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RESUME

Mpycoplasma hyopneumoniae est 1’agent étiologique de la maladie connue sous le nom
de pneumonie enzootique porcine (PEP) qui, de part ses effets néfastes sur les
performances zootechniques, cause des pertes économiques considérables dans
I’industrie porcine a travers le monde. Les stratégies de lutte contre M. hyopneumoniae
comprennent des mesures non vaccinales (antibiothérapie et mesures d’hygiénes) et la
vaccination. Toutefois, malgré leur application, on ne parvient toujours pas a réduire la
prévalence de I’agent pathogéne dans les ¢élevages. Les vaccins disponibles
commercialement sont essentiellement de type bactérine c’est-a-dire fabriqués a partir
de souches inactivées du mycoplasme. Il est admis que ces vaccins améliorent les
performances zootechniques (par exemple le gain de poids moyen quotidien et la
conversion alimentaire) et réduisent les Iésions pulmonaires causées par M.
hyopneumoniae. Ces vaccins présentent cependant des limitations : ils n’éliminent pas
I’agent pathogéne dans les tissus pulmonaires et ne protégent pas les porcs contre les
infections subséquentes.

M. hyopneumoniae initie sa pathogénése en s’adhérant intimement aux cellules
épithéliales respiratoires. Puisque I’infection est restreinte au niveau des voies
respiratoires, il est probable qu’un vaccin stimulant une réponse immunitaire locale, a la
fois humorale et & médiation cellulaire, puisse étre effectif contre I’agent pathogéne.
Ainsi, nos travaux s'inscrivent dans cette démarche et visent a développer un vaccin
sous-unitaire contre M. hyopneumoniae. Pour ce faire, la portion C-terminale de la
proteine adhésine P97 (P97c) a été considérée comme antigéne vaccinal car elle médie
I’adhérence du microorganisme aux cellules épithéliales ciliées du tractus respiratoire.
Un adénovirus Humain de sérotype 5 (AdV5) a été considéré comme vecteur de la P97¢c
pour son fort tropisme pour les cellules du tractus respiratoires. De plus, ce vecteur est
aussi connu pour sa capacité a induire, contre le transgéne, une réponse immunitaire de
type Thl (a2 médiation cellulaire) et de type Th2 (humorale) tant au niveau systémique

que des muqueuses respiratoires.
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Apres avoir construit notre vecteur vaccinal, I’AdVS5 recombinant non réplicatif
exprimant la P97c (rAdP97c), I’expression de la P97c & tout abord été confirmée in
vitro par immunofluorescence indirecte et immunobuvardage de type Western. Par la
suite, nous avons démontré que I'immunisation des souris avec rAdP97c par voie
intranasale et intramusculaire induisait une réponse en anticorps anti-P97¢c, composée
d’IgGl et d’IgG2a, a la fois au niveau systémique et des muqueuses respiratoires. De
plus, cette réponse était capable d’inhiber la croissance de M. hyopneumoniae in vitro.
Suite a la vaccination des porcs par voie intranasale avec le rAdP97c¢ et a I’infection par
la souche virulente 232 de M. hyopneumoniae, nous avons constaté que le vecteur
rAdP97c¢ induit une réponse immunitaire spécifique contre la P97c. En effet, une forte
réponse humorale a ét€ détectée au niveau systémique, dans les salives et dans les
lavages broncho-alvéolaires (LBAs). Une réponse a médiation cellulaire caractérisée
par la sécrétion d’INF-y a également été révélée. Il a été intéressant de noter que les
porcs vaccinés avec le rAdP97c présentaient une réduction significative des Iésions
pulmonaires macroscopiques et microscopiques ainsi qu’une diminution de la quantité
de I’agent pathogéne dans les LBAs et les poumons par rapport aux porcs non
vaccinés/infectés. Toutefois, le rAdP97c s’est avéré moins protecteur que le vaccin
commercial « Suvaxyn® MH-One ». Ce dernier s’est montré également plus efficace
que le vecteur rAdP97c en termes d’amélioration du gain de poids moyen quotidien
(GMQ) et de prévention de la réponse inflammatoire causée par M. hyopneumoniae.

En conclusion, nos travaux ont montré que notre systéme vaccinal, rAdP97c, a un
effet partiellement protecteur comparativement au vaccin commercial qui lui est multi-
antigénique. Néanmoins, ce systéme pourrait représenter une alternative intéressante
aux vaccins actueils, si ’on y ajoute d’autres antigénes immunodominants de 1’agent

pathogene.

Wil sl M éﬁ/ .

Etudiant Directeur de recherche Co-directeur/de fecherche

Faust René Okamba Dr Maximilien Arella Dr. CarlA. Gagnon




- INTRODUCTION GENERALE -




Depuis plusieurs années les maladies respiratoires regroupées sous la
terminologie de complexe des maladies respiratoires porcines (Porcine Respiratory
Disease Complex (PRDC)) sont prédominantes dans 1’industrie porcine. Le PRDC est
souvent due a I’interaction synergique de multiples agents pathogénes incluant les virus
comme le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (VSRRP) et le
circovirus porcin de type 2 (CVP-2) ainsi que les bactéries dont Mycoplasma

hyopneumoniae figure parmi les plus importantes (Thacker, 2006).

Mycoplasma hyopneumoniae est ’agent étiologique de la maladie connue sous le
nom de pneumonie enzootique porcine (PEP). Cette maladie respiratoire chronique est
retrouvée chez les porcs a tout moment de leur stade de développement et on estime
que pres de 80% des élevages a travers le monde sont infectés par ’agent pathogéne
(Maes et al., 2007). La PEP cause des pertes économiques considérables a I’industrie
porcine mondiale de part ses effets néfastes sur les performances zootechniques des
porcs. Ces pertes ont été chiffrées & plus de 300 M$ rien qu’aux Etats-Unis d’Amérique
(Thacker, 2006).

La PEP est souvent sous estimée en raison de 1’absence de symptomes marqués.
Cependant, il est clairement démontré que M. hyopneumoniae cause un retard de
croissance chez les animaux gravement touchés, lequel est, en partie, responsable des
pertes économiques enregistrées dans les élevages. De plus, il est aujourd’hui établi que
M. hyopneumoniae joue un rdle central dans le PRDC en potentialisant d’autres
infections telles que celless du VSRRP, du CPV-2 et de 1'Actinobacillus
pleuropneumoniae (Thacker et al., 1999; Opriessnig et al., 2006 ; Marois et al., 2009).

Les strategies de lutte contre M. hyopneumoniae comprennent les mesures non
vaccinales (antibiothérapie et mesures d’hygiénes) et vaccinales. Toutefois, malgré leur
application étendue, on ne parvient toujours pas a réduire la prévalence de cet agent
pathogeéne. Les vaccins disponibles dans le commerce sont essentiellement de type

bactérine, c’est-a-dire fabriqués a partir de souches inactivées du mycoplasme. Sans



contredit, ces vaccins améliorent les performances zootechniques et réduisent les
Iésions pulmonaires causées par M. hyopneumoniae. Toutefois, ils n’induisent pas une
immunité durable et stérilisante et, par conséquent, ne protégent pas les animaux contre
les infections subséquentes et n’éliminent pas le statut de porteur (Thacker ef al., 1998 ;
Baccaro et al., 2006; Sibila ez al., 2007). Leur coiit de production est élevé en raison du
fait que la croissance de ce microorganisme est lente et fastidieuse. De plus, les
bactérines interférent avec les tests de diagnostic sérologique car elles contiennent la

totalité (ou presque) des antigénes bactériens.

Afin de pallier les inconvénients des bactérines, plusieurs équipes tentent de
développer de nouveaux types de vaccins qui sont essentiellement de type sous-
unitaire. Nos travaux s'inscrivent dans cette démarche et nous avons choisi la protéine
P97, plus précisément sa portion C-terminale (P97c) qui contient les régions désignées
RR1 et RR2, comme antigéne vaccinal car elle médie 1’adhérence de M.
hyopneumoniae aux cellules de 1’héte. D’autre part, nous nous sommes intéressés a un
adénovirus comme vecteur vaccinal pour sa capacité a susciter préférentiellement une
réponse immunitaire cellulaire (Tatsis et Ertl, 2004), laquelle serait importante dans la
protection contre M. hyopneumoniae (Thacker et al.,2000a, Shimoji et al., 2003). De
plus, les vecteurs adénoviraux sont aussi connus pour étre capables de stimuler une
immunité muqueuse spécifique contre le transgéne au niveau des muqueuses
respiratoires (Santossuosso et al., 2006), laquelle est décrite comme cruciale pour la
protection contre les agents pathogenes utilisant les muqueuses comme porte d’entrée

(Neutra et al., 2006).

