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PREAMBULE

Les résultats de ces travaux ont fait I'objet de cinq publications qui sont
présentées dans la présente these. Pour un meilleur lien entre les différentes parties
de ce projet, ces articles ont été regroupés en différents chapitres traitant chacun
d'un aspect particulier des objectifs qui ont €té fixés. De méme, afin de mieux suivre
le cours de ces travaux, une bréve introduction a chacun de ces articles a été
présentée. D'autre part, afin que cette thése puisse constituer un ensemble cohérent,
la version originale de chaque article fut reproduite dans sa totalité en respectant le
format de la présente thése. En conséquence, la numérotation des pages, des figures
et des tableaux, ainsi que le style de citation des références, furent ajustés; la page
titre du tiré a part de chacun des articles fut annexée 4 la fin du présent document.
Toutefois, les références bibliographiques citées dans chacun des articles ont été
rapportées dans la derni¢re section de la thése. Globalement, cette thése est divisée
en trois grandes parties. La premiére constitue une revue bibliographique générale
sur le syndrome, son agent causal et d'autres considérations qui lui sont associées.
La partie expérimentale de ce travail, qui classiquement comporte la méthodologie,
les résultats et leur discussion, est décrite dans chacun des articles qui font I'objet de
la deuxi¢me partie. On y retrouve certaines figures qui n'ont pas été incluses dans
les publications finales. Par ailleurs, comme pour chaque thése présentée par articles,
tous les résultats ont €té assujettis a une discussion générale globale qui constitue

la troisiéme et derniere partie.
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SOMMAIRE

Le virus du syndrome reproducteur et respiratoire du porc (SRRP), a été
récemment reconnu comme étant l'agent étiologique primaire d'une entité
pathologique qui se manifeste par des troubles respiratoires chez les animaux de
tous les Ages et par des troubles de la reproduction chez les truies. Ces affections
conferent & cette maladie une importance économique hautement considérable, et
ce i cause de la forte mortalité des porcelets, la baisse de croissance des animaux
atteints et la chute des parametres d'élevage. Le virus qui en est responsable
présente une morphologie togaviriforme, alors que l'organisation et le mode de
réplication de son génome (molécule d'ARN de polarit€ positive d'environ 15 kb)
rappellent ceux des coronavirus. Sur la base de ses caractéristiques morphologiques
et moléculaires, le virus du SRRP a été provisoirement classé dans le genre
Artérivirus de la famille Togaviridae, avec notamment le virus de I'artérite équine
(EAYV), le virus de 'é1évation de la déshydrogénase lactique de la souris (LDV) et le
virus de la fievre hémorragique simienne (SHFV). Le genre Artérivirus est
actuellement beaucoup plus affili€ aux membres de la famille Coronaviridae, et sera
probablement considéré sous peu, comme représentant une famille virale a part

entiére.

Les travaux entrepris dans le cadre de la réalisation de ce programme de
recherche ont porté sur certains aspects moléculaires qui faisaient défaut dans les
connaissances sur le virus du SRRP. Ils visaient tout d'abord a identifier les
protéines structurales du virus et a assigner leur région(s) génomique(s) codante(s).

I'analyse moléculaire de ces protéines virales en ce qui a trait a leur synthése, leurs



xvili

modifications post-traductionnelles, ainsi que leur incorporation finale dans les

particules virales, a constitué le but ultime du présent travail de recherche.

Par marquage radioactif et radioimmunoprécipitation, il a été possible
d'identifier trois protéines structurales majeures désignées N, M, et E, ayant
respectivement une masse moléculaire de 15, 19, et 24.5 kDa. Parmi les trois
protéines, seule la E est glycosylée. Les expériences préliminaires de traduction in
vitro ont démontré que ces protéines pourraient étre codées respectivement par les
cadres de lecture ouverts (ORFs) 7, 6, et 5 situés a l'extrémité 3' de I'ARN
génomique. L'assignement des protéines N, M, et E aux ORFs 7, 6, et 5, a été
confirmé en utilisant des antisérums monospécifiques dirigés contre le produit

d'expression dans E. coli de chacun de ces génes.

Les résultats d'analyses de séquencage d'un isolat de référence du Québec
ont révélé des variations génomiques importantes au niveau de l'extrémité
génomique 3' terminale, comparativement a la souche prototype européenne. Les
variations génomiques observées suggérent I'existence d'au moins deux génotypes
du virus du SRRP. Ces variations génomiques affectent principalement les génes
codant la protéine glycosylée de I'enveloppe (ORFS5) et la nucléocapside (ORF7),
ce qui suggere que ces deux geénes sont a la base de 1'émergence des variants

antigéniques.

Des variations génomiques importantes ont aussi été notées au niveau de la
région 3' non codante du génome viral. Hormis les mutations nucléotidiques, une
insertion de 22 nucléotides fait que la région 3' non codante de la souche IAF-

exp91 est la plus longue de tous les membres du genre Artévirus séquencés jusqu'a



maintenant. Par RT-PCR, on a pu constater que cette insertion de nucléotides
pourrait constituer un marqueur génétique des souches nord-américaines du virus
du SRRP. Cette caractéristique a été mise a profit afin de distinguer les souches

nord-américaines des souches européennes par la technique RT-PCR.

En réalisant un marquage bref des cellules infectées suivi de différentes
périodes de chasse, il a été possible d'analyser I'acheminement des protéines
structurales majeures du virus a partir du lieu de leur synthése jusqu'a 1'étape finale
du bourgeonnement viral. Ainsi, il a été démontré que la glycoprotéine de
I'enveloppe (E) du virus est retenue pour une durée anormalement longue au
niveau du réticulum endoplasmique. Cette protéine acquiert sa conformation finale
au bout de 60 min suivant sa synthése, moment ot le virus semble étre libéré de la
cellule. L'analyse des protéines virales en conditions non réductrices a montré que
les deux protéines de l'enveloppe (E et M) se lient trés rapidement aprés leur
syntheése par le biais de ponts disulfures donnant naissance a des hétérodimeéres
(complexes M-E). C'est d'ailleurs sous cette forme que ces deux protéines sont
incorporées dans le virion. L'association de ces deux protéines sous forme
d'hétérodimeres semble précéder le processus de glycosylation qui porte sur la

protéine E.

Au cours de cette étude, une interaction spécifique entre la protéine de la
nucléocapside (N) et les deux protéines de l'enveloppe a aussi été mise en évidence.
Les résultats obtenus suggérent que I'association entre ces protéines a lieu trés
rapidement aprés leur synthése, débutant vraisemblablement par une interaction

entre la protéine N et M, avant que cette derniére soit recrutée dans les complexes

M-E.



XX

Considérés de fagon globale, les résultats de la présente thése aboutissent a
des implications dont il faut tenir compte, non seulement dans l'aspect
immunobiologique de l'infection virale, mais aussi dans le cadre des études qui

seront amorcées afin de mieux disséquer le cycle viral.



INTRODUCTION GENERALE



Le syndrome reproducteur et respiratoire du porc (SRRP) est une
nouvelle entité pathologique qui fut initialement identifiée en 1987 aux Etats-
Unis et au Canada (Keffaber, 1989; Martineau et al., 1991). I constitue
l'exemple typique d'une maladie émergente causée par un nouvel agent, vis-a-
vis duquel l'espéce animale cible était entierement naive. Il s'agit aussi d'une
maladie dont le sort fut grandement influencé par la tendance actuelle a élever
les animaux de fagon intensive. Cette maladie constitue entre autre un
témoignage additionnel sur les dangers inhérents a l'intensification des €levages
et le non respect des régles élémentaires de leur gestion sanitaire (Meredith,

1995).

Les troubles liés a cette maladie se manifestent essentiellement sous forme
d’avortements massifs, de mise bas de foetus momifiés ou de porcelets mort-nés
ou nés faibles, et d'affections respiratoires chez tous les animaux, essenticllement
pendant la phase du pré-sevrage (Goyal, 1993). Les pertes engendrées par ces
troubles ont conféré & cette maladie une importance économique hautement

considérable pour 'industrie porcine (Loula, 1991).

La maladie apparait sous plusieurs formes cliniques d'une région
géographique 2 une autre, entre différents élevages d'une méme région, et entre
individus d'un méme élevage (Martineau et al., 1991). Selon le degré de sévérité
des signes cliniques, la maladie peut se présenter sous une forme aigué,
chronique, ou voire méme de fagon inapparente. Elle peut prendre une allure
épizootique affectant trés rapidement la majorité des élevages, alors que dans
certains cas, l'infection est présente sous une forme endémique pouvant s'étaler

sur une période de trois ans (Meredith, 1995).



Le statut sanitaire de l'industrie de 1'élevage porcin au Canada et aux
Etats-Unis au moment de l'apparition du SRRP, comptait déja plusieurs états
pathologiques présents essentiellement sous forme endémique. Ainsi, hormis les
affections associées a des agents bactériens (Streptococcus suis, Escherichia
coli, Serpulina hyodysenteriae, Leptospira, Chlamydia,...), la composante
respiratoire due notamment aux virus Influenza (SIV), de méme que les troubles
de la reproduction engendrés par le parvovirus porcin (PPV), ont grandement
compliqué la tiche des cliniciens et des chercheurs quant a reconnaitre le SRRP
en tant qu'une entité pathologique a part, et identifier I'agent causal (Martineau
et al., 1991). Effectivement, au début de la maladie, on se demandait si les deux
composantes majeures de l'infection, a savoir les troubles de la reproduction et
les affections respiratoires, représentaient des manifestations cliniques d'une
méme entité pathologique ou s'ils résulteraient de deux maladies distinctes ayant
apparu de fagon simultanée. De méme, on ne savait pas non plus si la maladie
décrite aux Etats-Unis était 1a méme que celle observée au Québec. Au niveau
lésionnel, de par la pneumonie interstitielle, une pneumonie de type nécrosante
et proliférative fut mise en évidence de fagon tres fréquente (Martineau et al.,
1992). En conséquence, pendant les quatre années qui suivirent 'avenement de
ce syndrome, et compte tenu de I'hétérogénéité de ses signes cliniques et
lésionnels, plusieurs dénominations lui ont €té attribuées, dont on retiendra
essentiellement le caractére mystérieux et nouveau (Albina er al., 1992b).
Plusieurs travaux scientifiques furent donc entrepris, dont des essais cliniques
de reproduction expérimentale de la maladie et ce, afin de mettre en évidence

l'agent étiologique primaire.

Le virus de l'encéphalomyocardite porcine (EMCV) fut I'un des agents
isolés suite aux premiers épisodes de SRRP, a partir de tissus d'avortons aussi

bien aux Etats-Unis qu'au Canada (Kim et al., 1989; Dea et al., 1991). Ce virus



fut considéré comme étant un agent potentiel du SRRP, sur la base de la
séropositivité des animaux de plus de 40% des fermes affectées et de son
isolement A partir d'avortons. Néanmoins, bien que les expériences
d'inoculations expérimentales aient permis de reproduire les lésions de
pneumonie interstitielle, 1a pathologie qui lui est associée demeure suffisamment
différente de celle qu'on rencontre lors d'un épisode classique de SRRP. Au
cours de cette période, et presque de facon concomitante au Canada et aux
Etats-Unis, des souches de virus influenza de type A furent isolées a plusieurs
reprises. Dans certains cas, on a observé des séroconversions vis-a-vis des sous-
types HIN1 et H3N2. D'autres souches du virus influenza furent isolées et
présentaient un profil sérologique atypique selon les tests d'inhibition de
I'hémagglutination et leur réactivité vis-a-vis d'antisérums spécifiques aux
souches conventionnelles du virus influenza porcin (A/Wisconsin/HINT1;
A/New Jersey/HIN1/76). En utilisant ce mé€me test, ces nouvelles souches n'ont
présenté aucune réactivité avec des antisérums dirigés contre les virus influenza
humains de types A, B, et C. Le nouveau variant du virus influenza porcin,
qualifié "d'atypique”, fut hypothétiquement associé a la pneumonie proliférative
et nécrosante (Dea et al., 1992¢), et tout comme le virus EMCYV, son inoculation
expérimentale chez des porcelets exempts d'organismes pathogénes spécifiques
(SPF) n'a pas permis de reproduire de facon intégrale les signes cliniques du
SRRP. Enfin, plusieurs autres agents viraux (cytomégalovirus porcin, parvovirus
porcin, virus hémagglutinant de 1'encéphalomyélite, virus de la rhinotrachéite
bovine, virus de la diarrhée bovine et virus de la maladie d'Aujesky) ont retenu
I'attention des chercheurs quant a leur implication potentielle dans ce syndrome.
Toutefois, les résultats des enquétes sérologiques et épidémiologiques étaient
loin de prouver un lien quelconque avec le syndrome (Goyal, 1993). Par
conséquent, la possibilité de l'association entre agents viraux et bactériens fut

aussi considérée comme une cause potentielle du syndrome. De méme, la



déficience combinée en vitamine E et sélénium, ainsi que l'affection des porcs

par des mycotoxines, furent aussi tenues en ligne de compte.

