ac neutralisants variant entre 8 et 128. Ces résultats sont en désaccord avec
ceux obtenus par d’autres auteurs dans le cadre d’une infection expérimentale avec le
VSRRP démontrant que les titres en Ac neutralisants sont habituellement considérés
significatifs (> 8) que vers la fin de la troisiéme semaine suivant I’infection (Loemba et
al., 1996; Yoon et al.,, 1995). Ces résultats font en sorte qu’aucune conclusion
significative ne peut étre postulée quant aux titres en Ac neutralisants obtenus & partir des
sérums provenant des animaux vaccinés variant de 64 a 256, si ce n’est que cette réponse

hétive pourrait étre attribuable a I’adjuvant utilisé dans le vaccin tué qui a été évalué.

Il est connu que la présence de titres élevés en Ac neutralisants est essentielle afin
d’assurer la protection des animaux contre I’apparition des lésions typiques du SRRP et
les résultats obtenus lors des examens histologiques des poumons des porcelets de cette
expérience suggérent que les titres en Ac neutralisants étaient certainement plus élevés
chez les animaux vaccinés que chez les animaux non-vaccinés. En effet, les 1ésions de
pneumonie interstitielle sévére associées a une infiltration lymphomonocytaire des septa
alvéolaires observée chez les animaux non-vaccinés étaient similaires a celles ayant été
mises en évidence lors de I’infection expérimentale ou des titres significatifs en Ac
neutralisants n’avaient pas été détectés. Par ailleurs, les seules modifications notées au
niveau des poumons des porcelets vaccinés, par rapport a des poumons normaux, étaient
une infiltration lymphomonocytaire des septa alvéolaires beaucoup moins sévére que
celle observée dans les coupes des poumons des porcelets non-vaccinés. Il est également
intéressant de noter que le VSRRP n’a pu étre détecté ou isolé a partir d’aucun
échantillon sérique provenant des porcelets vaccinés, et que le virus n’a pu étre détecté
que dans deux des sept échantillons pulmonaires provenant de ces animaux. En
comparaison, le VSRRP a pu étre, soit isolé en cultures cellulaires, soit détecté par RT-

PCR dans le sérum et les poumons de chacun des porcelets n’ayant pas été vaccinés.
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Ainsi, il semble que la vaccination ait pu empécher la dissémination du virus en inhibant
la virémie. Ainsi, les résultats de WB montrant des niveaux élevés d’Ac dirigés contre la
GPs chez les porcelets vaccinés, les résultats histologiques contrastants obtenus entre les
animaux des deux groupes et les résultats de détection et d’isolement viral suggerent que,
dans I’ensemble, il y avait présence de faibles titres en Ac neutralisants chez les porcelets
non-vaccinés, tandis que des titres élevés en Ac neutralisants étaient présents chez les
porcelets vaccinés. Dans ’ensemble, les résultats obtenus des autres analyses suggerent
que les valeurs déterminées pour les titres en Ac neutralisants étaient erronées,
probablement a cause de la toxicité des basses dilutions des sérums de porcs
convalescents pour les cellules MARC-145 due au sérum ajouté comme source de

complément.

En conclusion, la vaccination avec le virus inactivé au BEI n’induit qu’une trés faible
production d’Ac détectables surtout par les analyses d’immunobuvardage de type
Western. Néanmoins, ce vaccin confére une mémoire immunologique pour la production
d’Ac contre les déterminants antigéniques de la GPs qui sont impliqués dans la
production d’Ac neutralisants et, dans une moindre mesure, contre les Ac dirigés contre
la protéine M. Toutefois, ce type de vaccination ne prévient pas I’infection des animaux
au niveau local, soit pulmonaire, bien qu’il confére une protection contre la virémie, ainsi
qu'une protection partielle contre I’apparition de lésions au niveau du systéme
respiratoire. Le virus n’est pas éliminé des poumons dans tous les cas, ainsi les animaux
vaccinés peuvent servir de source d’infection pour les autres porcs de la ferme. Ainsi,
dans les conditions utilisées, ce vaccin est relativement efficace pour protéger les
porcelets contre les lésions typiques du SRRP quoique la protection qu’il confére contre

I’infection soit limitée.