La premicre partie de cette thése portera sur la revue de littérature dans laquelle
nous décrirons les caractéristiques et la pathogénicité de M. hyopneumoniae ainsi que
d’autres organismes similaires. Nous y évoquerons également les éléments essentiels du
diagnostic et de lutte contre cet agent pathogéne. Puisque nos travaux portent également
sur I'utilisation d’un adénovirus comme vecteur vaccinal, un chapitre de la revue de

littérature y sera consacré.



La seconde partie de cette these décrira les travaux de laboratoire effectués. Ainsi,
la construction de notre systéme vaccinal a savoir I’AdV5 non réplicatif exprimant la
P97c (rAdP97c) sera détaillée. Finalement, la capacité du virus rAdP97c a stimuler une
réponse immunitaire spécifique contre la P97c et une protection contre 1’infection

expérimentale de porcs par M. hyopneumoniae seront évaluées.



- REVUE BIBLIOGRAPHIQUE-



1. Généralités sur les Mollicutes

1.1 Définition et classification

Le terme « mycoplasme » est communément utilisé pour désigner les bactéries de
la classe des Mollicutes (du latin, mollis = mou ; cutis = peau), étymologiquement
«organismes a peau molle ou sans paroi». Au sens strict, ce terme devrait uniquement
désigner les especes du genre Mycoplasma dont fait partie par M. hyopneumoniae. La

9°™ siécle par Nocard et

premiére espéce de Mollicutes a été découverte 4 la fin du 1
Roux (1896). 11 s’agit de M. mycoides subsp. mycoides SC (small-colony), aujourd’hui
connu comme 1’agent étiologique de la pleuropneumonie bovine. Par la suite, au cours
des années, d’autres espéces ont été identifiées comme agents étiologiques des
pathologies importantes tant en médecine humaine que vétérinaire. Quelques-unes de

ces especes et les pathologies auxquelles elles sont associées sont revues au tableau 1.

La classification actuelle des Mollicutes comprend plusieurs ordres qui sont
présentés au tableau 2. L’ordre des Mycoplasmatales, dont fait partie M.
hyopneumoniae, est la plus importante en termes de nombre d’espéces répertoriées a
date et plusieurs d’entre elles ont un role pathologique en médecine humaine et
vétérinaire. D'aprés les analyses comparatives des séquences d'ARN ribosomal 168, les
Mollicutes sont phylogénétiquement plus proches des clostridies (bactéries du genre
Clostridium) que des autres bactéries a paroi. Comme les Mollicutes, les clostridies ont
un faible pourcentage en guanine (G) + cytosine (C). Il a été postulé que les
mycoplasmes dériveraient de ces bactéries suite & un processus dit d’évolution
régressive qui comprend la réduction de la taille du génome et la perte de la paroi

(Woese et al., 1980; Weisburg et al., 1989).
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1.2. Aspects structuraux et biochimiques

Tel que mentionné précédemment, les Mollicutes sont des microorganismes
dépourvues de paroi et incapables de synthétiser le peptidoglycane lequel est & 1’origine
de la structure rigide chez les bactéries & paroi. Leurs cellules sont simplement
entourées par une membrane plasmique de structure classique c’est-a-dire composée
d’une double couche lipidique et de protéines membranaires qui, contrairement a celle

des bactéries a paroi, est trés riche en lipoprotéines diacylées (Morr et al., 2002).

En raison de I’absence de paroi, les Mollicutes sont naturellement insensibles aux
B-lactamines (inhibiteurs de la synthése de la paroi) et 4 leurs analogues. Ils sont aussi
tres sensibles au choc osmotique (Razin ef al., 1998). Ils sont également sensibles a la
lyse par le systéme du complément et, par conséquent, leur croissance in vitro peut étre
inhibée par des anticorps spécifiques (Bredt et al, 1977). Toujours en raison du
manque de la paroi, les Mollicutes ont une apparence polymorphe et ne sont pas
colorables par la méthode de Gram. Toutefois, certaines espéces peuvent exhiber des
formes bien définies, soit ramifiées (par exemple M. pneumoniae), soit hélicoidales
(Spiroplasma). Ces espéces posseéderaient des éléments ressemblant au cytosquelette
qui assurent le maintien de ces formes (Trachtenberg, 2006; Balish, 2006). Par
exemple, les spiroplasmes produisent une protéine de 59 kDa appelée fib qui est
responsable de leur forme hélicoidale (Jacob et al, 1997). Chez M. pneumoniae,
plusieurs protéines dont celles désignées HWI1-3 sont impliquées dans sa
morphogenese filamenteuse. Ces protéines participent également a la formation des
structures en forme d’embouts «tip organelles» qui permettent a ce microorganisme
d’adhérer aux cellules de I’h6te (Rottem, 2003). Quant aux cellules de M.
hyopneumoniae, elles sont de forme ronde ou ovale, d’un diamétre moyen de 200 & 500
nm, et sont entourées par une capsule polysaccharidique qui assurerait une fonction

anti-phagocytaire (Tajima et al., 1985).
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La plupart des Mollicutes sont anaérobiques facultatifs. Ils utilisent comme source
principale d’énergie le métabolisme du glucose ou de 1’arginine (genre Mycoplasma) ou

encore de I’urée pour le genre Ureaplasma (Smith et al., 1993; Razin et al., 1998).

1.3. Aspect génomique

Depuis les dix derniéres années, les séquences génomiques de Mollicutes ont été
abondamment publiées: M. genitalium (Fraser et al., 1995), M. pneumoniae
(Himmelreich et al, 1996), U. urealyticum (Glass et al., 2000), M. pulmonis
(Chambaud et al, 2001), M. penetrans (Sasaki et al, 2002), M. hyopneumoniae
(Minion et al., 2004, Vasconcelos et al., 2005), M. mycoides (Westberg et al., 2004).
Tous ces génomes sont remarquables par leur petite taille comprise entre 500 et 1500
kpb. Le génome de M. genitalium (500 kpb) est le plus petit génome bactérien connu a
I’heure actuelle. 11 existe une certaine hétérogénéité génétique a 1’intérieur d’une méme
espece. Par exemple chez M. hyopneumoniae, une variabilité au niveau de la taille du
génome a €été constatée entre les souches J (897,405 pb), 7448 (920,079 pb) et 232
(892,758 pb). Cette variabilité est principalement due & la présence des séquences
répétées dont le nombre et la taille varient entre ces souches (Minion et al., 2004 ;
Vasconcelos et al., 2005). Elle se manifeste également au niveau de 1’expression des
protéines ou une différence de 25 a 30%, en termes de nombre total des protéines

exprimées, peut étre observée entre différentes souches (Calus et al., 2007).

Tel que déja mentionné, les génomes des Mollicutes sont aussi caractérisés par
leur richesse en adénine (A) et thymidine (T). En fait, ceux-ci ne comprennent qu’entre
23 et 41% de G+C tandis que chez les autres bactéries ce pourcentage est compris entre
25 et 70%. On pense que cette prédominance en A et T est a I’origine d’une pression
évolutive qui a conduit les Mollicutes (sauf les acholeplasmes et les spiroplasmes) & ne
pas utiliser le code génétique universel (Razin et al., 1998). En effet, ils utilisent le
codon stop universel TGA comme tryptophane (Peterson ef al., 1997). De ce fait, il est

indispensable de muter les codons TGA afin d’exprimer les génes qui en contiennent
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dans un systéme hétérologue, comme par exemple Escherichia coli (Inamine et al.,
1990, Cheikh Saad Bouh et al, 2003). Contrairement aux autres procaryotes, les
Mollicutes contiennent peu de codons GGN, CCN, GCN et CGN et, par conséquent,

peu de protéines riches en glycine, proline, alanine et en arginine.