En 1990, un syndrome similaire au SRRP est soudainement apparu en
Europe. On a d'abord rapporté la maladie en Allemagne puis partout dans la
majorité des pays d'Europe Occidentale. La maladie évolua de fagon
épizootique, si bien qu'en moins d'une année elle fut signalée dans la presque
totalité des pays européens (Meredith, 1992). Des chercheurs néerlandais ont
trés rapidement rapporté l'isolement d'un nouveau virus sur des cultures
primaires de macrophages alvéolaires de porc, qu'ils ont initialement désigné
"virus de Lelystad", en référence 2 la ville de l'institut de recherche ot le virus
fut isolé (Wensvoort et al., 1991a). Les expériences d'inoculations
expérimentales, combinées aux données sérologiques et épidémiologiques, ont
définitivement établi ce nouveau virus comme étant I'agent étiologique primaire
du SRRP aux Pays-Bas; les quatre postulats de Koch ayant été entierement
reproduits (Terpstra et al., 1991). Dés lors, des sérums provenant de la plupart
des pays européens, des Etats-Unis, et du Canada furent testés par
immunopéroxidase et une séroconversion significative vis-a-vis du virus de
Lelystad fut mise en évidence dans la plupart des cas. Plusieurs souches virales
antigéniquement apparentées au virus de Lelystad furent par la suite isolées en
Europe et en Amérique du Nord. La plupart de ces souches ont permis de
reproduire le cortege des signes cliniques du SRRP accompagnés d'une

séroconversion vis-a-vis de la souche d'inoculation (Meredith, 1995).

Les travaux préliminaires de caractérisation du virus du SRRP indiquent
plusieurs points de similarité tant sur le plan morphologique, biologique et
moléculaire, avec un groupe de virus jadis inclus dans le genre Artérivirus de la

famille des Togaviridae. Ce groupe de virus comprend le virus de l'artérite



équine (EAV), le virus de I'élévation de la déshydrogénase lactique de la souris
(LDV) et le virus de la fievre hémorragique simienne (SHFV). En effet, tout
comme ces artérivirus, le virus du SRRP est enveloppé, contient une
nucléocapside isométrique, et son génome est constitué d'une molécule d'ARN
de polarité positive. Chez leur hote naturel, ces virus infectent essentiellement
les cellules de type macrophage, et tendent & produire une infection persistante

(Plagemann et Moennig, 1992).

En automne 1992, date a laquelle le travail de la présente these fut
entamé, et aprés que le virus du SRRP fut isol€, on a commencé a s'interroger
quant aux conséquences éventuelles de la circulation du virus pendant au
moins cinq années précédant son isolement en Amérique du Nord. Selon des
études sérologiques, les souches du virus du SRRP se sont avérées
antigéniquement trés variables, et on peut les subdiviser en deux groupes
antigéniques distincts (Wensvoort et al., 1992a). Ainsi, le virus de Lelystad
constitue le prototype du groupe antigénique européen, alors que la souche
ATCC VR2332, isolée au Minnesota, définit le second groupe antigénique qui
comprend la plupart des souches nord-américaines et qui semble étre plus
hétérogéne. Tous ces virus possedent en commun des épitopes au niveau de la
protéine de la nucléocapside reconnus par des anticorps monoclonaux produits
contre la souche américaine ATCC VR2332. Les bases moléculaires de cetie
hétérogénéité antigénique sont completement inconnues. D'autre part, bien
qu'on lui prévoyait une organisation structurale similaire a celle des artérivirus, le
nombre exact et la nature des protéines structurales du virus du SRRP
demeuraient inconnus. L'une des difficultés initiales majeures qui entravait
I'étude de ce virus, était liée a l'absence de lignées cellulaires continues
permettant sa multiplication. Certes, bien qu'on ait rapporté la possibilité de

propager le virus sur une lignée continue, celle-ci fut initialement strictement



réservée i certains laboratoires. Sur le plan prophylactique, aussitdt que le virus
fut isolé, et face A l'ampleur des dégéts économiques qu'il engendrait, on
s'empressa a produire et 2 administrer des vaccins faits de virus atténués, dont
on s'est rendu compte, peu aprés, qu'ils étaient peu efficaces. L'échec de la
vaccination a soulevé plusieurs questions dont notamment le réle de la variation
antigénique, la nature méme de l'infection et surtout I'immunobioclogie des

protéines structurales du virus.

Dans le but d'essayer de répondre a certaines des questions soulevées ci-
dessus, le travail contenu dans cette thése fut entrepris. Les objectifs de ce
travail, compte tenu du caractére émergent du virus du SRRP, se sont fixés au
fur et 2 mesure que nos recherches progressaient. Comme dans la plupart des
laboratoires ayant isolé plusieurs souches du virus du SRRP, nos travaux ont
d'abord porté sur la caractérisation générale de plusieurs isolats québécois du
virus du SRRP. Les résultats obtenus suite a cette étude, nous ont conduit a
explorer l'aspect moléculaire du virus. Ainsi, la deuxiéme partie du projet
consistait a analyser la région génomique du virus qui, sur la base des
caractéristiques moléculaires des artérivirus, contiendrait les génes structuraux.
De par les travaux de clonage et de séquencage, nous nous sommes aussi
proposés d'identifier de fagon plus concrete les protéines structurales du virus
ainsi que leur(s) région(s) génomique(s) codante(s). Finalement, afin de fournir
les bases moléculaires nécessaires aux études ultérieures en regard de
I'immunobiologie des protéines structurales du virus, la maturation compléte de
celles-ci fut étudiée en détail dans la troisi®éme et dernitre partie de ce projet de

doctorat.



PARTIE I:
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1. GENERALITES

Le caractére émergeant et le contexte méme dans lequel le SRRP est apparu,
lui ont conféré une importance de type didactique, et ce de par l'importance
économique qu'on lui connait (Meredith, 1995). En effet, bien que I'agent causal
soit un nouveau virus chez l'espéce porcine, ses caractéristiques communes aux
membres du genre Artérivirus (virus de l'artérite équine, virus de I'élévation de la
déshydrogénase lactique de la souris, virus de la fievre hémorragique simienne)
initialement classés dans la famille Togaviridae, ont engendré non seulement un
regain de considération vis-a-vis de ce groupe de virus, mais aussi 'éventualité de la
création d'une nouvelle famille virale qui incluerait les trois artérivirus et le virus du

SRRP (Plagemann et Moennig, 1992).

En dépit de leur identification il y a de cela au moins une trentaine d'années,
I'état des connaissances sur les artérivirus était loin d'étre complet, et cela tient en
majeure partie a leur faible importance sur le plan économique. Curieusement, sitot
apres l'apparition du virus du SRRP, les travaux sur les artérivirus se sont intensifiés
de fagon notoire, et 'on assista durant les cinq dernieres années & une accumulation
d'un nombre impressionnant de données concernant notamment leurs aspects
moléculaires. Ces derniers ont aussi trés rapidement rendu compte de I'étroite
relation qui existe entre les artérivirus et les membres de la famille Coronaviridae,
en ce qui a trait a leur organisation génomique et leur mode de réplication. Ainsi,
l'identification préalable des torovirus, dont l'organisation génomique et la stratégie
de réplication est aussi similaire a celle des coronavirus, a conduit a la notion de

“superfamille des coronavirus”. Par conséquent, I'étude du virus du SRRP ne peut
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atre dissociée, d'une part du cadre des artérivirus qui lui sont wres fortement associés,

et d'autre part de I'aspect moléculaire des coronavirus.

Par ailleurs, il est important de noter que les connaissances concernant le
virus du SRRP ont aussi évolué de maniére trés rapide, presque de facon simultanée
a Paccumulation des données sur les artérivirus. Etant donné que le SRRP était
reconnu a Y'échelle mondiale, plusieurs travaux émanant de plusieurs équipes ont
été parallelement entrepris. La difficulté de propager ce nouveau virus sur des
lignées continues a sérieusement influencé, dans un premier temps, le cours des
travaux sur la caractérisation du virus. Ainsi, jusqu'a la fin de 1'année 1992, les
travaux effectués étaient essentiellement de caractére clinique et épidémiologique;
seules des données morphologiques et physico-chimiques étaient disponibles,

lesquelles d'ailleurs ont permis d'établir le lien entre le virus du SRRP et les

artérivirus.

En tenant compte de toutes les considérations mentionnées ci-dessus, et afin
de se placer dans le contexte et la problématique ayant conduit a définir les
objectifs du présent travail, la premiere partie de cette thése qui est liée a la revue de
la littérature concernant le SRRP, sera subdivisée en quatre sections. Au cours des
deux premiéres, une revue sur l'apparition du SRRP, ses aspects cliniques et les
caractéristiques de l'agent étiologique, a savoir le virus du SRRP, seront traités.
Etant donné que les travaux effectués dans le cadre de la présente these ont été
publiés au fur et 2 mesure qu'ils ont été réalisés et ont contribué a enrichir les
connaissances sur le virus du SRRP, la littérature concernant ce virus se limitera aux
données préexistantes. Les résultats d'autres équipes étroitement liées A ce travail

qui ont précédé de peu, ont accompagné, ou sont parus plus tard que les travaux



conduits dans notre laboratoire, seront mentionnés et discutés dans les différents
chapitres de la deuxiéme partie, et finalement repris lors de la discussion générale,
soit la troisiéme partie de la présente thése. Toutefois, vu que les travaux réalisés sur
la séquence et la stratégie de réplication du virus de Lelystad, le prototype
européen du virus du SRRP, furent publiés six mois aprés le début des travaux
rapportés dans cette these, il en sera tenu compte dans la section portant sur les
caractéristiques du virus du SRRP. D'autre part, étant donné le lien étroit établi
entre le virus du SRRP et les artérivirus en général, la troisiéme section sera réservée
a ce groupe de virus. Enfin, pour justifier les difficultés relatives au statut
taxonomique du virus du SRRP et des artérivirus, la derniére section de cette revue
bibliographique tiendra compte des différentes caractéristiques ayant conduit a la

notion de la superfamille des coronavirus.