4.2.3 Immunisation avec les vecteurs viraux recombinants exprimant le géne ORFS5

La GPs représente la principale cible des Ac neutralisants dirigés contre le VSRRP, ce

qui suggére qu’elle pourrait étre une bonne candidate pour la mise au point de vaccins
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sous-unitaires ou recombinants (Gonin et al., 1999; Pirzadeh et al.,1997 et 1998). Des
travaux d’immunisation génétique a 1’aide du plasmide recombinant pR¢/CMVS5, ou
avait été inséré ’ORFS5 de la souche IAF-Klop du VSRRP, ont permis d’obtenir des
résultats intéressants relativement a la réponse immunitaire protectrice contre I’infection
par ce virus. En effet, suite 4 une infection-défi avec la souche virale virulente, les
porcelets qui avaient été immunisés avec ce plasmide recombinant ont présenté des
lésions pulmonaires beaucoup moins sévéres que les porcelets naifs. De plus, aucune
virémie n’a pu étre détectée chez ces porcelets qui avaient, en plus, produit des titres
élevés en Ac neutralisants de I’ordre de 64 a 128 (Pirzadeh et Dea, 1998). La présence de
titres élevés en Ac neutralisants semble donc essentielle tant pour 1’obtention d’une
protection efficace que pour contrer le phénoméne d’ADE et éliminer les dangers de
dissémination du virus persistant au niveau des poumons des animaux vaccinés, et ce
malgré une protection contre l‘établissement des signes cliniques et des lésions

histopathologiques.

Ainsi, afin de permettre la génération de vecteurs viraux recombinants pouvant induire la
synthése de titres élevés en Ac neutralisants, un ORFS5 synthétique (ORF5-SYN) a été
construit dans le laboratoire du Dr Serge Dea. Pour ce faire, certains codons du géne de
I’ORFS5 de la souche IAF-Klop du VSRRP ont été remplacés par les codons, codant pour
les mémes aa, les plus utilisés chez les cellules de mammiféres afin de permettre une
traduction optimale de ’ARNm (André et al., 1998; Hass et al., 1998). Ainsi, le géne
ORF5-SYN devrait s’exprimer a des niveaux plus élevés chez 1’h6te lors d’une
immunisation et ainsi susciter une réponse humorale neutralisante probablement plus
importante et plus efficace. L’équipe du Dr Dea a ensuite procédé au clonage de ce géne
synthétique (ORF5-SYN), ainsi qu’a celui de I’ORFS de type sauvage (ORF5-WT), dans
des vecteurs adénoviraux humains (hAdVrecs) non-réplicatifs et inductibles. Les
vecteurs adénoviraux ont été choisis, tout d’abord, parce qu’il a été démontré
antérieurement, que ce type de vecteur était capable d’induire la synthése d’Ac
neutralisants ainsi qu’une immunité protectrice chez le porc (Torres et al., 1995). Un
autre avantage des adénovirus est leur capacité d’infecter les cellules des muqueuses

respiratoire et intestinale des porcs (Torres et al.,, 1995). De tels virus recombinants
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pourraient ainsi jouer un rdle important dans I’induction d’une immunité mucosale (Papp
et al., 1998) ayant un tropisme marqué pour les cellules lymphomonocytaires des
systémes BALT (« Bronchus associated lymphoid tissue ») et GALT (Gut associated
lymphoid tissue ) (Rosenthal et al., 1996). Cette propriété pourrait étre trés importante
puisque lors de I’expérience d’immunisation génétique avec pR¢/CMVS5, ’'importance
d’une réponse immunitaire locale pour I’élimination de la persistance virale dans les
poumons avait été remarquée (Pirzadeh et Dea, 1998). Plusieurs autres raisons ont
motivé le choix des hAdVrecs; ces virus ont un génome ADN stable (Lutze-Wallace et
al., 1995), leur propagation en cultures cellulaires est facile (Lamarche et al., 1990) et
permet d’obtenir des titres infectieux de ’ordre de 10°-10'° PFU/mL. De plus, avec ce
type de vecteur, les protéines recombinantes peuvent représenter jusqu’a 20 % des
protéines totales cellulaires et la glycosylation et maturation des protéines recombinantes
s’effectuent sans modification importante par rapport aux protéines natives (Massie et al.,
1995). Finalement, les adénovirus sont faiblement pathogénes pour ’homme et les

animaux, mais, pour encore plus de sécurité, un vecteur non-réplicatif peut étre utilisé.