Les Mollicutes se distinguent aussi par I’absence de nombreux génes qui sont
retrouvés chez la plupart des bactéries 4 paroi. A titre d’exemple, M. pneumoniae ne
possede que 677 genes contre 1703 chez Hemophilus influenzae et contre 4288 génes
chez E. coli (Razin et al., 1998). Ces génes manquants sont, entre autres, ceux
impliqués dans la biosynthése des acides aminés essentiels, de la biosynthése de la
paroi et de ceux codant pour les enzymes du cycle de Krebs. En revanche, les
mycoplasmes comme M. pneumoniae et M. genitalium disposent de nombreux génes
codant pour des protéines impliquées dans leur adhérence aux cellules de I’hdte. Ce qui
implique que I’évolution des mycoplasmes les a conduits a adopter un mode de vie
parasitaire, lequel est fondé sur la captation des ressources nutritives de 1’hdte. D’oul la

difficulté a les cultiver in vitro (Razin et al., 1998).

1.4. Croissance in vitro

Les Mollicutes peuvent étre cultivés sur des milieux acellulaires mais ils exigent
des milieux complexes ou bouillon de culture. En général, ces milieux de croissance
contiennent de fortes concentrations de sérum (environ 20%) et d’extrait de levure.
Ceci complique la compréhension de leurs voies métaboliques des ces microorganismes
ces milieux fournissent directement dans leur composition presque la totalité des
métabolites nécessaires. A I’exception des especes du genre Acheloplasma, la plupart
des Mollicutes ont besoin du cholestérol, lequel aide & stabiliser la membrane

plasmique, et des acides gras dans leur milieu de croissance (Razin et al., 1998).

Leur croissance est difficile et de durée variable selon les espéces et méme selon

les souches. En milieux liquides, les Mollicutes sont ensemencés en faisant des
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dilutions décimales pour éliminer des inhibiteurs tissulaires et éventuellement faire une
étude quantitative (Bébéar et Bébéar, 2007). Les milieux gélosés sont ensemencés en
touche et I’incubation a lieu de préférence en atmosphére humide & 5% de CO,. La
plupart des espéces forment de trés petites colonies Observables en microscopie
contraste de phase ou électronique et qui ont un aspect « d’ceufs sur le plat ou d’ceufs
frits » avec une zone centrale opaque et une zone périphérique étendue. Cela est due au
fait que les bactéries ont tendance a pénétrer dans la gélose ; le centre de la colonie
apparait donc foncé que la périphérie d’ou les bactéries sont plus en surface (Razin et

al., 1998).

En ce qui concerne la culture de M. hyopneumoniae, c’est le milieu PPLO «pour
Pleuropneumonia-Like Organims» ou de Friss (Friss, 1975) modifié qui sont les plus
utilisés. L’isolement primaire de ce mycoplasma peut nécessiter 7 a 30 jours
d’incubation, sous une atmosphére riche en CO, (Kobisch et Friis, 1996). Sa culture en
milieu liquide se fait dans un milieu supplémenté de glucose et de rouge de phénol
comme un indicateur de la croissance. La croissance de M. hyopneumoniae cause
I’acidification du milieu, ce qui se traduit par le changement de la couleur rouge du
milieu (due au rouge de phénol) en jaune-orangé. Une récente étude rapporte que les
souches plus virulentes de M. hyopneumoniae poussent relativement plus vite que les

souches moins virulentes (Meyns et al., 2007).

A cause de leur faible croissance, les Mollicutes ne troublent généralement pas le
milieu de culture. Cette propriété associée a leur petite taille (filtrable avec des filtres de
porosité 0,2 um) fait d’eux les plus importants contaminants de cultures cellulaires
(Wang et al., 2004). Les plus retrouvées dans les cultures cellulaires sont : M. arginini,
M. fermentans, M. hyorhinis, M. orale, and A.laidlawii (Ossewaarde ef al., 1996 ; Tang
et al., 2000). Ces espéces n’induisent aucune apparence particuliére et seuls des tests
spécifiques peuvent en détecter la présence. Toutefois, on peut observer lorsque les

cellules sont contaminées par ces microorganismes un changement du métabolisme
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cellulaire, une diminution la prolifération cellulaire et I’acidification du milieu de

culture (Wang et al., 2004).

2. Particularités de Mycoplasma hyopneumoniae

M. hyopneumoniae fait partic de 1’ordre Mycoplasmatales et la famille des
Mycoplasmataceae. Elle est ’agent étiologique de la PEP aussi connue sous le nom de
broncho-pneumonie enzootique. Cet agent pathogéne a été isolé pour la premiére fois
dans les années 1960 (Mare et Switzer, 1965), et depuis, il sévit continuellement dans

les élevages porcins a travers le monde.

2.1. Importance économique et épidémiologie

La PEP est une affection respiratoire chronique qui est retrouvée chez les porcs a
tout moment de leur stade de développement (Ross, 1992). Vu son importance, elle est
actuellement classée parmi les maladies porcines a surveiller par le MAPAQ (Ministére
de I’Agriculture, des Pécheries et de 1’ Alimentation du Québec) et la FPPQ (Fédération
des producteurs de porcs du Québec). Toutefois, on ne dispose pas de données précises
sur I’impact économique de la PEP au Québec et dans les autres provinces du Canada.
Par ailleurs, aux Etats-Unis d’Amérique, il a été rapporté que cette maladie occasionne
des pertes économiques de plus de 300 M$/an (Thacker et al., 2006). Ces pertes sont
associées a la baisse des performances zootechniques (par exemple la réduction du gain
moyen de poids (GMP) et & I’augmentation des coiits de médication pour combattre
non seulement M. hyopneumoniae mais aussi celle d’autres agents pathogénes porcins
dont il peut exacerber le pouvoir pathogéne (Thacker, 2006). En effet, M.
hyopneumoniae peut causer une réduction GMQ de 2,8 a 44,1% dépendamment de la
virulence de la souche impliquée et des conditions d’élevage (Straw ef al., 1989). Ce
ralentissement de croissance a pour conséquence directe une augmentation de 1’Age des

animaux a I’abattage de plusieurs jours, ce qui engendre des coiits additionnels de
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production a ’engraissement par animaux et, par conséquent, des pertes économiques

qui peuvent atteindre plusieurs milliers de dollars.

La crainte de la présence de M. hyopneumoniae dans les élevages porcins est
surtout due au fait qu’il peut potentialiser d’autres infections. En effet, il est considéré
comme un agent pathogene qui joue un role central dans le PRDC dans la mesure ou sa
présence est souvent associée a celle d’autres agents pathogénes comme Pasteurella
Multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae(APP), VSRRP et CVP-2 (Thacker, 2006).
L’APP est I’agent responsable de la pleuropneumonie du porc. Il est avec M.
hyopneumoniae parmi les bactéries qui causent le plus de dommages dans 1’industrie
porcine. L’APP produit des cytotoxines, désignées ApxI, ApxIl et ApxIIl, qui
affaiblissent le systéme immunitaire et causent des dommages tissulaires (Bossé et al.,
2002). Une récente étude, basée sur un modéle de co-infection de porcs suggére que M.

hyopneumoniae exacerbe I’infection de I’APP (Marois et al., 2009).

D’autres études expérimentales, également été basées sur les modéles de co-
infection, ont démontré que M. hyopneumoniae majore les signes cliniques et les
lésions macroscopiques et microscopiques ainsi que la réponse pro-inflammatoire
associés au VSRRP (Thacker et al., 1999, Thanawongnuwech et al., 2001). Ce virus est
responsable du SRRP qui est sans contredit la maladie virale la plus importante dans
’industrie porcine a travers le monde. Elle occasionnerait des pertes économiques
chiffrées a plusieurs millions de dollars /an rien qu’aux Etats-Unis (Zimmermann ef al.,
2006). Le SRRP se manifeste par des avortements, une augmentation des porcelets
mort-nés et de la mortalité dans les troupeaux reproducteurs, ainsi que des problémes
respiratoires importants surtout chez les jeunes porcelets (Rossow, 1998). Il est
également suggéré que M. hyopneumoniae exacerbe les pathologies dues au CVP-2
(Opriessnig et al., 2006), lequel est directement associé au syndrome de dépérissement

en post-sevrage (SDPS) chez les porcs (Maes ef al., 2008).
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La PEP est I’une des maladies les plus répandues dans la production porcine; on
estime que pres de 80% d’élevages a travers le monde sont infectés par 1’agent
pathogéne (Maes et al., 2008). Elle se transmet principalement par voie horizontale
suite & I’introduction d’un porc porteur et excréteur dans la ferme (Marois ef al., 2007,
Vicca et al., 2003). Une transmission via les aérogénes, sur une distance minimale de
3.2 km, serait également possible (Goodwin, 1985). La persistance de la PEP dans un
¢levage est attribuable aux truies qui contaminent les porcelets dans le cas d’un élevage
naisseur-finisseur. La persistance de la PEP dans les élevages est aussi due a la
présence des animaux porteurs mais asymptomatiques et qui, par conséquent, jouent le

role de réservoir de M. hyopneumoniae (Calsamiglia et al., 1999).