2. LE SYNDROME REPRODUCTEUR ET RESPIRATOIRE DU PORC
(SRRP)

2.1 Apparition et autres dénominations

La recrudescence chez l'espéce porcine d'importants troubles
affectant les systémes respiratoire et reproducteur fut d'abord remarquée aux Etats-
Unis (Caroline du Nord, Minnesota, et Iowa) a partir de 1'année 1987, et on rapporta
ainsi I'émergence d'une nouvelle maladie (Keffaber, 1989). Au cours de la méme
période, un syndrome similaire fut aussi noté au Canada, surtout dans le sud de la

province de Québec (Bilodeau et al., 1991; Morin et Robinson, 1991). Etant donné



TABLEAU 1: Synonymie du SRRP (Selon Albina et al., 1992b)

EN FRANCAIS EN ANGLAIS ‘% AUTRES
Nouvelle Maladie du Porc | New Pig Disease
Maladie Mystérieuse Mystery Pig Disease (MPD)

Mystery Swine Disease
(MSD)

Mystery Reproductive
Syndrome (MRS)

Syndrome Dysgénésique et
Respiratoire du Porc
(SDRP)

Troubles de la Reproduction
et de 'appareil Respiratoire
du Porc (TRRP)

Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome
(PRRS)

Avortement Epidémique et
Syndrome Respiraroire du
Porc

Porcine Epidemic Abortion
and Respiratory Syndrome
(PEARS)

Avortement Tardif Epidemic Late Abortion of | Seuchenhafter Spatabort
Epidémique du porc Swine (ELAS) beim Schweine (SSS)
Avortement bleu Abortus Blauw

Maladie des Oreilles Bleues

"Blue Ear" Disease (BED)

Syndrome Hyperthermie Hyperthermia, Anorexia and
Anorexie Avortement de la | Abortion Syndrome of the
Truie (HAAT) Sow (HAASS)

Pneumonie Interstitielle
(syndrome HAAT-
Pneumonie Interstitielle)

Interstitial Pneumonia
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l'impossibilité d'associer cette maladie a2 un agent étiologique connu, elle fut
initialement désignée aux Etats-Unis sous le nom de "maladie mystérieuse du porc"

(Dial et al., 1990), tandis qu'au Canada on référait au Syndrome "Hyperthermie-
Anorexie-Avortement de la Truie" ou syndrome "HAAT" (Martineau et al., 1991).
Trois ans plus tard, on rapporta en Allemagne (Lindhaus et Lindhaus, 1991) et aux
Pays-Bas (Wensvoort et al., 1991b) I'apparition d'une maladie porcine dont les
troubles ressemblaient a la maladie mystérieuse du porc, a laquelle on attribua les
noms "avortement infectieux tardif des porcs" (Allemagne) et "syndrome
respiratoire et avortement épidémique du porc” (Pays-Bas). La maladie s'est
répandu trés rapidement en Europe et a atteint les pays avoisinants dont la France
(Albina er al., 1992b), I'Espagne ( Plana et al., 1992), 1a Belgique, le Royaume-Uni
(White, 1991), et le Danemark (Goyal, 1993). Au cours de son évolution, on attribua
au syndrome plusieurs dénominations (Tableau 1) et finalement, suite 2 un
symposium international qui s'est tenu au Minnesota en 1992, on adopta la
dénomination commune de "Syndrome reproducteur et respiratoire du porc”
(SRRP), dénomination qui fut aussi adoptée par I'office international des épizooties

(O.LE).

2.2 Manifestations cliniques et lésionnelles

Les signes cliniques associés au SRRP sont trés variables (Blaha, 1992) et
ont €t€, au début de I'apparition du syndrome, a l'origine d'un état de confusion
quant au diagnostic précis de cette maladie (Martineau et al., 1991; Albina et al.,
1992b; White, 1992; Goyal, 1993). La variabilité des signes cliniques s'observe aussi

bien a I'échelle individuelle, entre différents troupeaux, ainsi que d'un pays a l'autre
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(Martineau et al., 1992). Toutefois, les troubles li€s aux systémes reproducteur et

respiratoire semblent &tre relativement plus fréquents.

Lors d'un épisode classique de SRRP ol la forme, aigué prédomine, les signes
cliniques précoces observés a I'échelle d'un élevage rappellent ceux d'un syndrome
grippal (Martineau et al., 1991; 1992; White, 1992; Goyal, 1993). En effet, on assiste
a l'apparition de conjonctivites, d'inappétence et d'un état léthargique. Certains
animaux présentent une légére hyperthermie et on observe un retard de croissance
chez les animaux en phase d'engraissement (Albina et al., 1992b). Ces premiers
troubles généraux qui s'étalent sur une période maximale de deux semaines (Goyal,
1993) ont été rapportés dans la plupart des pays et semblent concerner 1 a 10% des
animaux de l'élevage (Meredith, 1995). Les signes liés a l'affection du systéme
respiratoire apparaissent de facon notable vers la troisieme semaine aprés le début
des troubles généraux et peuvent se manifester chez toutes les catégories
d'animaux. Néanmoins, les jeunes porcelets en pouponnieére et en début
d'engraissement développent les troubles respiratoires les plus graves se
caractérisant par de la dyspnée, de la toux, de I'éternuement et des coups de flanc
(Martineau et al., 1991; Albina et al., 1992b). Ces animaux sont particuliérement
sensibles aux infections bactériennes secondaires (Haemophilus parasuis,
Streptococcus suis, Salmonella cholera suis, Pasteurella multicida, et
Actinobacillus pleuropneumoniae) (Loula, 1991; Blaha, 1992) et accusent un
retard de croissance considérable qui est dans la plupart des cas irréversible, Lors
d'une affection aigué typique du SRRP, les troubles liés 4 la fonction reproductrice
demeurent les plus spectaculaires. On assiste 4 des avortements tardifs pouvant
atteindre dans les cas les plus séveres 80% des femelles gestantes (Goyal,1993), a

des mise bas prématurées (5 a 30%) (Loula, 1991; Hopper ez al., 1992), et A la
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naissance d'animaux momifiés (Martineau et al., 1991). Les femelles ayant mis-bas
souffrent souvent d'agalactie entrainant un fort taux de mortalité chez les nouveau-
nés (Martineau et al., 1991; Dee, 1992; Hopper et al., 1992). Dans les cas les plus
séveres, la mortalité des porcelets entre la naissance et le sevrage atteint un taux de
90% (Martineau et al., 1992). L'avenir reproducteur des femelles est souvent
sérieusement compromis, puisqu'on observe un fort taux d'inferulité, des
irrégularités du cycle sexuel et une augmentation de l'intervalle sevrage-saillie
(Martineau et al., 1991; Albina et al., 1992b). Chez les verrats, on note aussi des
troubles au niveau de leur appareil reproducteur, dont notamment une mauvaise
qualité de la semence caractérisée par une diminution du nombre et de la motilité

des spermatozoides (Goyal, 1993).

Le tableau clinique décrit ci-dessus peut s'accompagner d'autres signes
moins constants, dont la cyanose des extrémités de la peau (oreilles, queue, vulve,
1&vres, et mamelons), des oedemes (autour des yeux, des mamelons, et des régions
périanale et vulvaire), une diarrhée chez les nouveau-nés, des hémorragies au
niveau de la peau, voire méme des manifestations de prurit (Christianson et Joo,

1994; Meredith, 1995).

Bien que les troubles engendrés par le SRRP peuvent étre trés sévéres lors
d'une phase aigug, les lésions observées ne correlent pas souvent avec I'ampleur des
signes cliniques. En général, les poumons d'animaux atteints semblent avoir
seulement augmentés de taille, présentent souvent une décoloration diffuse en
surface (Martineau et al., 1991; Collins ef al., 1992) et une consolidation du
parenchyme (Ramos ez al., 1992). Les ganglions bronchiques et/ou médiastinaux

sont hypertrophiés et hémorragiques (Pol et al., 1991; Rossow et al., 1994).
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Microscopiquement, on peut mettre en évidence une pneumonie de type
interstitielle résultant d'une infiltration par des cellules lymphomonocytaires des
septa alvéolaires, sans atteinte des bronches et des bronchioles (Martineau et al.,
1991; Pol er al., 1991; Albina ef al., 1992b). Il y a généralement une absence de
cellules et de sérosité dans la lumiére alvéolaire, mais on peut rencontrer dans les
septa alvéolaires, une hyperplasie des pneumocytes de type II (Halbur ez al., 1996).
Au niveau du placenta des femelles atteintes, on a noté I'existence de foyers de
nécrose (Albina et al., 1992b) et des études plus approfondies ont rapporté une
vasculite lymphohistiocytaire multifocale (Stochhofe-Zurwieden et al., 1992).
Toutefois, l'inflammation du placenta n'est pas toujours constante chez les femelles
ayant avorté et n'a pas pu étre reproduite suite a des inoculations expérimentales, si
bien que son rdle direct dans I'avortement demeure incompris (Christianson et Joo,
1994). Quant aux foetus momifiés, ils paraissent oedémateux et leurs cavités
thoracique et abdominale renferment de grandes quantités de liquides
hémorragiques. Chez les porcelets nés vivants, on rapporte des cas d'encéphalite et
de myocardite lymphomonocytaires, de pneumonie interstitielle, voire méme des cas
d'hépatite (Collins et al., 1992). De plus, la muqueuse nasale est affectée par une
perte de la ciliature, et par l'arrondissement et la desquamation des cellules
épithéliales. Enfin, la population lymphocytaire du thymus, des amygdales et des

noeuds lymphatiques mésentériques serait diminuée (Albina et al., 1992b).

Tout comme les signes cliniques, les 1ésions observées chez les animaux
atteints de SRRP sont trés variables. Il convient toutefois de signaler la grande
fréquence des lésions pulmonaires surtout la pneumonie interstitielle qui serait ainsi

la cause majeure des signes respiratoires.
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2.3 Evolution

On peut envisager 1'évolution du SRRP au sein d'un méme €élevage, ce qui
nous ameéne  considérer les différentes formes cliniques par lesquelles le syndrome
peut se manifester. D'autre part, la dissémination du SRRP au sein d'un méme pays
ou A travers diverses frontieres est sans aucun doute favorisée par la présence de
fortes densités porcines et par les échanges commerciaux permettant d'entretenir
l'infection. Donc, le contexte géographique peut conditionner de fagon

considérable 1'évolution du syndrome.

2.3.1 Les différentes formes cliniques du SRRP

Hormis l'infection de type aigué décrite précédemment, des formes
inapparentes et chroniques de la maladie ont été rapportées. Dans les élevages qui
jouissent d'un bon statut sanitaire, ou les animaux sont peu condensés avec une
séparation efficace des différentes catégories, le SRRP peut survenir de fagon
inapparente. Dans ce cas, on peut détecter la séropositivité chez un certain nombre
d'animaux en I'absence de signes cliniques (Done et Paton, 1995). Si dans ce type
d'élevage on sépare les porcelets sevrés de leur mere, l'infection peut s'éliminer

complétement.

Suite a la forme aigué dramatique du SRRP, qui en moyenne dure 30 a 90
jours, on assiste a un retour graduel des normes d'élevage, les signes de l'infection
étant beaucoup plus rapidement éliminés dans les élevages de type extensif

(Keffaber ef al., 1992; Christianson et Joo, 1994; Meredith, 1995). Toutefois, dans
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les élevages ayant contracté cette forme sévére, une réduction a long terme du
nombre de porcelets nés vivants ainsi qu'une baisse de 10 a 15% du taux de mises-
bas furent notées (Loula, 1991, Benfield et al., 1992a). Les parameétres normaux de
la reproduction au sein d'un élevage sont souvent atteints au bout de six mois aprés

le début de l'infection (Goyal, 1993).

La forme chronique du SRRP fut d'abord identifiée au Canada (Martineau et
al., 1991), puis un peu plus tard aux Etats-Unis (Loula, 1991). C'est au niveau des
unités du post-sevrage et de l'engraissement que cette forme est la mieux
caractérisée (Loula, 1991; Benfield et al., 1992a; Keffaber er al., 1992). Les animaux
sont plus sensibles aux infections secondaires virales et bactériennes, d'ct un retard
de leur croissance et une augmentation du taux de mortalité en post-sevrage
(Keffaber et al., 1992). Cette forme chronique semble résulter de la persistance du
virus du SRRP dans un élevage initialement affecté par la forme aigué (voir section
pathogénie). Dans les locaux de reproduction, une infection chronique s'installe
plus souvent suite a l'introduction dans 1'élevage positif, de cochettes séronégatives
qui s'infectent et développent éventuellement des troubles de la reproduction.
Quant aux truies ayant déja été atteintes par une phase aigué du SRRP, elles
semblent généralement reprendre leur potentiel reproducteur, tel que mentionné ci-

dessus.

2.3.2 Distribution géographique du SRRP

Avec le développement de tests sérologiques pour la détection d'anticorps

contre le virus du SRRP, on s'inclina face 4 'évidence que la distribution du SRRP
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est beaucoup plus étendue qu'on ne le préconisait auparavant en se basant sur
l'unique apparition des signes cliniques (Edwards et al., 1992; Morrison et al.,
1992b: Cho et al., 1993). Ces mémes tests ont aussi permis d'estimer l'importance de

la forme inapparente du syndrome.