Dans un premier temps, il a fallu vérifier et comparer les niveaux d’expression des deux
hAdVrecs utilisés : hAdTRS/ORF5-WT/DC/GFPq et hAdTRS5/ORF5-SYN/DC/GFPq.
Les résultats d’expression de la GFPq, servant de marqueurs des cellules infectées, d’IFI
et de RIPA ont clairement démontré ’expression de la GPs dans les cellules 293
infectées par ces deux hAdVrecs. Ces résultats ont également mis en évidence une
expression beaucoup plus importante du géne ORF5-SYN par rapport au géne ORF5-WT
confirmant ainsi la traduction beaucoup plus importante de I’ARNm transcrit a partir du
géne synthétique. De plus, le fait que dans les expériences de RIPA, le poids moléculaire
des GPs codées par les génes ORF5-WT et ORF-SYN soit le méme que celui de la GPs
native suggérait que ces trois protéines avaient subi des modifications post-

traductionnelles similaires.
Par la suite, des porcelets ont été¢ immunisés avec ces vecteurs recombinants par la voie

intradermique. Ceux-ci ont été divisés en trois groupes; un groupe de porcelets témoins

ayant été injectés avec ’hAdCMV/tTA, un groupe de porcelets ayant été injectés avec
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I’hAdTR5/ORF5-WT/DC/GFPq et ’ThAACMV/ATA et un dernier groupe de porcelets
ayant été injectés avec I’hAdTRS/ORF5-SYN/DC/GFPq et ’hAdCMV/tTA. Tous les
animaux ont regu une dose de rappel trente-trois jours plus tard et I’infection-défi a eu
lieu un mois aprés le rappel. Cet infection-défi consistait en I’administration, par voie
intranasale, d’une dose de 10°° TCIDsg de virus IAF-Klop aux porcelets des différents
groupes. Le mode d’inoculation et la dose virale ont été modifiés par rapport aux
expériences précédentes, ou ’inoculation d’une dose de 10’ TCIDs de virus se faisait par
voie intratrachéale, afin de mimer des conditions se rapprochant le plus des conditions
naturelles. Des prises de sang ont été prélevées deux semaines aprés la premiére
immunisation, puis deux semaines apreés le rappel et, pour finir, dix et 24 jours aprés
Pinfection-défi. Au moment de la derniére prise de sang, les animaux furent euthanasiés

et des échantillons de poumons ont été prélevés pour des fins d’analyses histologiques.

Les résultats des analyses histologiques s’avérérent négatifs dans tous les cas. En effet,
aucune lésion pulmonaire importante ne fut observée chez les porcelets du groupe
témoin, signifiant que ces animaux n’avaient pas développé les lésions typiques du
SRRP. Ce résultat est probablement dii au fait que la voie d’inoculation avait été
modifiée et la dose de VSRRP utilisée lors de I’infection-défi étaient 100 X inférieure a
la dose utilisée lors des expériences antérieures. Ainsi, I’absence de 1ésions pulmonaires
chez les animaux ayant été immunisés avec les vecteurs portant les génes ORF5-WT ou
ORF5-SYN ne permet pas d’énoncer de conclusion quant a I’effet protecteur de ces
immunisations contre I’apparition des lésions ou contre 1’établissement de la virémie,

puisque ces phénomeénes ne furent pas observés chez les animaux naifs.

Toutes les analyses sérologiques effectuées sur les sérums récoltés avant 1’infection-défi
(pré) se sont avérées négatives. Ainsi, il semble que I'immunisation des porcelets avec
les hAdVrecs exprimant les génes ORF5-WT et ORFS5-SYN n’ait pas engendré la
synthése d’Ac a des niveaux significatifs. Toutefois, les analyses effectuées sur les
sérums prélevés chez les porcelets du groupe témoin (tTA) dix jours aprés I’inoculation
de la souche IAF-Klop du VSRRP ont permis d’obtenir des résultats significatifs. En
effet, les titres obtenus en IFI (entre 64 et >256<512) et les valeurs du ratio E/P (0,49 a
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1,05) pour le test ELISA indirecte de IDEXX confirment que I’infection-défi a permis
I’infection de I’hote et qu’elle a résulté en I’induction d’une réponse immunitaire
humorale, bien qu’elle n’ait pas permis de reproduire le SRRP. Les valeurs €levées
obtenues avec le test ELISA utilisant la protéine N comme source d’antigéne, ainsi que
I’obtention, en WB, de bandes correspondant & la protéine N pour les deux sérums
présentant les titres d’IFI les plus élevés, sont une indication que les Ac présents dans ces
sérums étaient principalement dirigés contre la protéine de la nucléocapside. Les
résultats obtenus en WB pour les sérums collectés chez les porcelets du groupe témoin 28
jours aprés I’infection-défi étaient inattendus. En effet, selon la littérature, une réactivité
contre les trois protéines structurales majeures du VSRRP (N, M et GPs), auraient du étre
obtenue, alors qu’une seule bande correspondant a la protéine N a été observée. Ce
résultat est probablement la conséquence d’une dose trop faible de virus virulent
administrée lors de I'infection-défi. En effet, le quantité de virus inoculé étant trop
faible, la seule réponse immunitaire humorale significative a avoir eu lieu fut celle

dirigée contre la protéine la plus antigénique du virion.