2.2. Symptomes de la pneumonie enzootique porcine

Les porcs infectés par M. hyopneumoniae présentent une légére hyperthermie et
de la toux seche non reproductive qui peut perdurer pendant plusieurs semaines. Cette
toux se manifeste généralement aprés une période d’incubation variant de 2 a 4
semaines (Kobisch et Friis, 1996). L’infection ne cause généralement pas de mortalité
au sein du troupeau, mais peut se manifester par un haut taux de morbidité. Les
animaux gravement touchés manifestent une perte de croissance ou du gain de poids
moyen quotidien (GMQ) par rapport aux autres. L’évolution de la maladie est
généralement d’allure chronique et est influencée par plusieurs facteurs incluant la
virulence des souches, le statut génétique des animaux, la présence d’autres agents
pathogenes et les méthodes d’exploitation de la ferme (Sibila et al., 2004 ; Meyns et al.,
2007).

M. hyopneumoniae induit une pneumonie catarrhale affectant généralement les
lobes antérieurs mais, en cas de surinfections, tous les lobes pulmonaires du porc
peuvent étre affectés. Ainsi, un exsudat de type séreux peut étre observé dans la
trachée, les bronches et les bronchioles. Les lésions pulmonaires macroscopiques

apparaissent généralement a partir de la quatriéme semaine post-infection et cicatrisent



16

au cours de I’évolution de la maladie. Durant la cicatrisation, on observe de profonds
sillons cicatriciels et une hépatisation de couleur rouge (Kobisch et Friss, 1996). Lors
de la phase aigué de I’infection, les examens histologiques montrent une pneumonie
interstitielle caractérisée par des infiltrats septaux péribronchiques et périvasculaires
contenant des cellules mononuclées (Kwon et al, 2002). Au cours de la phase
chronique ou de cicatrisation, on remarque la présence de nodules volumineux de tissu
lymphoréticulaire qui comprime la lumiére bronchiolaire (Kobisch et Marois, 2008). Il
semblerait que la cinétique de 1’apparition et la sévérité de ces lésions serait dépendente
de la virulence des souches et du statut sanitaire des animaux (absence ou présence

d’infections secondaires) (Vicca et al., 2003).

Tel qu’illustré a la figure 1, M. hyopneumoniae cause la perte progressive des cils
suivi d’une désquamation des cellules épithéliales respiratoires au niveau desquelles il
adheére (DeBey et Ross, 1994). L’'un des mécanismes suggéré pour expliquer ces
phénomenes serait la disruption des canaux ioniques. Celle-ci résulterait en une
augmentation de la concentration du Ca®" dans les cellules épithéliales. Ce mécanisme
est dépendant d’un récepteur couplé & la protéine G qui en stimulant la voie de
phospholipase C provoque la sortie du Ca®* du réticulum endoplasmique et ainsi son
accumulation dans le cytoplasme des cellules épithéliales (Park et al, 2002).
Récemment, Hwang et al., (2006) ont décrit que cette augmentation du Ca®" dans les
cellules épithéliales porcines ne serait pas dépendante de I’adhérence de M.
hyopneumoniae. En effet, ces auteurs ont observé in vitro que [’inhibition
del’adhérence du mycoplasme par un antisérum ne réduit pas de fagon significative la
production du Ca**. Toutefois, il n’a pas été précisé si cette inhibition de 1’adhérence a
été compléte ou partielle. Alors, ces mémes auteurs pensent que 1’augmentation du Ca®*
intracellulaire serait provoquée par un facteur soluble. Une lipoprotéine (mhp379) de
33 kDa a été suspectée comme un tel facteur en raison du fait que son activité

exonucléasique est dépendante du Ca®* (Schmidt et al., 2007).
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Figure 1. Observation par microscopie électronique a balayage de la trachée de
porcs infectés par M. hyopneumoniae. Le cliché A montre les cils vibratiles des
cellules ciliées de 1’épithélium trachéal, ainsi que des cellules & microvillosités chez un
porc sain. Les clichés B, C et D montrent les cellules épithéliales ciliées infectées par
M. hyopneumoniae 3 semaines post-infection (B) ol on observe des mycoplasmes a
’apex des cils vibratiles, et 5 semaines post-infection (C et D) ol on observe une
désquamation des cellules ciliées et la disparition des cils. Tirée de Kobisch et Marois,

2008.
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2.3. Diagnostic

- Diagnostic clinique et nécropsique: une toux séche et quinteuse, une diminution du
GMQ, un faible taux de mortalité et un fort taux de morbidité sont des indicateurs
cliniques qui peuvent orienter le clinicien vers I’infection & M. hyopneumoniae. Le
diagnostic nécropsique porte essentiellement sur 1’examen des lésions pulmonaires
macroscopiques et s’effectue le plus souvent a I’abattoir. Il est important dans la
mesure ou il donne un reflet direct sur 1’état sanitaire du troupeau et incite a la mise en
place de mesures de contrdle. L’examen des poumons se fait généralement par un
contrdle visuel et une palpation du parenchyme Ainsi, selon la grille de quantification
de lésions pulmonaires macroscopiques utilisée, il est possible d’attribuer une note de 0
a 4 décrivant I’étendue et/ou la sévérité des 1ésions pulmonaires. I1 est aussi possible de
quantifier directement les Iésions en attribuant un pourcentage globale & chacun des
lobes pulmonaires et ainsi déduire le pourcentage total de lésions pulmonaires

observées (Sorensen et al., 2006).

- Diagnestic bactériologique: ce type de diagnostic débute par la culture de 1’agent
pathogene isolé & partir d’écouvillons nasaux, des lavages broncho-alvéolaires (LBA)
ou de tissus pulmonaires. Cette méthode n’est cependant pas compatible avec un
diagnostic de routine, pour la simple raison que la croissance de M. hyopneumoniae est
trés lente et requiert un milieu de culture complexe. De plus, d’autres mycoplasmes qui
sont également retrouvés chez le porc, tels que M. hyorhinis et M. floculare, peuvent

compliquer son isolement (Kobisch et Friis, 1996).

- Diagnostic immunologique: le diagnostic de routine de M. hyopneumoniae est basé
sur la technique ELISA ou immuno-empreinte (diagnostic sérologique). Il cherche a
détecter les anticorps, essentiellement les IgG, produits chez les porcs infectés par
I’agent pathogéne dans le sérum. Ces anticorps peuvent aussi étre décelés dans le
colostrum et le LBA (Sorensen et al., 1992; Rautiainen et al., 2000). Le principal

avantage de cette approche est qu’elle peut se faire sur un grand nombre d’échantillons
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et qu’'elle est rapide. De plus, plusieurs trousses ELISA sont disponibles
commercialement. Il présente cependant des inconvénients tels que le délai de lent de
séroconversion (Murphy et al, 1993) et la possibilité d’avoir de faux positifs est
grande, en raison du fait que M. hyopneumoniae partage des déterminants antigéniques
avec d’autres mycoplasmes porcins (Freeman et al, 1984). Ce probléme peut
cependant étre évité en utilisant une seule protéine spécifique et conservée de I’agent

pathogene comme antigéne dans le test ELISA (Feld et al.,1992 ; Futo et al., 1995).

Il est aussi possible de diagnostiquer M. hyopneumoniae par immunofluorescence
a partir de coupes minces de tissus pulmonaires. Dans ce cas, les echantillons a
analyser sont marqués par un antisérum (IgG, IgM) couplé a un fluorochrome, et la
présence de I’agent pathogene est alors révélée sous forme d’un liseré fluorescent sur
I’épithélium bronchiolaire (L'Ecuyer et Boulanger, 1970). Les inconvénients majeurs de
cette approche sont qu’elle ne peut étre effectuée que post mortem, et peut également

fournir de faux positifs.