Des 1987, des chercheurs américains ont rapporté les premiers signes
cliniques associés au SRRP (Keffaber, 1989; Loula, 1991). Presque simultanément,
on rapporta aussi le SRRP au Canada (Martineau et al., 1991). Des études
sérologiques rétrospectives indiquent que le SRRP serait présent aux Etats-Unis
depuis 1985 (Yoon et al., 1992a) et au Canada depuis 1983 (Carmen, 1995). Aux
Etats-Unis, le nombre d'élevages affectés par la maladie a atteint son pic au cours
des saisons estivales des années 1988 et 1989 (Stevenson ef al., 1993). Les Etats
les plus touchés sont essentiellement confinés au nord-est du pays et sont par ordre
décroissant de séroprévalence: le Michigan, I'Indiana, 1'Towa, l'bhio, le Minnesota,
I'Illinois, et la Caroline du Nord (Christianson et Joo., 1994; Meredith, 1995). On
estime que 40 4 60% des élevages dans les régions a forte production porcine ont
été atteints par le virus du SRRP. Toutefois, les résultats de ces études sérologiques
ne reflétent certainement pas les vrais taux de séroprévalence, compte tenu de de la
variabilité antigénique entre les souches virales et du choix, souvent inadéquat, des
échantillons (Christianson et Joo, 1994). Au début de l'apparition du syndrome, les
troubles liés a l'appareil reproducteur étaient les plus dominants, aussi bien aux
Etats-Unis qu'au Canada (Martineau et al., 1991). Aprés le pic de 1988-1989, la

forme respiratoire devint de plus en plus fréquente.

Les pays européens étaient touchés par le syndrome dés I'hiver 1990, surtout

en Allemagne et aux Pays-Bas ou respectivement plus de 3000 et 1300 foyers
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épidémiques furent rapportés. La maladie s'est répandu trés rapidement dans
presque tous les pays avoisinants (Belgique, France, Italie, Malte, Suisse, Espagne,
Royaume-Uni, Danemark) (Albina et al., 1992b; Martineau ef al., 1992; Meredith,
1992 et 1995), et comme dans le cas des pays nord-américains, elle est apparue sous
sa forme épidémique sévere au cours des six a huit premiers mois. L'épidémie qui a
secoué 1'Europe au début de I'année 1991, a vu par la suite son importance
diminuer, au profit de I'établissement d'un état endémique moins sévére attribué par

certains a I'émergence de souches virales moins virulentes (Meredith, 1995).

Bien que certains pays revendiquent un statut indemne vis-a-vis du SRRP,
on admet de plus en plus que le SRRP se serait répandu a travers la plupart des
régions du monde. En effet, aprés son apparition dans les pays nord-américains et
européens, on a rapporté officiellement la présence du SRRP en Europe de l'est
(Russie, Pologne) et en Asie (Japon, Phillippines, Corée), et de facon officieuse, en
Amérique latine (Chili). Les données épidémiologiques, cliniques et commerciales
attribuent essentiellement cette évolution pandémique du syndrome aux échanges
internationaux de porcs (Dea et Martineau, 1994). L'Australie est présentement

considérée comme étant exempte de l'infection.

2.4 IMPORTANCE

Les pertes économiques engendrées par le SRRP sont d'une telle ampleur,
qu'elles constituent de loin l'aspect le plus important du syndrome. Les pertes
économiques a court terme sont liées essentiellement aux troubles de la

reproduction chez les truies (avortement) et a la mortalité des porcelets autour de la
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période du sevrage. A plus longue échéance, les retards de croissance chez les
animaux en post-sevrage et la diminution des parametres de la reproduction se font
ressentir. De méme, la fréquence des complications secondaires qui s'observent dans
les élevages apres le passage d'un épisode aigu€ de SRRP, accroit les coiits
inhérents aux divers traitements qui s'imposent. Hormis ces considérations cliniques,
les restrictions imposées par certains pays (Australie, Russie, Mexique) pour
I'importation de porcs provenant de régions contaminées, ont sérieusement diminué
les profits des pays producteurs. D'un autre c6té, les cofits associés aux analyses
sérologiques, pratiquées désormais par les pays atteints du syndrome, ont aussi

contribué a I'importance économique du syndrome.

Dans la majorité des cas, I'impact économique du SRRP fut analysé de fagon
plus précise suite a I'avénement de la forme aigué. On estime que la production
annuelle serait ainsi diminuée de 5 4 20% (Christianson et Joo, 1994). Aux Etats-
Unis, les pertes annuelles enregistrées au sein d'un troupeau de 250 truies
représentent 92% du profit net par truie (Goyal, 1993). Durant une épidémie sévére
ayant secoué 250 unités de production autour d'une région de 161 km en Iowa,
Loula (1991) a rapporté des pertes de 85,330 porcelets, soit 10,6 millions de dollars
américains. En Allemagne et aux Pays-Bas, les pertes totalisées par chaque pays

sont d'environ de deux millions de porcelets (Meredith, 1992).

Les conséquences économiques des formes chronique et subclinique du
SRRP sont difficiles a estimer. Leurs effets directs et indirects sont pour la plupart
du temps méconnaissables et s'étalent sur une plus longue période. Néanmoins, quel

que soit le pays atteint, quelle que soit la forme clinique prédominante, on s'accorde
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a penser que le SRRP est tres néfaste pour l'industrie du porc, surtout 1a ou cette

activité est majeure, comme notamment le cas du Québec au Canada.

3. LE VIRUS DU SYNDROME REPRODUCTEUR ET RESPIRATOIRE DU
PORC

L'identification finale de 1'agent responsable du SRRP en tant que nouveau
virus complétement inconnu des virologistes, est en soi une découverte
extrémement importante. I1 a donc fallu cinq années de spéculations sur la nature
exacte de I'étiologie du SRRP pour qu'on découvre enfin la vraie cause de cette
maladie. Durant toute cette période, le virus aurait probablement eu suffisamment
de temps pour évoluer avec son espece-héte. Contrairement a ce qui aurait di étre
l'aboutissement normal et 1égitime des nombreux travaux qui furent entrepris aux
Etats-Unis et au Canada pour déterminer 1'agent causal du SRRP, ce dernier fut
plutdt isolé et identifi€é pour la premiére fois en Europe. Cette déviation dans le
cours normal des travaux sur le SRRP tient essentiellement a la nature du statut
sanitaire des élevages porcins aux Etats-Unis et au Canada (discuté lors de
l'introduction générale), a 'extréme variabilité des manifestations cliniques et
1ésionnelles qu'a connu le SRRP dans ces pays et enfin, a des différences
géographiques entre les pays européens et nord-américains. En effet, d&s son
apparition en Europe, le SRRP fut considéré comme une nouvelle entité
pathologique dont I'étiologie serait probablement méconnue. Ces conclusions
éraient basées sur I'évolution trés rapide de la maladie, sur le fait que les troubles
respiratoires et reproducteurs étaient moins importants dans ce continent, du moins

durant la période précédant I'avénement du SRRP, et qu'enfin sur le fait que
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l'incidence des maladies dues au parvovirus porcin, aux virus de type influenza et
au virus de I'encéphalomyocardite était de loin beaucoup moins importante que
dans les élevages nord-américains. Ainsi, conscients des résultats des travaux
précédemment effectués aux Etats-Unis et au Canada, les chercheurs européens se
sont penchés sur I'éventualité d'une nouvelle étiologie virale et, pour la premiére
fois, des cultures primaires de macrophages alvéolaires porcins furent utilisées
comme support cellulaire, permettant ainsi de découvrir un nouveau virus qu'on

appela le virus de Lelystad (Pol et al., 1991; Wensvoort et al., 1991a).

3.1 Isolement

Le virus de Lelystad (virus LV) fut initialement isolé sur des cultures
primaires de macrophages alvéolaires de porc (MAP), a partir d'homogénats de
tissus de porcelets atteints de SRRP et d'échantillons sériques de truies infectées de
fagon naturelle (Wensvoort et al., 1991a). Ce virus n'a pu &tre propagé que sur les
cellules MAP, les oeufs embryonnés et les cultures secondaires de reins de porc
(PK-15 et SK-6) ayant été vainement utilisées. Tous les animaux ayant servi a ces
essais d'isolement manifestaient des signes évidents de SRRP. En utilisant des
sérums pairés, une séroconversion vis-a-vis du virus LV fut mise en évidence chez
75% des truies et 88% des €levages infectés et ce, en I'absence de séroconversion
évidente vis-a-vis d'autres agents viraux telle que révélée par le test
d'immunoperoxidase (Wensvoort ef al., 1991a). Un lien direct entre le virus LV et le
SRRP venait ainsi d'étre démontré. Les travaux de Terpstra et al. (1991), en
reproduisant les quatre postulats de Koch, ont établi de fagon définitive que le virus

LV était 'agent étiologique primaire du SRRP. De fagon similaire, plusieurs souches
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virales furent isolées en Allemagne (Ohlinger et al., 1991), en France (Baron et al.,
1992), Espagne (Plana Duran ez al., 1992), Angleterre (Paton ef al., 1992), aux
Etats-Unis (Collins ez al., 1992), et au Canada (Dea et al., 1992a). Toutes ces
souches ont reproduit le SRRP et ont été isolées sur les cellules MAP, a I'exception
de la souche américaine de référence "ATCC VR 2332", qui peut €tre propagée sur
une lignée continue désignée "ATCC CL2621", laquelle est dérivée de la lignée de
rein de singe cercopithéque, MA-104 (Kim ez al., 1993).

3.2 Hotes cellulaires

Les cellules MAP constituent le support cellulaire de choix pour l'isolement
du virus du SRRP; elles permettent la réplication de la majorité des souches du
virus. Toutefois, pour que ces cultures soient permissives au virus, il faut qu'elles
soient fraichement récoltées a partir d'un porcelet dont 1'dge varie de cinq a huit
semaines (Wensvoort et al., 1991b). Les deux autres supports cellulaires utilisés
pour la propagation du virus du SRRP dérivent de la lignée MA-104 par sélection
d'un clone permissif; il s'agit des lignées CL2621 (Benfield et al., 1992b; Collins et
al., 1992) et MARC-145 (Kim et al., 1993). Bien que les titres d'infectivité obtenus
sur cellules PAM, CL 2621 et MARC-145 soient comparables (105 a 107
DICT50/ml) (Wensvoort et al., 1991b; Benfield et al., 1992b; Collins et al., 1992;
Kim et al., 1993), les cellules primaires de macrophages alvéolaires de porc
demeurent les plus sensibles (Benfield er al., 1992b; Bautista ef al., 1993). Le virus
du SRRP s'est avéré tres restrictif dans son spectre d'hdte cellulaire. En effet,
plusieurs lignées primaires provenant de la plupart des organes de porc (poumon,

coeur, trachée, rein, moelle osseuse, thyroide et testicule), de bovin (divers
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épithélium) et de poulet (cellules fibroblastiques, hépatocytes et oeufs embryonnés)
n'ont permis de multiplier le virus. De méme, plusieurs lignées cellulaires continues
de rein de porc (PK-15, PK-2, SK-6), de macrophages porcins, de trompe de fallope
(PFT), ainsi que des lignées conventionnelles provenant de reins de singe (Vero),
d'hamster (BHK-21), de chien (MDCK) et de chat (CRFK) se sont avérées non
permissives & la réplication du virus du SRRP (Wensvoort et al., 1991b; Benfield et
al., 1992b; Dea et al., 1992a; Yoon et al., 1992b). On a toutefois rapporté la
permissivité des monocytes porcins prélevés a partir du sang périphérique (Voicu et
al., 1994), ce qui a permis a ces auteurs de les considérer comme étant le moyen par
lequel le virus est véhiculé vers divers organes, dont le placenta des femelles

infectées.

3.3 Caractéristiques morphologiques

Les particules du virus du SRRP telles qu'observées en microscopie
électronique, sont enveloppées, de forme sphérique et d'un diametre variant de 45 a
80 nm (taille moyenne calculée sur 25 particules est de 62 nm). Les virions
contiennent une nucléocapside isométrique dont la taille varie de 25 4 45 nm
(Benfield er al., 1992b; Dea et al., 1992a; Wensvoort et al., 1992b). La surface des
virions parait généralement lisse, bien que certains auteurs ont observé des petites
projections (Dea et al., 1992). Ces caractéristiques morphologiques ont été 3
l'origine de la description initiale du virus du SRRP en tant que membre de la famille

Togaviridae (Benfield er al., 1992b; Wensvoort ef al., 1992b).
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3.4. Caractéristiques physico-chimiques

La densité de flottaison du virus est estimée a 1,19 g/cm3 sur gradient de
chlorure de césium et & 1,14 g/cm3 sur gradient de saccharose (Benfield et al.,
1992b; Wensvoort et al., 1992b). D'autre part, les traitements du virus par le
chloroforme et l'éther entrainent son inactivation, confirmant la présence d'une
enveloppe lipidique (Plana et al., 1992; Yoon et al., 1992b). La stabilité du virus est
grandement affectée par les variations du pH aussi bien 2 4°C qu'a 37°C. Le
pouvoir infectieux du virus est diminué de plus de 90% 2 des pH plus hauts que 7
et plus bas que 5. Bien que le virus ne se réplique pas a un pH de 6, il semble étre
néanmoins le plus stable dans ces conditions. Dans les milieux de culture ol le pH
est le plus souvent de 7,5, le titre infectieux viral est diminué de moitié a partir de 6
min, 3, 20 et 139 heures, a des températures de 56, 37, 21 et 4°C, respectivement
(Bloemraad er al., 1994). A une température de -70°C, la stabilité du virus n'est pas
affectée pour au moins une période de quatre mois (Benfield et al., 1992b;

Bloemraad et al., 1994).