Les analyses par IFI et ELISA Herdcheck effectuées sur les sérums prélevés au dixiéme
jour suivant l’infection-défi chez les porcelets ayant été immunisés avec I’hAdVrec
portant le géne ORF5-WT ont révélé un faible niveau d’Ac. En effet, les titres obtenus
en IFI (16 &4 >16<64) et les valeurs des ratios E/P (0,48 a 0,73) étaient plus faibles que
ceux obtenus a partir des sérums du groupe de porcelets témoins. Les résultats du test
ELISA spécifique a la protéine N étaient en accord avec les résultats des deux tests
précédents indiquant que peu d’Ac étaient dirigés contre cette protéine. Les trés faibles
niveaux d’Ac obtenus sont probablement dii a I’établissement d’une réponse mémoire
faible dirigée contre la GPs. Ceci a été confirmé par les résultats obtenus par les tests de
WB. Au J10 de I’infection-défi, le premier sérum du groupe des porcelets immunisés
contre ’ORF5-WT a démontré une faible réactivité contre la GPs, alors qu’a J28, les
trois sérums de ce groupe de porcelets ont réagi contre cette protéine (deux faiblement et
un fortement) alors qu’au méme moment aucune réactivité contre la GPs n’a pu étre
démontrée a partir des sérums des porcelets du groupe témoin. Il est également

intéressant de noter que les deux premiers sérums du groupe des porcelets immunisés
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contre I’ORF5-WT ont présenté une réactivité contre la protéine N a J28, ce qui nous
suggere qu’une réponse primaire contre le virion a été associée a la réponse mémoire

contre la GPs.

Les sérums du groupe de porcelets immunisés contre I’ORF5-SYN, prélevés 10 jours
aprés I'infection-défi, ont démontré des titres d’IFI (64 4 >64<128) intermédiaires a ceux
des deux groupes précédents. Par ailleurs, les résultats de ’'ELISA anti-N indiquaient
que leur réponse en Ac, anti-N était relativement importante, mais que la réponse
humorale de ces porcelets n’était pas principalement dirigée contre cette protéine.
Comme dans le cas du groupe des porcelets immunisés contre I’ORF5-WT, une réponse
mémoire dirigée contre les déterminants antigéniques de la GPs a été établie suite aux
immunisations avec I’ORF5-SYN, mais chez ces porcelets la réponse anti-GP5 était
beaucoup plus intense en réponse a I’infection-défi. En effet, les résultats obtenus par les
tests WB effectués avec les sérums des porcelets de ce groupe, récoltés 10 jours aprés
I'inoculation du VSRRP, ont révélé la présence d’Ac spécifiques a la GPs chez les trois
porcelets de ce groupe. A J28, contrairement a ce qui a été observé pour les porcelets du
groupe témoin et ceux ayant été immunisés avec I’ORF5-WT, aucune réactivité n’a été
observée envers la protéine N. Par contre, une forte réactivité contre la GPs a été
observée pour les sérums des 3 porcelets de ce groupe. Ainsi, les trois porcelets de ce
groupe (ORF5-SYN) avaient développé une trés bonne réponse mémoire envers la GPs
mais pas contre les autres protéines du virion d’ou ils n’ont méme pas généré de réponse
primaire contre ces derniéres suite a I'infection-défi. Ceci peut s’expliquer par la
présence de titres en Ac neutralisants trés élevés (128 a 256) dans les sérums des
porcelets de ce groupe, alors que ceux des autres groupes n’avaient pas généré des titres
en Ac neutralisants significatifs. Il est fort probable qu’étant donné 1’ampleur de la
réponse mémoire anti-GPs, résultant en des titres élevés en Ac neutralisants, combinée a
la faible dose de virus inoculée lors de I’infection-défi, celle-ci a permis aux porcelets de
ce groupe d’éliminer le virus infectieux trés rapidement, ce qui n’a pas permis la

génération d’une réponse significative contre les autres protéines structurales du virion.
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L’immunisation des porcelets avec un hAdVrec portant le géne ORF5-SYN s’est avérée
plus efficace que celle réalisée avec un hAdVrec portant le géne ORF5-WT pour générer
une réponse mémoire humorale contre les déterminants antigéniques associés a la
production des Ac neutralisants. Ainsi, I’'immunisation avec le géne ORF5-SYN, bien
qu’elle n’ait pas permis de générer la synthése d’Ac a des niveaux significatifs, a induit
une réponse mémoire contre la GPs. Cependant, il est impossible de conclure quant a
I"effet protecteur généré suite 4 ce type d’immunisation puisque I’infection-défi n’a pas
engendrée le SRRP chez les animaux naifs. Dans un avenir rapproché, cette expérience
devra étre recommencée en utilisant le mode d’inoculation intratrachéal et une dose de
virus infectieux plus importante afin de vérifier 1’efficacité de ’ORF5-SYN a générer
une réponse humorale protégeant contre I’établissement des lésions et la persistance du

virus au niveau des voies respiratoires.