- Diagnostic moléculaire: Artiushin et al., (1993) ont démontré pour la premiére fois
qu’il est possible de détecter M. hyopneumoniae et de le différencier des autres
mycoplasmes porcins par la PCR. Les amorces utilisées ont permis d’amplifier un
fragment de 200 pb du géne de I’ARNr 16S a partir de I’ADN génomique M.
hyopneumoniae et non de M. hyorhinis et de M. flocculare. Toujours avec les amorces
ciblant le géne de I’ARNr 16S, Baumeister ef al., (1998) ont détecté M. hyopneumoniae
dans les LBAs et observé une bonne corrélation entre les résultats de PCR et ceux de
I'immunofluorescence. Une PCR imbriquée ou emboitée «nested PCR» a été
développée pour dépister M. hyopneumoniae dans les écouvillons nasaux. Cette PCR
nécessite peu d’ADN et est basée sur I’utilisation combinée de 2 paires d’amorces
(Calsamiglia et al., 1999, 2000). D’apres ces auteurs, cette approche fournit un taux de
succes supérieur & 50%. La PCR imbriquée a été aussi utilisée avec succés pour déceler
le mycoplasme dans les lavages trachéo-bronchoalvéolaires (Stark et al., 1998; Verdin

et al., 2000). Cependant, étant plus sensible que la PCR classique, cette technologie est
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susceptible de fournir de faux positifs (Stakenborg et al., 2006). D’autres techniques de
PCR comme la PCR multiplex (Stakenborg et al., 2006) ou en temps réel « real-time
PCR » (Dubosson et al., 2004 ; Strait et al., 2008) sont également mises a profit pour le

diagnostic de M. hyopneumoniae.

2.4. Pathogénése de M. hyopneumoniae

Peu de choses sont connues sur les mécanismes de pathogénése de M.
hyopneumoniae. Néanmoins, comme pour beaucoup d’autres mycoplasmes, ces
mécanismes comprennent son adhérence aux cellules hotes et sa capacité a moduler et a

éviter les réponses immunitaires du porc (Razin et al., 1998).

2.4.1. Adhérence aux cellules de I’hote

Pour la plupart des bactéries, ’adhérence aux cellules hotes constitue la premiere
¢tape de l’infection et de la colonisation du tractus respiratoire. Elle résulte de
I’interaction des protéines bactériennes appelées adhésines avec leurs récepteurs
exprimés a la surface de cellules de 1’hdte (Patti et Hook, 1994). C’est un processus qui
peut étre multifactoriel c’est-a-dire qui peut impliquer plusieurs protéines de surfaces
ou adhésines. Par exemple, chez P. multocida au moins 4 types d’adhésines
interagissent avec les composants de la matrice extracellulaire des cellules hotes
(Mullen et al, 2008). Plusieurs adhésines ont été également identifiées chez
Staphylococcus aureus (Clarke et Foster, 2006). Chez les mycoplasmes, la complexité
du processus d’adhérence est bien illustrée chez M. pneumoniae. Tel que mentionné
précédemment, ce mycoplasme forme des structures en forme d’embouts ou sont
localisées plusieurs protéines impliquées dans 1’adhérence (figure 2). Les protéines
désignées P40 et P90 sont intimement associées et jouent le rble d’adhésines
principales, tandis que celles désignées HMW et 3 sont des adhésines accessoires
(Rottem et al., 2003 ; Willby et al., 2004). La perte de I’une d’entre elles résulte en des
phénotypes peu ou non adhérents (Popham et al., 1997).
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Figure 2. Représentation schématique de la structure d’adhérence en forme
d’embout « tip organelle » de M. pneumoniae. Les différentes adhésines qui sont
directement (P1 et P30) ou indirectement (P40, P90, HMW1 et 3) impliquées dans
’adhérence du microorganisme aux cellules de I’héte sont indiquées en différentes
couleurs. Les bitonnets représentent les microtubules. La membrane plasmique est en

bleu ciel. Tirée de Rottem, 2003.

Contrairement & M. pneumoniae, M. hyopneumoniae n’élabore pas de structures
d’adhérence particuliéres (Zielinski, et. Ross, 1993). Plusieurs protéines sont suspectées
comme étant des adhésines. A ce jour, seule une d’entre elles désignée P97 a été est la
mieux caractérisée. Il s’agit en réalité d’une protéine qui a un poids moléculaire
supérieur &4 97 kDa mais qui est ainsi nommée en raison de sa migration au méme
niveau qu’une protéine d’environ 97 kDa sur un gel SDS-PAGE « pour Sodium

Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis» (Zhang et al., 1995 ; Hsu et al.,
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1997). La P97 est synthétisée sous forme d’une pré-protéine qui est clivée au niveau de
I’acide aminé 195 pour générer la P97 (Djordjevic et al., 2004). Selon ces auteurs, la
P97 est rarement sous sa forme compléte a la surface du mycoplasme. Elle subit
également d’autres clivages post-traductionnels et les fragments protéiques résultants
sont dispersés le long de la membrane du mycoplasme. L’ importance des modifications

dans I’adhérence ou la pathogénéese de M. hyopneumoniae n’est pas connue.

Tel que schématisé a la figure 3, la P97 contient dans sa portion C-terminale deux
régions, désignées RR1 et RR2, qui contiennent des motifs répétés (Hsu et Minion,
1998°). Le nombre de ces motifs répétés varie selon les souches de M. (Stakenborg et
al., 2006). La région RR1 qui est composée de motifs AAKPV(E) et serait directement
impliquée dans ’adhérence ; au moins 7 répétitions de motif AAKPV(E) y sont
requises (Hsu et Minion,1998°, Minion et al.,, 2000). La région RR2 comprend les
motifs GAE(S)PN(S)QGKKAE et interagirait avec les composants de la matrice

extracellulaire comme I’héparine sulfate (Jenkins et al., 2006).

La P97 a été identifiée comme une adhésine sur la base du fait que les anticorps
dirigés contre la région RR1 inhibent I’adhérence M. hyopneumoniae aux cellules
épithéliales respiratoires porcines in vitro (Zhang et al., 1995). Toutefois, les mémes
auteurs ont contacté que cette inhibition n’est que partielle, suggérant que d’autres
protéines sont aussi impliquées dans le processus d’adhérence du microorganisme.
Ainsi, une protéine de 102 kDa (P102) est aussi considérée comme une candidate car
elle est exprimée en opéron avec la P97 (Hsu et Minion, 1998°). Elle serait impliquée
dans 1’adhérence de M. hyopneumoniae en interagissant directement avec les cellules
hoétes ou en supportant I’activité de la P97 (Adams et al., 2005). Une autre adhésine
potentielle serait la P110. Celle-ci est composée d’une sous-unité de 54 kDa et de deux
sous-unités de 28 kDa. Il a été observé que les anticorps anti-P110 réduisent
I’adhérence du mycoplasme aux cellules cibles in vitro (Chen et al., 1998). Plus
récemment, une protéine nommée P159 a été considérée comme une candidate sérieuse.

Comme la P97, elle subit des clivages post-traductionnels et les produits des clivages
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sont aussi localisés a la surface membranaire de M. hyopneumoniae. De plus, elle se lie
également a I’héparine sulfate et augmente 1’adhérence du microorganisme a la ligne

cellulaire PK15 (lignée de cellules épithéliales porcine) (Burnett et al., 2006).

N+ 126 kDa

(n=15) (n=3)

l 97 kDa

69 kDa

22 kDa

Figure 3. Organisation de I’adhésine P97 de la souche 232 de M. hyopneumoniae.
La protéine est produite sous forme d’une pré-protéine de 126 kDa qui subit des
modifications post-traductionnelles en N et C-terminale pour générer des polypeptides
22, 28 et 66 et 97 kDa). Cette protéine contient deux régions répétées, RR1 et RR2 (les
unités de répétitions sont montrées). Les fléches indiquent les sites de clivage.

Aadaptée de Djordjevic et al., 2004.
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2.4.2. Interaction avec le systéme immunitaire

Comme la plupart des autres mycoplasmes, I’infection a M. hyopneumoniae
suscite une réponse immunitaire. Paradoxalement, cette réponse n’est pas incapable de
contrdler I’infection puis qu’elle est d’allure chronique. En générale, les infections a
mycoplasme ont un double effet sur le systtme immunitaire: sur-activation et

immunosuppression, ce qui provoquerait des pathologies associées (Razin et al., 1998).