3.5 Multiplication virale

Sur les cellules MAP, la croissance du virus s'accompagne d'un effet
cytopathique intense qui apparait dés les premieres 24 heures. Les cellules
commencent par s'arrondir et se grouper en amas, puis se fragmentent
progressivement. Dépendemment de la multiplicité d'infection (m.o.i) utilisée et de la
souche virale, la lyse totale des cellules peut avoir lieu en trois & quatre jours plus

tard (Wensvoort et al., 1991b; Dea et al., 1992a, Yoon et al., 1992b). En



27

microscopie €lectronique, on peut mettre en évidence la présence de
nucléocapsides virales dés six heures post-infection (p.i), alors que les particules
virales enveloppées sont souvent observées a partir de neuf heures p.i., temps ot
débute d'ailleurs la libération du virus dans le surnageant des cellules infectées (Pol
et Wagenaar, 1992). Le cycle viral au complet du virus du SRRP serait ainsi de 9 a
12 heures. Les titres infectieux obtenus aussi bien dans les cellules MAP, CL2621
ou MARC-145 (106 DICT50/ml en moyenne) (Benfield et al., 1992b; Bloemraad et
al., 1994; Dea et al., 1992a; Plana et al., 1992; Wensvoort et al., 1991b et 1992b;
Yoon et al., 1992b) ne permettent pas de réaliser des infections virales a de hautes
multiplicités d'infection. Toutefois, les courbes de croissance réalisées a des
multiplicités d'infection de 0,01 DICTs5¢/cellule indiquent que dans les cellules MAP,
le titre viral maximal dans la fraction intracellulaire aussi bien que dans la fraction
extracellulaire, est atteint au bout de 40 heures p.i, précédant ainsi de peu
l'apparition de l'effet cytopathique (Bloemraad et al., 1994). L'examen par
microscopie de balayage indique une perte des microvillosités et des pseudopodes
normalement présents i la surface des macrophages normaux. A un stade plus
avancé, l'effet cytopathique se traduit par un aplatissement des cellules entrainant
leur affaissement total qui donne 2 la cellule un aspect de noyau dense,
vraisemblablement suite a la perte des fluides cytoplasmiques (Paton ez al., 1992).
Les études de Pol et Wagenaar (1992) ont aussi montré des modifications
importantes au sein des macrophages infectés. Ainsi, dés l'apparition des
nucléocapsides virales dans la lumiere du réticulum endoplasmique (RE) lisse, on
observe une augmentation de la taille des mitochondries qui perdent leurs granules
et leurs cristaux, donnant naissance a des vésicules 2 double membrane dont le
diametre varie de 100 & 300 nm; ces vésicules ne contiennent pas de particules

virales enveloppées.
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3.6 Morphogenése

Des études préliminaires en microscopie électronique sur des cellules MAP
(Pol et Wagenaar, 1992) et des cellules MARC-145 (Dea et al., 1995) démontrent
que le virus du SRRP bourgeonne au niveau des membranes intracellulaires et non
au niveau de la membrane cytoplasmique. D'abord, les nucléocapsides s'entourent
d'une enveloppe au niveau des membranes du RE lisse vers 6 heures p.i. Plus tard
(9 heures p.i), on observe des particules virales enveloppées dans la lumiére du RE
lisse et de I'appareil de Golgi. Enfin, des vésicules contenant plusieurs particules
virales semblent véhiculer le virus vers le site de bourgeonnement qui se situerait
dans le compartiment intermédiaire, soit entre le réticulum endoplasmique et
l'appareil de Golgi. La libération du virus dans le milieu extracellulaire a lieu par
exocytose. Ces observations rappellent le type de maturation des particules virales

appartenant a la famille des coronaviridae.

3.7 Caractéristiques moléculaires

3.7.1 Le génome viral

Le fait que la réplication du virus du SRRP ne soit pas affectée par les
inhibiteurs de la synthése de ' ADN tels que le 5-bromo-2-désoxyuridine (BUDR), le
5-i0do-2-désooxyuridine (IUDR) et la mitomycine C a permis de conclure que son
génome est constitué d'ARN (Benfield et al., 1992b; Yoon et al., 1992b). En effet,
on a pu mettre en évidence au niveau des ARN cytoplasmiques totaux de cellules

MAP infectées par le virus, I'existence d'une molécule d'ARN dont la tajlle a ét&
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approximativement estimée a 15 kb (Wensvoort et al., 1992b). Le génome au
complet du virus de Lelystad, le prototype européen‘ du virus du SRRP, fut analysé
en cumulant les données de séquengage de plusieurs fragments d'ADN
complémentaire (ADNc) se chevauchant et obtenus suite a la réalisation d’au moins
deux banques génomiques (Meulenberg et al., 1993b). Les résultats ont démontré
qu'il s'agit en effet d'une molécule d'ARN polyadénylé de 15 088 nucléotides
contenant huit cadres de lecture ouverts (ORF). Ces derniers ont été désignés par
ORF1la, ORF1b et ORFs 2 a 7, en se déplacant dans le sens 5'—#3' de la molécule
d'ARN. Compte tenu de I'existence de motifs spécifiques de certaines protéases au
niveau de 'ORFla, et de motifs que 1'on retrouve au niveau des séquences de
plusieurs polymérases dépendantes de ' ARN de plusieurs virus 2 ARN, les ORFs la
et 1b furent associés a la machinerie réplicative du virus (Meulenberg et al., 1993b).
Ils constituent a eux seuls plus des trois quarts du génome viral. Les ORFs 2 a 6
présentent les caractéristiques de protéines membranaires, alors que le cadre de
lecture 7 coderait pour une protéine hautement basique. Enfin, a I'extrémité 3' du
génome viral, immédiatement en aval du codon de terminaison, une séquence d'a
peu prés 114 nucléotides fut considérée comme étant la région 3' non codante.
Cette organisation génomique est similaire a celle des membres du genre Artérivirus
de la famille Togaviridae composée par le virus de l'artérite équine (EAV), le virus
de 1'élévation de la déshydrogénase lactique de la souris (LDV) et le virus de la
fievre hémorragique simienne (SHFV). Ainsi, de par la ressemblance morphologique
du virus du SRRP avec les togavirus, ces caractéristiques moléculaires 1'associent
davantage au genre Artérivirus anciennement compris au sein de cette famille.
Toutefois, contrairement aux données morphologiques, I'organisation génomique
des artérivirus est semblable aux virus de la famille Coronaviridae incluant les

genres Coronavirus et Torovirus (Spaan et al., 1988; Godeny e al., 1990; Snijder et
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al., 1990 a et b; Den Boon et al., 1991a; Kuo et al., 1992; Plagemann et Moennig,
1992).

3.7.2. Stratégie de réplication et mode de transcription

L'étroite relation que I'on vient de démontrer sur le plan de l'organisation
génomique entre le virus du SRRP et les membres des artérivirus laisse présager un
mode de réplication et d'expression similaire pour tous ces virus. Ainsi, tout comme
I'EAV (Van Berlo et al., 1982 et 1986; DeVries et al., 1990) et le LDV (Kuo ez al.,
1991 et 1992), le virus du SRRP génére dans le cytoplasme des cellules infectées,
une série d'ARNs sous-génomiques polyadénylés ayant en commun leur extrémité
3' terminale et une séquence de t€te a leur extrémité 5' (Conzelmann er al., 1993;
Meulenberg er al., 1993a et b). Les six ARNs sous-génomiques qu'on peut mettre
en évidence dans les macrophages infectés par le virus du SRRP, en méme temps
que la molécule d'ARN génomique de 15 kb, ont une taille qui varie de 0,9 a 3,7 kb.
En adoptant la nomenclature appliquée dans le cas du virus EAV, ces ARNs sous-
génomiques ont ét€ désignés, du plus petit au plus grand, par ARNs 7, 6, 5, 4, 3, et 2
(Fig. 1) (Conzelmann et al., 1993; Meulenberg er al., 1993a et b). Des expériences
d'’hybridation ont démontré que, comme pour les virus EAV (Van Berlo et al., 1986)
et LDV (Kuo et al., 1992), chaque ARN sous-génomique contient & son extrémité 3'
la séquence compléte de I'ARN sous-génomique qui lui est immédiatement plus
petit de taille (Meulenberg et al., 1993a et b). Comme il a été déja mentionné plus
haut, une séquence de téte commune est aboutée a l'extrémité 5' de chacun des
ARNs sous-génomiques, puisqu'un oligonucléotide spécifique a l'extrémité 5'

génomique shybride avec les ARNs2a7. La régionde jonction entre cette
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FIGURE 1:  Organisation génomique et stratégie de réplication des membres du
genre Artérivirus.
ST: Séquence de téte

(Selon Den Boon et al., 1991a)
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séquence de téte et les ARNs sous-génomiques a €té séquencée (Meulenberg ef al.,
1993a). On démontra l'existence d'un motif de jonction hautement conservé chez
tous les ARNs sous-génomiques et dont I'équivalent, ou presque, est retrouvé au
niveau du génome viral. La distance séparant ce motif de jonction du codon
d'initiation de chaque cadre de lecture varie de 9 (ORF7) a 83 (ORF4) nucléotides.
En alignant les séquences nucléotidiques des motifs de jonction des six ARNs sous-
génomiques, il en ressort la séquence consensus 5'-(U/AYC/U/A)A/G)ACC-3', ou
seules les trois derniéres bases sont hautement conservées chez tous les ARNs
sous-génomiques (Meulenberg et al., 1993a). Cette séquence consensus peut Etre
réduite aux six nucléotides les plus fréquents et on parle alors, dans le cas du virus
LV, du motif UCAACC. En fait, la séquence nucléotidique autour de ces motifs de
jonction peut varier chez un méme ARN sous-génomique. Ainsi, a part 'ARN4, une
certaine hétérogénéité au niveau de la séquence de jonction de tous les autres
ARNSs sous-génomiques a été mise en évidence, ce qui amena a conclure que le
processus de fusion entre la séquence de t€te et le corps des ARNs sous-

génomiques est peu précis (Meulenberg ef al., 1993a).