Les résultats obtenus lors de la vaccination avec le virus inactivé au BEI ainsi que ceux
obtenus suite aux essais d’immunisation génétique a I’aide d’adénovirus non-réplicatifs
et inductibles portant le géne de I’ORF5 (Pirzadeh et Dea, 1998) ont permis de démontrer
que la présence de titres élevés en Ac neutralisants est essentielle pour protéger les
porcelets contre le SRRP. Toutefois, la seule présence de ces Ac n’est pas suffisante
pour empécher I'infection des animaux ainsi que pour inhiber totalement 1’apparition des
lésions pulmonaires. Il est probable que I'immunisation des porcelets avec
’hAdTRS/ORF5-SYN/DC/GFPq conduise & des résultats similaires ou légérement

supérieurs a ceux obtenus lors de ces expériences.

Pour une meilleure protection, la stimulation de ’immunité mucosale pourrait étre
essentielle. 11 est connu que les hAdVrecs peuvent jouer un réle important dans
'induction de I'immunité mucosale (Papp et al., 1998) puisqu’ils ont un tropisme pour
les cellules lymphomonocytaires des systéme BALT et GALT (Rosenthal et al., 1996) et
qu’ils ont la capacité d’infecter les muqueuses porcines (Torres et al., 1995). 1l serait
également intéressant d’évaluer et de déterminer I’impact de 1’immunité cellulaire dans
la protection contre I'infection par le VSRRP. Il a été¢ démontré que la principale

protéine du VSRRP impliquée dans I’induction de la réponse immunitaire 4 médiation
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cellulaire est la protéine M (Bautista et al., 1999). La GPs est également impliquée, mais
de fagon moins importante. La co-immunisation de porcelets avec les protéines M et
GPs recombinantes serait également une avenue envisageable. L’utilisation d’hAdVrecs
pouvant exprimer constitutivement les protéines d’intérét serait également une avenue
intéressante puisqu’elle éliminerait 1’obligation de procéder & une co-infection avec
I’hAdCMV/TA.
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APPENDICE A

Increased proteolytic activity and matrix metalloprotease expression in lungs during

infection by porcine reproductive and respiratory syndrome virus

Manon Girard, Patrick Cléroux, Pierre Tremblay, Serge Dea et Yves St-Pierre

Journal of General Virology (2001), 82 : 1253-1261



Les travaux réalisés dans le cadre de cette publication ne sont pas directement li€s, outre
le fait qu’ils portent sur le VSRRP, aux autres résultats présentés dans ce mémoire.
Toutefois, j’ai participé activement & la réalisation de ces expériences ayant conduit a la
réalisation d’une publication dans la revue Journal of General Virology et je crois que
I’ajout de cette publication en appendice de ce mémoire est pertinente. Ma contribution a
tout d’abord été la récolte des PAMs, chez des porcelets de 3 a 4 semaines d’age, et leur
mise en culture en vue de procéder a deux passages successifs, sur ces cultures primaires,
de la souche IAF-Klop afin d’en augmenter la virulence. Par la suite, j’ai été en charge
de la préparation des stocks de virus virulent & inoculer aux animaux (gels-dégels des
cellules infectées, clarification des surnageants et détermination des titres infectieux. Le
Dr Serge Dea, Manon Girard et moi-méme avons ensuite procédé a I’infection des
porcelets en inoculant le surnageant infectieux par voie intratrachéale. Nous avons aussi
procédé a euthanasie et au prélévement du sérum et de divers organes des porcelets.
Finalement, en compagnie du Dr Dea, j’ai procédé aux lavages broncho-alvéolaires
(LBA) sur lesquelles les diverses analyses furent effectuées et a la préparation de virus
purifié par ultracentrifugation isopycnique sur gradients de CsCl ayant servi de contrle
lors des analyses par RT-PCR, des tests d’ELISAs indirectes et des analyses des fonctions

immunitaires.
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