2.4.2.1. Immunité non spécifique

Durant D’infection & M. hyopneumoniae, on observe une réduction des
macrophages et une accumulation des neutrophiles dans les LBAs (Okada ef al., 2000,
Sarradell er al, 2003). Il semblerait que cet agent pathogéne soit aussi capable
d’inhiber la phagocytaire (Asai et al, 1996). Il a été suggéré que cette inhibition
pourrait €tre liée a la forte production de prostaglandine E, (PGE;) qui observée dans
les LBAs des animaux infectés par I’agent pathogéne (Muneta et al., 2006). En effet,
cette la PGE; est bien connue comme un suppresseur de la phagocytose (Sergeeva et
al., 1997). Par ailleurs, elle favorise la réponse immunitaire de type Th2 et inhibe la
celle de type Thl (Betz et Fox; 1991). Elle aussi connue comme stimulatrice de la
production de cytokines pro-inflammatoires dont 1’IL-18 (Demeure ef al., 1997). Cette
cytokine a été directement associée a la persistance des infections certaines bactéries

pathogenes telle comme Listeria monocytogenes (Matthias et al., 2008).

I'y a de plus en plus d’évidences qu’une part de la pathogénése des mycoplasmes
est attribuée a une forte réponse inflammatoire (Razin et al., 1998). Dans les LBAs des
porcs infectés par M. hyopneumoniae, on dénote une forte sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires dont I’IL-1, I’IL-6, I’'IL-8, I'IL-18 et le TNF-o.. La production de TNF-
o correle avec D’activation des macrophages alvéolaires (Muneta et al, 2003).
L’implication de cette cytokine dans la pathogénése de M. hyopneumoniae a été
suggerée suite a ’observation que la réduction des lésions pulmonaires chez les porcs

vaccinés s’accompagne également de la baisse du niveau de TNF-o dans les LBAs
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(Okada et al., 2000). Le TNF-o est aussi connu pour stimuler I’activité cytotoxique des
macrophages, des lymphocytes T CD8+ et des cellules NK. Cette activité cytotoxique
serait responsable des lésions pulmonaires associées aux infections a mycoplasmes
(Razin et al., 1998). Le TNF-a stimule également la production d’IL-8, une chimiokine
impliquée dans le recrutement des neutrophiles (Kobayashi, 2006), lesquels causeraient
I’obstruction des voies respiratoires lors de I’infection par M. hyopneumoniae (Sarradell

et al., 2003).

2.4.2.2. Immunité spécifique

L’immunité spécifique induite par M. hyopneumoniae met en jeu a la fois les
lymphocytes B et T. Lors d’infections expérimentales, cellules ainsi que les
plasmocytes sont observés dans les BALT (bronchus-associated lymphoid tissue)
(Messier et al., 1990; Sarradell et al., 2003). Les plasmocytes sécréteurs d’IgA sont
majoritairement localisés dans le tractus respiratoire inférieur, alors que ceux
produisant les IgG sont principalement présents dans le tractus respiratoire supérieur
(Sarradell et al., 2003). Les anticorps anti-mycoplasme sont également détectés dans le
sang, mais la séroconversion est lente indiquant que 1’organisme est peu immunogéne
ou inhibe la réponse immunitaire de 1’hote. Il a été suggéré que les IgG et IgA
participent a I’opsonisation de M. hyopneumoniae et facilitent son élimination
(Marshall et al.,, 1995). En revanche, d’autres auteurs pensent que la réponse humorale
ne joue qu’un rdle limité dans la protection contre cet agent pathogene, car il persiste
dans les BALT en dépit de la présence d’IgG et d’IgA (Simecka, 2005; Djordjevic et
al., 1997).

Suite a I’infection par M. hyopneumoniae, on observe une augmentation marquée
des cellulles T CD4+ et une réduction des cellules T CD8+ dans les LBAs (Sarradell et
al., 2003). Cette activation excessive des lymphocytes T CD4+ pourrait jouer un rdle
important dans la pathogénése du mycoplasme. En effet, chez la souris, il a été constaté

que la déplétion des cellules T CD4+ réduit et retarde la pneumonie causée par M.
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pulmonis. En revanche, celle des cellules T CD8+ favorise la prolifération des
lymphocytes T CD4" et exacerbe la pneumonie (Jones ef al., 2002). Il a été également
observé que la déplétion des lymphocytes T CD4+ chez les porcs réduit la sévérité des
lésions pulmonaires causées par M. hyopneumoniae suggérant que ces cellules

pourraient étre impliquées dans sa pathogenése (Tajima et al., 1985).

Certaines études avancent que M. hyopneumoniae inhibe la réponse 4 médiation
cellulaire. Cette hypothése est basée sur le fait les PBMCs « pour Peripheral Blood
Mononuclear Cells » provenant des porcs infectés par M. hyopneumoniae proliférent
moins en présence d’un mitogéne comme la concanavaline A que celles de animaux
non infectés (Kishima et Ross, 1985 ; Fagan et al., 1996). Des études rapportent aussi
que M. hyopneumoniae peut avoir une activité mitogénique non spécifique sur les
lymphocytes T et B (Messier et al., 1990 ; 1991). Une telle stimulation de cellules
immunitaires serait la cause des pathogies dues aux Mollicutes de lésions au site

d’infection B (Razin ef al., 1998).

2.4.2.3. Evasion du systéme immunitaire

Comme de nombreux agents pathogénes, les Mollicutes possédent la capacité de
modifier de fagon itérative certains de leur antigénes, plus particuliérement les
lipoprotéines (Razin et al.,1998). Ce mécanisme de variation antigénique peut
permettre la persistance de I’infection car le systtme immunitaire doit pour chaque
nouvel antigene développer une nouvelle réponse. Ce phénoméne est bien décrit in
vitro chez M. hyopneumoniae (De Castro et al, 2006) ainsi que chez d’autres
mycoplasmes (Theiss et al., 1993 ; Droesse et al., 1995 ; Ma et al., 2007 ). Toutefois, le

lien avec I’évasion du systéme immunitaire n’est pas encore clairement établi.

La capacité de certaines espéces de Mollicutes a se loger dans les cellules hétes
non-phagocytaires a ét¢ démontrée (Rottem, 2003). Cela remet en cause le concept que

les mycoplasmes soient strictement des parasites extracellulaires. Cette localisation
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intracellulaire pourrait donc étre un autre moyen efficace pour échapper a la réponse

immunitaire de I’hdte et I’action des antibiotiques.

2.5. Mesures de lutte contre M. hyopneumoniae
L’élimination de M. hyopneumoniae est difficile et plusieurs mesures sont utilisées
pour réduire la prévalence de cet agent pathogéne dans les élevages afin de limiter les

pertes économiques encourues.

2.5.1. Antibiothérapie

Il y a peu de principes actifs contre les Mollicutes. En raison de 1’absence de
paroi, ils sont naturellement insensibles aux B-lactames. Ils sont aussi insensibles aux
sulfamides car ils ne synthétisent pas 1’acide folique. De plus, ils sont également
résistants a l'acide nalidixique (inhibe la réplication d’ADN des bactéries Gram -) et &
la rifampicine car leur ARN polymérase différe par sa structure de I’ARN polymérase
des eubactéries (Thomas et al., 2000 ; Mateusen et al., 2001 ; Le Carrou et al., 2006).
Néanmoins, un certain nombre d’antibiotiques sont actifs contre M. hyopneumoniae et
leur choix s’effectue en fonction de la voie d’administration, la biodisponibilité de la

molécule dans I’appareil respiratoire, et de certaines conditions zootechniques.