Sur la base de ces résultats (organisation génomique similaire aux
coronavirus, présence d'une série d'ARNs sous-génomiques ayant une extrémité 3'
commune, présence d'une séquence de téte en 5' identique chez tous les ARNs
sous-génomiques et identification d'un motif consensus au niveau des sites de
jonction des différents ARNs sous-génomiques), les auteurs ont émis 1'hypothése
que le mécanisme de transcription adopté par le virus du SRRP serait similaire &
celui des autres membres du genre Artérivirus (Conzelmann et al., 1993;
Meulenberg et al., 1993a et b). Evidemment, sur la base de leur stratégie commune

de réplication, tous les artérivirus sont similaires au coronavirus.(Spaan et al., 1988).
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Selon le modéle proposé pour les coronavirus ainsi que pour les membres des
torovirus, la séquence de téte qui dériverait de I'extrémité 3' de la molécule d'ARN
complémentaire au génome viral (brin matrice de polarité négative), jouerait un role
impotant dans la synthése des ARNs messagers sous-génomiques ainsi que les
molécules d ARNs génomiques qui seront incorporées dans les futurs virions. Une
fois détachée de sa matrice, la séquence de téte servirait d'amorce a la synthése des
ARNSs sous génomiques, en s'appariant par son extrémité 3' au niveau d'une
séquence intergénique (séquence presque identique a I'extrémité 3' de la séquence
de téte qu'on trouve essentiellement en amont de chaque cadre de lecture ainsi
qu'au niveau des sites de jonction des ARNs sous-génomiques) sur le brin matrice
qui lui aurait donné naissance (Baric et al., 1983 et 1985; Makino er al., 1986;
Baker et Lai, 1990). Ce modeéle qui fut appelé "leader RNA-primed transcription
mechanism"”, est certes fort plausible, mais non dénué d'éléments contradictoires. En
effet, il ne peut s'appliquer dans le cas des ARNs 6 et 7 du coronavirus de I'hépatite
murine (MHV), compte tenu de I'hétérogénéité de séquence observée au niveau de
leur site de jonction. Ainsi, pour adapter ce modele a tous les ARNs messagers sous-
génomiques du MHYV, on émis I'hypothése que la séquence de téte se fixerait de
maniére peu précise au niveau des sites intergéniques de certains cadres de lecture.
Cette méme explication ne peut prévaloir dans le cas du virus LV et ce, a cause
d'une plus grande hétérogénéité au niveau des séquences de jonction identifiées au
sein des six ARNs sous-génomiques et ou une homologie partielle avec seulement
six nucléotides de la séquence de téte est obsevée. Il reste donc 2 déterminer si le
motif UCAACC, ou un autre qui lui est fortement similaire serait suffisant pour
assurer un appariement efficace de la séquence de téte au niveau des séquences
intergéniques afin d'amorcer la synthése des différents ARNs sous-génomiques 2

partir de I'ARN complémentaire au génome viral. D'autre part, les travaux effectués



35

en regard du mécanisme de transcription du virus EAV indiquent que les ARNs
sous-génomiques seraient synthétisés par épissage d'une molécule précurseur
d'ARN génomique. A cet égard, les auteurs ont tenu compte de I'homologie de
séquence qui existe entre I'extrémité 3' de la séquence de téte et la région 5' du site
d'épissage de I'ARN pré-ribosomal de Tetrahymena (Van Berlo et al., 1986; De
Vries et al., 1990). Toutefois cette homologie entre les séquences de téte et le site
d'épissage de Tetrahymena est loin d'étre notable dans le cas des virus LV et LDV
(Meulenberg et al., 1993a). En fait, le modele de la transcription amorcée par la
séquence de téte fut fortement critiqué dans le cas des coronavirus, suite a la mise
en évidence dans les cellules infectées par le virus MHV, d'ARNs sous-génomiques
de polarité négative ainsi que des intermédiaires de réplication sous-génomiques
(Sethna et al., 1989; Sawiki et Sawiki, 1990). Bien que de tels intermédiaires ont pu
étre mis en évidence dans le cas du virus EAV, aucune structure semblable n'a été

encore observée pour les virus LV et LDV.

3.7.3 Les protéines virales

Les études portant sur les protéines synthétisées par le virus du SRRP furent
grandement amputées par l'absence d'une lignée convenable permettant de
multiplier le virus a de trés hauts titres, et par surcroit, par la fragilité structurale du
virus. D'autre part, les premiers essais effectués pour produire des anticorps
monoclonaux pourvus d'un large spectre de spécificité antigénique, se sont limités a
une et une seule protéine virale de 15 kDa, présentement associée i la
nucléocapside virale (Nelson et al., 1993). L'utilisation de sérums provenant

d’animaux hyperimmunisés, a permis l'identification par immunobuvardage dans les
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cellules infectées de trois protéines virales de masse moléculaire 15, 19 et 26 kDa
(Nelson et al., 1993). Ce profil protéique est similaire a ce qui avait ét€ rapporté
pour les virus EAV (De Vries et al., 1992) et LDV (Cafruny et al., 1986). La
séquence de ' ARN du virus du SRRP prévoit quant a elle, huit cadres de lecture
pouvant donner chacun naissance a au moins une protéine. En tenant compte de la
similitude d'organisation génomique avec les coronavirus, chaque ARN sous-
génomique (ARNs 2 a 7 pour le virus du SRRP) devrait principalement coder une
seule protéine qui dériverait du géne localisé a l'extrémité 5' terminale. En se basant
aussi sur les résultats obtenus pour le virus EAV (De Vries et al., 1992), il est fort
probable que chacune de ces trois protéines virales du SRRP serait codée par l'un
de ces ARNs sous-génomiques. Par ailleurs, on assume que les deux cadres de
lecture ORF1a et ORF1b, qui occupent les trois quarts de I'extrémité 5' terminale du
génome, sont traduits a partir de la molécule d'ARN génomique, donnant naissance
a des protéines impliquées dans les processus de réplication et de transcription
(Conzelmann et al., 1993; Meulenberg et al., 1993b). Effectivement, plusieurs
séquences présentes au niveau de ces deux cadres de lecture de l'extrémité
génomique 5' virale présentent des homologies avec des sites d'enzymes
protéasiques (ORF1a), ainsi qu'avec des motifs de polymérases des virus 2 ARN
(ORF1b) (Meulenberg et al., 1993b). Le produit du cadre de lecture ORFla serait
traduit de fagon classique, fort probablement par un processus de balayage par les
ribosomes, tandis que le produit du cadre de lecture ORF1b serait synthétisé grice a
un mécanisme de changement de cadre de lecture (Meulenberg et al., 1993b) tel
que démontré pour les coronavirus (Boursnell et al., 1987; Brierley et al., 1987;
Bredenbeek et al., 1990; Lee et al., 1991), les torovirus (Snijder et al., 1990a) et le
virus EAV (Den Boon et al., 1991a). Au niveau de la jonction ORF1a-ORF1b, on a

identifié chez tous ces virus une structure secondaire de I'ARN dite "pseudo-
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noeud” qui permet aux ribosomes d'effectuer leur changement de cadre de lecture
afin d'entamer la traduction de I'ORF1b. Cette structure en "pseudo-noeud” est
similaire a celle observée au niveau de la région gag-pol du virus du sarcome de

Rous (Jacks et al., 1988).

L'analyse des séquences en acides aminés déduites a partir des cadres de
lecture ORFs 2 a 6 prévoit une topographie transmembranaire des protéines
résultantes, a cause de la présence de régions fortement hydrophobes et de sites
potentiels de N-glycosylation. Le produit de chacun des cadres de lecture ORFs 2,
3 et 5, serait une protéine intégrale de type I et ce, a cause de la présence potentielle
d'une séquence "signal" a l'extrémité aminée et d'une séquence d'ancrage dans la
région carboxylique. Le profil hydropathique du produit du cadre de lecture ORF6
est similaire a celui de la protéine membranaire (M) des coronavirus (Rottier et al.,
1986), des torovirus (Den Boon et al., 1991b) et du virus EAV (De Vries et al.,
1992), vue la présence de trois régions transmembranaires successives. Les travaux
de protection vis-a-vis des protéases indiquent que la protéine M des coronavirus
est membranaire de type IlI (Cavanagh et al., 1986; Rottier et al., 1984). L'analyse
du cadre de lecture ORF7 indique qu'il coderait pour une protéine dont l'extrémité
aminée serait fortement basique; le produit attendu présenterait une homologie en
acides aminés de plus de 40% avec ses homologues chez les virus EAV et LDV
(Meulenberg er al., 1993b; Conzelmann et al., 1993). Comme ce cadre de lecture a
€té associé a la nucléocapside virale chez ces derniers, (Godeny ez al., 1990; De
Vries et al., 1992), on assume que le produit de I'ORF7 du virus du SRRP

représenterait lui aussi la composante majeure de la nucléocapside virale

(Conzelmann et al., 1993; Nelson et al., 1993; Meulenberg et al., 1993b).
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3.8 Pathogénie de l'infection par le virus du SRRP

L'interaction du virus du SRRP avec son héte fut largement déduite a partir
des données accumulées lors des travaux d'inoculation expérimentale du virus qui
avaient établi son réle étiologique primaire. Par ailleurs, la distribution mondiale
qu'avait connu ce virus et l'isolement simultané de plusieurs souches virales
appartenant a différents contextes géographiques, ont contribué a une meilleure
compréhension quant a sa pathogénie. Il ne faut pas non plus ignorer les données
préalablement démontrées pour les autres artérivirus, qui ont permis dans plusieurs
cas de faire le rapprochement avec ce qui fut observé dans le cas du virus du SRRP.
Toutefois, ayant siirement évolué dans un contexte différent que celui des autres
artérivirus, le virus du SRRP aurait certainement développé au cours de son

évolution certaines stratégies qui lui sont tout a fait spécifiques.

A présent, il est prématuré de dresser un schéma pathogénique complet
expliquant les différentes facettes de l'infection par le virus. Comme on l'a déja
indiqué, les lésions observées chez les animaux infectés ne corrélent pas
nécessairement avec la gravité des signes cliniques de l'infection, surtout en ce qui
concerne les troubles de la reproduction. Quant aux troubles respiratoires, on
assume actuellement que le SRRP, tel qu'observé dans le champ, serait la résultante
d'une cause multifactorielle. Cependant, on peut avoir une idée plus claire sur

I'interaction du virus du SRRP avec son hote a travers les données qui suivent.
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3.8.1 Réponse immune

La réponse du systéme immunitaire vis-a-vis de l'infection par le virus du
SRRP demeure jusqu'a date énigmatique et ce, a cause du paradoxe qui fait que
d'un c6té l'infection semble augmenter la vulnérabilité des animaux atteints face a
d'autres infections, et que d'un autre cbté, on ne note pas chez les animaux infectés
par le virus une immunosuppression fonctionnelle systémique et durable pouvant
expliquer cette fragilité accrue. Par ailleurs, bien que les animaux ayant encouru
une infection par le virus semblent immuns vis-a-vis d'une réinfection, la nature de

cette immunité reste a démontrer.

3.8.1.1 Données sur la réponse humorale

Suite a l'infection d'animaux sensibles au virus du SRRP, on peut détecter
des anticorps sériques spécifiques au bout de 5 a 9 jours par les tests
d'immunofluorescence indirecte (IFI), d'immunopéroxidase (IP), et dELISA (Albina
et al., 1992a; Bilodeau et al., 1992; Loemba et al., 1996; Rossow et al., 1992; Yoon
et al., 1992a; Yoon et al., 1995; Vézina et al., 1996; Wensvoort et al., 1991a). Les
anticorps de type IgM, témoins d'une infection récente, peuvent étre mis en
évidence par IFI, au plus tard cinq jours aprés le contact avec le virus (Park et al.,
1995; Loemba et al., 1996). Dans la plupart des cas, les titres en anticorps
atteignent leur maximum au bout de quatre a six semaines (Yoon et al., 1995). Une
des caractéristiques de la réponse immunitaire humorale vis-a-vis du virus du SRRP,
est l'apparition trés lente des anticorps neutralisant l'infection. Ces derniers

n'apparaissent en général qu'au bout de six a huit semaines aprés l'infection
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(Bilodeau et al., 1992; Christianson et Joo, 1994; Goyal, 1993; Nelson ez al., 1994)
et atteignent leur pic vers la dixiéme semaine. En optimisant les parametres du test
de séroneutralisation, Yoon et ses collegues (1994) ont pu mettre en évidence la
présence d'anticorps neutralisants au bout de 9 a 11 jours suivant l'inoculation par
le virus. Ces auteurs ont démontré que l'addition de sérum de porc non inactivé
était importante pour la détection des anticorps neutralisants. Toutefois, tous les
travaux portant sur 'analyse de la réponse immunitaire humorale, s'accordent sur le
fait que les anticorps sériques, y compris ceux qui exhibent une activité
neutralisante, ne conduisent pas & I'élimination du virus. En effet, aussi bien chez
les animaux infectés par la voie naturelle que chez les animaux expérimentalement
inoculés, la virémie peut durer pour plus de trois mois méme en présence de hauts
titres en anticorps sériques (Christianson et Joo, 1994; Goyal et al., 1993; Loemba
et al., 1996; Vézina et al., 1996). A ce sujet, il est important de noter qu'in vitro et
en utilisant les cellules MAP, on a pu metire en évidence une augmentation de
l'infectivité du virus en présence d'anticorps qui lui sont spécifiques (Choi et al.,
1992). Ce phénomene qui est connu sous la dénomination ADE (Antibody-
dependant enhancement of infectivity) s'explique par le fait que puisque le virus
infecte les macrophages, les anticorps qui lui sont spécifiques vont se fixer par leur
fragment Fc au niveau de leur récepteur présent a la surface de ces cellules. Ceci
constituerait un moyen alternatif d'attache non spécifique du virus a sa cellule-héte,
qui aurait pour conséquence de potentialiser I'adsorption. Pour cette méme raison
d'ailleurs, le test de séroneutralisation ne peut-€ire pratiqué sur les cellules MAP. La
nature de ces anticorps facilitateurs de l'infection demeure inconnue, de méme que