Les macrolides et apparentés (tylosine, tiamuline, lincomycine etc...) inhibent la
synthése protéique : ils empéchent 1'élongation de la chaine peptidique en se fixant a la
sous-unité 50S des ribosomes bactériens. Ce sont des antibiotiques bactériostatiques
avec une grande affinité pour les sécrétions bronchiques et sont les plus utilisés contre
M. hyopneumoniae. Ces antibiotiques peuvent étre incorporés dans la moulée (Vicca et
al., 2005). Les tétracyclines (Chlortétracycline, oxytétracycline, doxycycline) sont aussi
des inhibiteurs de la syntheése protéique. Ils semblent &tre efficaces aussi bien par voie
orale que parentale (Bousquet et al, 1998). Toutefois, une résistance de 1’agent
pathogeéne vis-a-vis de ces antibiotiques a été rapportée (Innato et al., 1994, Vicca et

al., 2004, Stakenborg et al., 2005).
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Le moment ou les antibiotiques sont administrés aux porcs conditionne en partie
la réussite du traitement. Nous pouvons distinguer en gros deux schémas
thérapeutiques : le premier dit classique, consiste a traiter les animaux lors de
I’apparition des signes cliniques : plus le traitement est précoce par rapport au moment
de I’infection, plus son efficacité est grande (Le Grand et Kobisch, 1996). L’association
de plusieurs antibiotiques (macrolides et tétracyclines) est souvent réalisée et résulte en
de meilleurs résultats. Le probléme est que cela est coiiteux pour les éleveurs et favorise
’apparition des souches résistantes (Stakenborg et al., 2005, Le Carrou et al., 2006).
L’autre schéma thérapeutique est dit empirique ou traitement séquentiel «pulse
dosing». Il est couramment pratiqué aux Etats-Unis et consiste & traiter tous les
animaux sur de courtes périodes répétées (2-5 jours) durant la période d’engraissement
Cette approche réduirait les cotits de traitements et de permettrait aux animaux de

développer une immunité vis-a-vis du mycoplasme (Walter e al., 2000).

En dépit du fait que ses effets positifs en termes de réduction des pertes
économiques causées par M. hyopneumoniae, 1’usage des antibiotiques dans la
nourriture d’animaux destinés au commerce souléve de plus en plus de questions auprés
du public et des autorités réglementaires. De plus, 1’antibiothérapie est trés cofiteuse et,
ce faisant, bien souvent mal suivie par les éleveurs et difficile & mettre en place, en
particulier dans les pays en voie de développement. Et, méme un bon traitement

n’élimine pas 1’agent pathogéne.

2.5.2. Mesures zootechniques et préventives

Les mesures zootechniques contre la PEP visent a optimiser les conditions
environnementales et d’élevages afin de réduire au maximum les facteurs de risque et
de minimiser I’expression de la maladie (Maes et al, 2008). Ces mesures
comprennent entre autres:
- I’évaluation systématique du statut sanitaire et sérologique du troupeau.

- la mise en quarantaine des animaux suspects ou positifs.
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- la ségrégation d’animaux d’4ge et d’origines différentes. Cela a pour but de minimiser
le risque d’introduction de différentes souches de M. hyopneumoniae ainsi que d’autres
agents pathogénes comme le VSRRP et CVP-2 qui peuvent concourir & I’expression du
développement du PEP (Maes et al., 2008).

- La réduction de la densité des troupeaux. Toutefois, les études portant sur cet aspect
ont fourni des résultats contradictoires. En France, il a été observé qu’une densité
animale trop grande augmente le risque de transmission de M. hyopneumoniae (Pointon
et al., 1985). En Norvege, une corrélation a été également notée entre la fréquence
d’apparition de la PEP et la taille des troupeaux (Flesja et Solberg, 1984). Tandis qu’en

Belgique, aucune corrélation n’a été observée (Maes et al., 2001).

Les mesures préventives quant & elles visent a limiter la présence de M.
hyopneumoniae dans les élevages. Différentes approches peuvent étre employées : la
premi€re consiste & produire des animaux exempts d’organismes pathogénes
spécifiques ou SPF « Specific Pathogen Free» ce qui implique que la mise-bas doit étre
effectuée par césarienne ou hystérectomie et 1’élevage dans un milieu stérile (Twiehaus
et Underdahl, 1975). Une autre approche est le systéme du tout plein, tout vide « all in,
all out». Celle-ci préconise de séparer les animaux en fonction de leur age. Cette
ségrégation réduit la transmission de 1’agent pathogéne des plus vieux aux plus jeunes
et renforce ’homogénéité du troupeau (Clark et al, 1989). Le systtme de sevrage
précoce ou « Isowean» préconise quant a lui de sevrer les porcelets trés tot aprés la
mise-bas et de les élever dans des sites isolés pour prévenir leur contamination (Harris
et al.,, 1990). Enfin, le systtme de sevrage hatif médicamenté ou MEW (Medicated
Early Weaning) implique que, durant la gestation et immédiatement aprés la mise-bas,
les truies soient traitées intensivement aux antibiotiques et que les porcelets soient
separés des truies, avant méme la prise du colostrum, et maintenus sous antibiotiques
pendant une période d’au moins 10 jours. Le syst¢tme MEW est appliqué en Amérique
du Nord. D’aprés certaines études, il prévient relativement bien 1’établissement de

I’infection par M. hyopneumoniae (Alexander et al., 1980).
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En definitive, la mise en place de ces mesures est lourde et requiert un
encadrement technique et des coits financiers considérables qui sont difficilement
supportables par la plupart des éleveurs (Maes et al., 2008). La vaccination est donc
I'une des meilleures pistes indiquées pour parvenir & réduire la prévalence M.

hyopneumoniae dans les élevages porcins.

2.5.3. Vaccination
2.5.3.1. Généralités

Le but de la vaccination est de permettre aux sujets vaccinés de développer une
reponse immunitaire adaptive spécifique vis-a-vis d’un agent infectieux. Le type de la
reponse induite prédominante, humorale (de type Th2) ou 4 médiation cellulaire (de
type Thl), dépend du type de vaccin, de I’effet adjuvant et de la maniére dont
I’antigéne est apprété par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) pour ainsi étre
présenté aux cellules lymphocytaires (Levine et Sztein, 2004). Quelque soit leur mode
de préparation, on peut classer les vaccins en deux grandes catégories : les vaccins

inertes ou tués et les vaccins vivants ou attenués.

Les vaccins inertes stimulent la réponse immunitaire en présentant 1’antigéne par la
voie exogeéne. Dans ce cas, I’antigéne est tout d’abord endocyté puis dégradé en
peptides (d’environ 13 a 34 acides aminés) dans I’endosome de la cellule présentatrice
d’antigenes (CPA). Par la suite, I’endosome fusionne avec une vésicule de I’appareil de
Golgi contenant la molécule du CMHII ; dans I’endosome, la chaine invariante Ii est
dissociée de la molécule du CMHII et peut alors fixer le peptide antigénique. Apres la
fusion de la vésicule de Golgi avec la membrane plasmique cellulaire, le peptide
antigénique est exposé la surface de la CPA puis reconnu par le TCR, pendant que la
molécule du CMHI interagit avec la molécule CD4 qui est exprimée a la surface du
lymphocyte T CD4". Une fois activée, ce dernier sécréte les cytokines de type Th2 qui
vont orienter la réponse immunitaire de préférence vers le type Th2 (Romagnani,

1997). Les vaccins inertes peuvent aussi stimuler une réponse de type Thl lorsqu’ils



31

sont admintrés en présence d’adjuvants qui favorisent ce type de réponse (Wales et al.,
2007). 11 est a noter que certains vaccins internes comme ceux & ADN nu présentent
’antigéne par voie endogéne, comme le font les certains vaccins vivants, et stimulent

une réponse immunitaire de type Thl ou & médiation cellulaire.

En revanche, les vaccins vivants qui sont capables de pénétrer dans les CPA
présentent 1’antigéne par la voie endogéne. Par cette voie, ’antigéne exprimé est
dégradé en peptides (d’environ 8 a 10 acides aminés) dans le cytosol des CPA. Le
peptide antigénique est ensuite transporté par la molécule TAP (pour Transporter
associated with Antigen Processing) dans le réticulum endoplasmique ou il est chargé
sur la molécule du CMHI puis exposé a la surface cellulaire. Le complexe peptide
/CMHI est reconnu par le complexe TCR/CDS a la surface du lymphocyte T CD8+ qui
est alors activé. Cette activation requiert la présence de molécules de co-stimulation
portées par la CPA et le lymphocyte T CD8+ (Germain et Stefanova, 1999). Une fois
activée, ce dernier se différencie en lymphocytes T cytototoxiques (CTL) grice a I’aide

apportée par les cellules T CD4+ de type Thl.