le rdle qu'ils peuvent jouer dans 1'évolution d'une infection naturelle.
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La spécificité de la réponse humorale fut étudiée essentiellement par la
technique d'immunobuvardage, et semble éire généralement limitée aux trois
protéines virales majeures de 15, 19, et 26 kDa (Nelson et al., 1994; Yoon et al.,
1995; Loemba et al., 1996). Ces travaux indiquent que les anticorps dirigés contre
la protéine de 15 kDa apparaissent le plus t6t, soit au bout de 7 jours apres
l'infection, suivis une semaine plus tard par l'apparition des anticorps réagissant
avec les protéines de 19 et 26 kDa (Nelson et al., 1994; Yoon et al., 1995).
Curieusement, en utilisant comme source d'antigénes des protéines exprimées dans
E.coli, 1a réponse en anticorps vis-a-vis de la protéine de 26 kDa, semble précéder
d'une semaine !'apparition d'une réponse spécifique des protéines de 15 et 19 kDa
(Loemba et al., 1996). Cette différence dans la cinétique d'apparition des anticorps
spécifiques de tel ou tel antigéne, en utilisant des protéines provenant du virus
méme ou d'un systtme d'expression, semble &tre liée 4 un facteur quantitatif. En
effet, dans les particules virales la protéine de 26 kDa semble étre moins abondante
que les deux autres constituants du virus. Une certaine équimolarité dans le test
d'immunobuvardage réalisé avec des protéines exprimées pourrait donc influencer

la sensibilité de la technique.

A l'exception de Yoon et ses collaborateurs (1995) qui ont associé I'activité
neutralisante a la protéine de 26 kDa, les autres travaux n'ont pas pu faire un tel lien
(Loemba et al., 1996; Nelson et al., 1994). Tous les anticorps dirigés contre la
protéine de 15 kDa se sont avérés incapables de neutraliser I'infectivité virale
(Nelson er al., 1993). Enfin, un anticorps monoclonal qui semble étre dirigé contre
une protéine virale de 43 kDa, présumée étre le produit du cadre de lecture ORF3,

est lui aussi non neutralisant (Drew er al., 1995).
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3.8.1.2 Données sur la réponse cellulaire

L'unique évidence impliquant une composante cellulaire dans la réponse
immunitaire vis-a-vis du virus du SRRP consiste dans le fait que les animaux ayant
préalablement été atteints par le virus deviennent immuns face a la réinfection et ce,
en l'absence d'anticorps neutralisants (Christianson et al., 1992; Goyal, 1993). Cette
constatation ne devrait pas cependant non plus ignorer un réle potentiel d'une

éventuelle immunité locale, dont l'existence n'a pas encore été rapportée.

En fait, il existe beaucoup plus de données sur les effets du virus sur la
réponse cellulaire elle-méme, étant donné qu'il infecte les cellules accessoires de
choix, a savoir les macrophages. A ce propos, et contrairement a ce que l'on
attendait, le virus du SRRP s'est avéré un modulateur de la réponse immunitaire
(Molitor et al., 1992; Vézina et al., 1996). Certes, une immunosuppression précoce
et transitoire fut mise en évidence dans la plupart des cas (Molitor et al., 1992;
Ohlinger et al., 1992; Vézina et al., 1996). Toutefois, suite & cet état, les animaux
infectés démontrent une plus grande capacité que les animaux non infectés a
développer contre des agents pathogénes exogénes une réponse immunitaire
humorale et cellulaire. En fait, il semble plutdt y avoir chez les animaux infectés par
le virus du SRRP, une activation polyclonale des lymphocytes du sang
périphérique (Molitor et al., 1992; Ohlinger et al.,1992; Vézina et al., 1996). Cette
modulation de l'activité du systéme immunitaire est a I'encontre de l'exacerbation
des infections opportunistes que l'on rapporte fréquemment aprés le passage d'une
phase aigué du syndrome. 1l se pourrait que ces infections résultent de la premiére
phase d'immunosuppression transitoire a laquelle s'ajoute la destruction des cellules

MAP par le virus (Goyal, 1993). Toutefois, des études expérimentales récentes



43

indiguent que l'infection par le virus du SRRP n'implique pas une potentialisation
de l'effet pathogéne de certaines bactéries dont Haemophilus parasuis,
Streptococcus suis, Salmonella cholerasuis et Pasteurella multocida (Cooper et

al., 1995). I reste 2 démontrer si tel est le cas lors d'une infection naturelle.

3.8.2. Variations antigéniques

Les souches du virus du SRRP peuvent étre divisées en deux groupes
antigéniques; le premier incluant toutes les souches européennes et le second
comprenant les souches nord-américaines. Cette distinction a pu étre réalisée en
utilisant soient des sérums polyclonaux (Wensvoort et al., 1992a), ou des anticorps
monoclonaux dirigés contre la protéine de 15 kDa (nucléocapside) (Nelson et al.,
1993; Dea et al., 1996) ou contre la protéine matricielle de 19 kDa (Dea er al.,
1996). Contrairement aux souches européennes, une variabilité importante fut
observée dans le groupe nord-américain (Wensvoort et al., 1992a; Nelson e al.,
1993; Dea et al., 1996) et ce, en accord avec le fait que le virus étant apparu
beaucoup plus t6t dans le continent américain, aurait subi plus de variations. Ces
variations antigéniques semblent influencer le diagnostic sérologique de l'infection,

puisqu'on rapporta un certain nombre de cas faussement négatifs (Yoon er al.,

1995).



3.8.3. Virulence

L'hypothése de l'existence de plusieurs souches du virus du SRRP
manifestant des degrés variables de virulence émergea suite a la constatation que le
syndrome peut apparaitre sous des formes plus ou moins séveres (Goyal, 1993;
Christianson et Joo, 1994; Meredith, 1995). Les données accumulées a ce sujet
résultent plutdét de constatations fragmentaires, concernant souvent des
exploitations dont les statuts sanitaires sont hautement variables, et par conséquent,
il est impossible d'en tirer des conclusions formelles et définitives. Récemment,
Halbur et ses collégues (1996) ont pu uniformiser leurs travaux afin de conclure
quant a l'existence de souches & virulence faible et d'autres douées de haute
virulence. Ces auteurs ont en effet reproduit sur un nombre impressionnant de
porcelets, les 1ésions plus ou moins séveéres observées dans le champ et ce, en
I'absence de facteurs exogénes pouvant biaiser les résultats; les porcelets inoculés
ont tous été obtenus par césarienne et ont ét€ privés de colostrum. Les travaux de
séquengage conduits sur ces souches a virulence variable n'ont pas permis de noter
des différences majeures au niveau des cadres de lecture ORFs 2 a 7 (Meng et
al.,1995b). De mé€me, il ne semble pas y avoir de corrélation entre les sérogroupes

identifiés et la différence dans la virulence des souches.

3.8.4 Persistance de l'infection virale

La pathogénie du virus du SRRP est dominée par sa capacité a se maintenir
dans la circulation sanguine pendant des périodes pouvant excéder les trois mois

apres l'infection et ce, méme en présence d'anticorps sériques neutralisants (Albina
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et al., 1993; Bautista et al., 1993; Bilodeau et al., 1992; Cho et al., 1993). Des
travaux indiquent que le virus persistant maintient son pouvoir infectieux en dépit
de I'absence de signes cliniques graves chez les animaux infectés. Chez les verrats,
les expériences démontrent la présence de virus infectieux jusqu'a 101 jours aprés
l'infection dans les glandes bulbo-urétrales, et jusqu'a 67 jours dans le sperme
(Christopher-Hennings ef al., 1995). Dans un autre rapport, la persistance du virus
du SRRP semble étre encore plus importante, puisqu'on peut réisoler le virus 157
jours aprés la premiére exposition. Le virus semble persister essentiellement au
niveau des macrophages alvéolaires et des tissus lymphoides de la sphere
oropharyngéale (Blaha et al., 1995). D'autre part, les porcelets nés de meres
infectées peuvent héberger le virus pendant de longues périodes, en dépit de la
présence de hauts taux d'anticorps maternels (Bilodeau et al., 1994). Dans certains
élevages, le virus peut &tre réisolé dans le compartiment pouponniére au bout de

deux années et demie apres I'apparition des troubles de la reproduction (Keffaber et

al., 1992).

Ces résultats indiquent clairement que le virus du SRRP, bien que de
structure fragile, semble avoir développé sa propre stratégie afin de persister chez
I'animal et au sein des élevages infectés (Albina er al., 1993). Le virus semble
pouvoir coexister avec la réponse immunitaire de I'animal, dont le rfle exact dans la
pathogénie de l'infection reste & déterminer. Toutefois, certains auteurs ont spéculé
sur les mécanismes permettant au virus de persister au sein des élevages infectés.
Parmi les causes conduisant 2 cet état, on évoque la présence continue au sein des
élevages d'animaux sensibles ayant été épargnés par l'infection aigué initiale,
l'introduction de nouveaux animaux susceptibles, la persistance du virus chez les

individus infectés, la naissance de porcelets porteurs du virus et la réinfection de
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certains animaux ayant déja développé une phase aigué, suite a une perte

progressive de leur immunité présumée protectrice.

3.8.5. Transmission

La transmission du virus du SRRP peut avoir lieu par contact direct entre
animaux infectés et animaux sensibles, ainsi que par I'émission d'aérosol. La voie de
pénétration du virus semble &tre essentiellement oro-nasale. Ces voies de
transmission et de pénétration du virus ont été déduites d'une part, suite 2
I'introduction d'animaux sains dans des élevages infectés, et d'autre part grice aux
expériences d'inoculation expérimentale (Albina et al., 1992b; Bilodeau et al.,
1994; Collins er al., 1992; Dea et al., 1992; Goyal, 1993; Terpstra et al., 1991;
Wensvoort et al., 1991a). Ce mode de transmission semble étre tout a fait
compatible avec le fait que les élevages qui développent les cas du syndrome les
plus séveres sont ceux pourvus d'une forte densité animale, ol la séparation entre
les différentes catégories d'animaux est mal assurée (Meredith, 1995). Le virus
traverse aussi la barriere placentaire, ce qui constitue ainsi la voie principale par
laquelle les nouveau-nés sont infectés (Terpstra ez al., 1991). Le stade de gestation
semble grandement influencer le passage transplacentaire du virus (Christianson et
al., 1992; Mengeling et al., 1994). Dans la plupart des cas, le passage a lieu de
fagon significative vers le dernier tiers de gestation, le virus pouvant étre isolé 3
partir des foetus et des nouveau-nés. Ce résultat est en accord avec les troubles
importants qu'on observe dans les locaux de truies reproductrices infectées en fin
de leur période de gestation. De méme, on peut déja suggérer un rdle éventuel

direct du virus dans le déclenchement des avortements et de la momification
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foetale. Toutefois, le mécanisme exact régissant cette action demeure inconnu.
Enfin la présence du virus dans le sperme a été trés bien démontrée (Meredith,
1995; Christopher-Hennings et al., 1995). Toutefois, la possibilité que le virus soit

transmis par la semence des verrats demeure trés controversee.

4. LES ARTERIVIRUS

Sur la base de caractéristiques morphologiques et biologiques communes, le
virus de l'artérite équine (EAV), le virus de I'élévation de la déshydrogénase lactique
de la souris (LDV), et le virus de la fievre hémorragique simienne (SHFV) furent
provisoirement groupés dans le genre Artérivirus au sein de la famille Togaviridae,
en y joignant tout récemment le virus du SRRP (Plagemann et Moennig, 1992). Les
travaux de séquencage des génomes des virus EAV (Den Boon er al., 1991a), LDV
(Kuo er al., 1992; Chen et al., 1993; Godeny et al., 1993) et du SRRP (Conzelmann
et al., 1993; Meulenberg ef al., 1993a et b) démontrent leur similarité manifeste vis-
a-vis des coronavirus, sur le plan de 'organisation génomique et de la stratégie de
réplication. Nous avons déja mis l'accent lors de cette revue de littérature sur cette
similarité avec les coronavirus et ce a travers l'analyse génomique du virus du SRRP
(voir section 3.7.2). Cet aspect sera d'ailleurs encore développé en évoquant la
superfamille des coronavirus. Toutefois, la similarité des artérivirus est en fait

étendue a plusieurs autres aspects faisant l'objet de la présente section.
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4.1 Propriétés morphologiques

Les artérivirus sont semblables sur le plan morphologique. Ils se présentent
tous comme étant des particules enveloppées a contour presque lisse, de forme
généralement sphérique et d'une taille variant de 45 & 70 nm. Leur nucléocapside
est isométrique et de taille variant entre 25 et 35 nm. Leur densité de flottaison,
ainsi que leur coefficient de sédimentation, sont presque similaires avec des valeurs
moyennes respectives de 1,15 g/cm3 et de 215 X S. A cause de ces caractéristiques
morphologiques, les artérivirus ont été considérés comme étant des membres de la

famille Togaviridae (Plagemann et Moennig, 1992).

4.2 Caractéristiques structurales

Les travaux portant sur les virus EAV et LDV indiquent la présence de trois
protéines structurales majeures. La masse moléculaire de chacune de ces protéines
est trés proche pour les deux virus, avec des valeurs de 12-14, 16-18, et 25-42 kDa
(Plagemann et Moennig, 1992; De Vries et al., 1992). Pour ces deux virus, seules les
protéines majeures de 25-42 kDa sont glycosylées. Elles présentent un aspect
diffus sur les gels de polyacrylamide-SDS attribuable, dans le cas du virus EAV, 2
l'addition de plusieurs résidus de lactosamine au niveau de la protéine précurseur
lors de sa translocation dans le compartiment trans de l'appareil de Golgi.
L'hétérogénéité de la masse moléculaire de la protéine homologue chez le virus
LDV semble aussi découler du méme processus de modification post-
traductionnelle. Chez le virus EAV, une protéine glycosylée additionnelle mineure

de masse moléculaire approximative de 25 kDa fut identifiée (De Vries et al., 1992)
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dont I'hnomologue chez le virus LDV n'a pas encore été mis en évidence (Faaberg et
Plagemann, 1995). Les quatre protéines du virus EAV, de masse moléculaire 14, 16,
30-42, et 25 kDa, furent respectivement désignées par N, M, GL et Gg et assignées
aux cadres de lecture ORFs 7, 6, 5, et 2 (De Vries ef al., 1992). La protéine de 14
kDa est associée & la nucléocapside, alors que les autres sont membranaires. Pour le
virus SHFV qui a été moins étudié, quatre protéines de masse moléculaire 14, 18, 42
et 54 furent identifiées. Les deux premiéres semblent correspondre respectivement
aux protéines N et M du virus EAV, alors que la nature des deux derniéres reste a

déterminer (Godeny et al., 1995).

En somme, sur le plan structural, les virus EAV, LDV et SHFV sont similaires.
Les études préliminaires sur la structure du virus du SRRP semblent indiquer une
composition protéique trés proche de celle des autres artérivirus (Nelson er al.,
1993). Toutefois, & ce sujet, des études convaincantes pour ce nouveau virus ne

sont pas encore disponibles.

4.3 Caractéristiques de culture

Les artérivirus sont surtout connus pour leur propension 2 infecter surtout
les cellules de type macrophage (Plagemann et Moennig, 1992). A ce sujet, le virus
LDV fut le plus étudié. La permissivité des macrophages de souris sensibles 2
I'infection est restreinte aux cultures primaires de macrophages qui résident dans le
péritoine, la rate, la moelle osseuse, et 2 un moindre degré aux cultures de
macrophages alvéolaires du foie, ainsi que les monocytes du sang périphérique

(Rowson et Mahy, 1985). Ces cultures primaires de macrophages sont permissives a
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80% si elles sont récoltées a partir de souris d'une a deux semaines d'age. Passé ce
délai, la permissivité des cellules chute & moins de 10% (Inada et Mims, 1985;
Onyekaba et al., 1989). Il semble aussi que la proportion de macrophages qui
supportent un cycle viral productif soit beaucoup plus importante in vivo que sur
des cellules cultivées in vitro (Plagemann et Moennig, 1992). Les multiples essais
en vue de faire propager le virus LDV sur d'autres supports cellulaires provenant de
l'espéce murine et d'autres espéces ont été vains. Le virus SHFV, qui cause une
fievre hémorragique chez le macaque, a lui aussi pour cible primaire les
macrophages péritonéaux. De facon similaire au virus LDV (Stueckemann et al.,
1982a et b; Onyekaba et al., 1989; Plagemann et Moennig, 1992), seule une sous-
population de macrophages produite de maniere continue chez I'animal infecté,
semble supporter tous les stades de l'infection (Gravell er al., 1986). Toutefois,
contrairement au virus LDV, ce virus simien a pu étre propagé dans la lignée
continue de cellules rénales de la méme espece, a savoir la lignée MA-104 (Gravell
et al., 1986). Le virus EAV infecte de fagon primaire les macrophages alvéolaires,
mais contrairement aux virus LDV et SHFV, son spectre d'hdte cellulaire est
beaucoup plus large. En effet, ce virus peut étre trés facilement propagé sur des
cultures primaires de cellules de reins de chevaux, de lapins et d’hamsters. Sur des
lignées continues, telles que les cellules RK-13, BHK21 et Vero, le virus se réplique
a de trés hauts titres avoisinant 108 DICT50/ml (Plagemann et Moennig, 1992).
Ainsi, si I'on tient compte du virus du SRRP, les artérivirus ont tous pour cible
primaire les macrophages, qui hormis le cas du virus EAV, constituent le support de
choix pour leur propagation. Le cycle de réplication de ces virus est trés court (8
12 heures) et cytolytique (Gravell et al., 1986; Onyekaba et al., 1989; Plagemann et
Moennig, 1992; Van Berlo ez al., 1982; Wensvoort et al., 1991a).
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4.4 Caractéristiques pathogéniques

En général, l'infection par les artérivirus résulte en un état de persistance plus
ou moins long, pendant lequel I'animal infecté joue le r6le de réservoir permettant la
dissémination du virus. Cet état de persistance est manifeste dans le cas des virus
LDV et SHFV, puisqu'il peut durer toute la vie de 1'animal. Pour le SHFV, le
développement de 1'état de persistance dépend de la souche virale ainsi que de la
lignée de l'animal infecté (Gravell et al., 1986). Chez le singe macaque, le SHFV
produit une infection aigué trés rapide dont l'issue est souvent fatale. En revanche,
chez les singes africains du genre patas ou babouin, l'infection évolue dans la
plupart des cas vers un état de persistance, 2 moins que la souche soit trés virulente,
ce qui conduirait plutdt a une infection de type aigué, toutefois, moins fatale que
chez le macaque (Gravell ef al., 1986). Le virus LDV se comporte de fagon
relativement constante indépendemment de la souche virale et de la lignée de souris
infectées. L'infection est asymptomatique et évolue inévitablement vers un état de
persistance qui dure pendant toute la vie de I'animal. Dans certains cas, une atteinte
neurologique grave dépendante de 1'dge peut se développer sous forme d'une
poliomyélite (Plagemann et Moennig, 1992). Pour ce qui est du virus EAV, ['état de
persistance qui peut découler d'une infection primaire est relativement beaucoup
plus court, pouvant atteindre au maximum deux ans (Timoney ef al., 1986),

ressemblant de ce fait beaucoup plus au virus du SRRP qu'aux virus LDV et SHFV.

Cette évolution de I'infection vers la persistance qui domine la pathogénie
des artérivirus, serait probablement associée a I'incapacité de la réponse immunitaire
de se débarrasser complétement du virus. Comme on 'a déja mentionné dans le cas

du virus du SRRP, I'état de virémie aprés l'infection de I'hdte sensible par I'un de ces
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virus ne semble pas étre affecté par la présence d'anticorps. Ceci est surtout évident
dans le cas du virus LDV qui parvient & se répliquer dans les macrophages de souris
auxquels on a préalablement conféré une immunité passive (Plagemann et
Moennig, 1992). Toutefois, le niveau de virémie qui est maintenu durant toute la vie
de I'animal est plus faible par rapport a celui qui précede l'apparition des anticorps.
Cela indiquerait probablement que la réponse immune parvient a minimiser
I'infection sans pour autant I'éliminer complétement. Par ailleurs, et cela rejoint tout
a fait le cas du virus du SRRP, l'apparition des anticorps doués d'une activité
neutralisante du virus LDV se fait trés tardivement aprés la primo-infection (un
deux mois). En outre, afin de parvenir a neutraliser le virus LDV, plusieurs molécules
d'anticorps de différentes spécificités doivent se fixer sur un méme virion
(Plagemann et al., 1992). Ces anticorps capables de neutraliser le virus in vitro, ne
protégent pas les souris de l'infection et ne changent pas non plus le cours de
l'infection persistante (Plagemann et Moennig, 1992; Rowland et al., 1994). Il est
actuellement bien établi que la persistance du virus LDV résuite de la production
continue, chez I'animal infecté, d'une sous-population de macrophages permissifs a
l'infection virale issus de cellules initialement insensibles (Hu et al., 1992;
Stueckemann et al., 1982b). Deux autres particularités importantes dans
I'immunobiologie du virus LDV se retrouvent chez le virus du SRRP; il s'agit d'une
part, de I'activation polyclonale des lymphocytes B et d'autre part, du phénomeéne
facilitateur de I'infection par les anticorps spécifiques du virus. On ne sait pas
encore pour ces deux virus a quelles protéines ces deux phénomenes peuvent étre
associés. L'effet du virus LDV sur la réponse immunitaire de type cellulaire est aussi
similaire a ce qui fut rapporté pour le virus du SRRP. En effet, la dépression de la

réponse cellulaire est subtile et transitoire (Rowson et Mahy, 1985).
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La réponse immunitaire humorale vis-a-vis du virus EAV, est différente de
celle dirigée contre les virus LDV et du SRRP, et ce notamment sur le plan de la
cinétique des anticorps neutralisants. Ces derniers apparaissent beaucoup plus tot
(une semaine apreés l'infection) dans le cas du virus EAV et durent plus longtemps,
puisqu'on peut continuer a les détecter 7 ans aprés la primo-infection. Les titres
atteints par ces anticorps neutralisants sont de loin plus importants que ceux
enregistrés suite a I'infection par les virus LDV et SRRP. De méme, l'apparition des
anticorps neutralisants dans le cas de l'infection par le virus EAV, résulte en
I'élimination du virus dans le sérum; toutefois le virus peut étre réisolé & partir de la
fraction leucocytaire. En fait, cette réponse humorale vis-a-vis du virus EAV, bien
qu'elle semble plus efficace, n'arrive pas a empécher les réinfections ni méme a
éliminer complétement le virus (McCollum, 1986). Seule 1a maladie clinique peut

étre prévenue.

Abstraction faite de quelques différences mineures, la pathogénie des
artérivirus semble €tre similaire. Toutefois, plusieurs travaux sont a envisager afin de
déterminer le réle exact de la réponse immunitaire contre ces virus. Ces derniers

semblent user de stratégies, pour le moment peu connues, afin de contrecarrer leur

élimination complete.

5. SUPERFAMILLE DES CORONAVIRUS (CLASSIFICATION)

Les critéres morphologiques, qui furent initalement & la base de la
classification des virus EAV, LDV, SHFV et celui du SRRP dans le genre Artérivirus

de la famille Togaviridae (Plagemann et Moennig, 1992), ne peuvent désormais
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FIGURE 2:

Lien phylogénétique entre les membres de la superfamille des
coronavirus.

La distance entre les différents groupes de virus est arbitraire.
(Selon Snijder et Horzinek, 1993)

MHV: mouse hepatitis virus

IBV: infectious bronchitis virus

HCV: human coronavirus

BEV:  Berne virus

BRV:  Breda virus

EAV:  Equine arteriti