Les cellules CTL ont pour but d’éliminer les cellules infectées par un agent
pathogene ou les cellules cancéreuses. Pour cela, ils utilisent plusieurs mécanismes.
Tout d’abord, les cytokines (comme le TNF-o et I'INF-y ayant une action cytotoxique)
sont sécrétées a proximité des cellules cibles entrainant ainsi leur mort. Toutefois, le
mécanisme de référence est la cytotoxicité médiée par la voie perforine/granzyme. La
perforine rélarguée par les CTL induit la mort des cellules cibles en formant des pores
dans la membrane plasmique. En plus de cela, la lyse est accompagnée d’une
détérioration cellulaire qui est, quant a elle, médiée par des sérines protéases appelées
granzymes. Ces protéases induisent une apoptose rapide des cellules cibles aprés leur
entrée dans ces mémes cellules qui est facilitée par les pores membranaires formées par
la perforine (Peters et al., 1991; Lowin et al.;1995). Les granzymes impliquées dans la
lyse cellulaire sont les granzymes A et B: les granzymes B induisent I’apoptose de la

cellule cible via une voie dépendante des caspases tandis que les granzymes A
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emmenent & un programme de mort cellulaire indépendant des caspases (Sutton et al.,

2003).

Il est & noter que les vaccins inertes peuvent également susciter une réponse de
type Thl ou CTL via le processus de présentation croisée ou « cross-presentation »
(Heath et Carbone, 2001). La présentation croisée désigne une voie de processing
supplémentaire, propre aux cellules dendritiques, qui donne & des antigénes internalisés
I’accés aux mécanismes décrits plus haut, permettant leur dégradation, transport et
assemblage avec les molécules du CMH-I. Elle permet aux cellules dendritiques de
déclencher et de soutenir la réponse cellulaire cytotoxique contre des agents pathogénes
qui ne les infectent pas. Par rapport au processing des protéines endogénes, la
présentation croisée implique la communication entre la voie endosomique, responsable
de I’acquisition des antigenes, et les compartiments impliqués dans leur processing, le
cytosol et le RE. La nature précise de cette communication reste incertaine, mais
plusieurs modéles ont été proposés (Saveanu et van Endert 2005). Un premier modéle
proposait 1’existence d’un mécanisme de transport membranaire entre les endosomes et le
cytosol, qui permettait aux antigenes internalisés d’accéder au pool d’antigénes
cytosoliques. Un autre modele est celui du « RE-phagosome ». Il suggére au contraire que
le phagosome, formé avec un apport important de membranes et de protéines du RE,
fonctionnerait comme un compartiment spécialisé qui associe tous les éléments requis
pour le processing des antigénes. Cependant, une analyse rigoureuse n’a pas confirmé une
contribution de membranes du RE a la formation du phagosome, mettant ainsi en doute le
modele du RE-phagosome. Par ailleurs, ce modele intégre difficilement le réle important,
dans la cross-presentation, du routage des molécules de classe I dans la voie endosomale
(Lizee et al., 2003). En conclusion, il n’existe pas encore de modéle précis permettant de

décrire les détails du mécanisme cellulaire de la cross-presentation.
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2.5.3.2. Paradigme de la réponse Thl et Th2

Depuis le début des années 1970, il était généralement accepté que les
lymphocytes T étaient composés de deux types. Ceux qui expriment le marqueur CD4
et ceux qui expriment le marqueur CD8. Cependant, il a été formellement démontré en
1986 que les lymphocytes T CD4+ murins pouvaient étre subdivisés en deux sous
groupes, désignés Thl et Th2 sur la base de leur profil cytokinaire (Mosmann et al.,
1986). Cette conclusion a été confirmée chez I’Humain suite aux travaux de Parronchi
et al., (1991). Tel que schématisé a la figure 4, les cellules Thl secrétent I’ INF-y et IL-
2 lesquels stimulent les lymphocytes B a produire les anticorps de type IgG2a et
soutiennent la réponse immunitaire CTL. Tandis que les cellules Th2 produisent des
cytokines de type Th2 dont I’'IL-4, IL-5 et I’IL-13 qui favorisent la production d’IgE et
d’IgG1 par les lymphocytes B.

Suite & la vaccination, plusieurs facteurs influencent le développement de la
reponse immunitaire vers le type Thl ou vers le type Th2. Tout d’abord le type de
vaccins. Tel que mentionné précédemment, les vaccins présentant les antigénse aux
cellules T par voie exogéne stimulent de préférence une réponse immunitaire de type
Th2 ou humorale alors que ceux présentant 1’antigéne de maniére endogéne suscitent
une réponse immunitaire de type Th1 ou & médiation cellulaire. La nature de 1’antigéne
vaccinal lui-méme (dans le cas des vaccins sous-unitaires) et sa dose peuvent aussi
influencer le type de la réponse. En effet, les antigénes dits « T-cell indépendants»
activent les lymphocytes B de maniére polyclonale sans 1’aide des cellules TCD4+. Ce
sont généralement les lipopolysaccharides (LPS) des bactéries gram™ ou des antigénes
dans lesquels un épitope immunodominant est sous forme polymérique. Les antigénes
T-cell indépendants stimulent principalement la production d’IgM et n’induisent pas
une mémoire immunologique. En revanche, les antigénes dits « T-cell dépendants »
requiérent la participation des cellules T CD4+ pour activer les lymphocytes B. Ils
stimulent la production aussi bien d’IgM que d’IgG, d’IgA et d’IgE, et inducent une
réponse immunologique. De fortes doses de ces antigeéne favorisent la réponse de type

Th1 tandis que de faibles doses favorisent une réponse de type Th2 (Liew, 2002).
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Figure 4. Voies classiques de stimulation et de régulation des lymphocytes Th1 et
Th2. Le méme précurseur (TyP) peut se différencier en lymphocytes ThO, Thl ou Th2
dépendamment de ’environnement de cytokines. Fonctionnellement, les lymphocytes
Thl médient la destruction des agents pathogénes intracellulaires et aident les
lymphocytes B & produire les IgG2a. Les Th2, pour leur part, soutiennent la production
d’IgG1 par les lymphocytes B et aident a la protection contre les agents pathogénes
extracellulaires. Les deux types de cellules Th1 et Th2 peuvent inhiber les fonctions des
unes ou des autres par le biais d’une forte production d’INF-y ou d’IL-4,

respectivement Tirée de Liew, 2002.
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I est important de noter que le paradigme Th1/Th2 n’est pas clairement défini
chez le porc. En effet, les lymphocytes T porcins possédent des caractéristiques
biologiques qui les différent de ceux de I’Humain et de la souris. Par exemple, les
lymphocytes T double positifs (CD4+CD8+) peuvent étre trouvés dans les sites extra-
thymiques chez les porcs sains, alors que cette population est présente chez 1’Humain et
chez la souris seulement lors de pathologies (Charerntantanakul et Roth, 2006). I a été
aussi décrit que les lymphocytes CD4+CD8+ agissent comme des cellules Th et
expriment les molécules du CMHII (Saalmuller ef al., 2002), ce qui n’est pas le cas
chez I’Humain et la souris. De plus, on dénombre plus de cellules CD8+ que CD4+
dans le sang périphérique alors que ce rapport est inversé chez les deux autres espéces

(Roth et Thacker, 2006).

2.5.3.3. Implication de la réponse Th1 ou Th2 contre M. hyopneumoniae

Le role de la réponse de type Thl ou Th2 dans la protection contre M.
hyopneumoniae n’est pas clairement défini. M. hyopneumoniae est considéré comme un
agent pathogene extracellulaire. De ce fait, la réponse de type Th2 ou humorale devrait
jouer un réle clé dans la protection. Il est postulé que les IgA sécrétoires bloqueraient
I’adhérence de M. hyopneumoniae aux cellules respiratoires ciliées, tandis que les IgG
seraient impliqués dans l'opsonophagocytose de 1’agent pathogéne (Sheldrake et al.,
1993). Toutefois, Djordjevic et al, (1997) ont observé que la réponse humorale ne
correle pas avec la protection contre 1’agent pathogéne. Par ailleurs, il y a de plus en
plus d’évidences que les mycoplasmes sont capables de s’établir et persister a
intérieur des cellules de I’héte (Rottem, 2003). De ce fait, la réponse de type Thl
pourrait jouer un rdle crucial dans la protection contre M. hyopneumoniae. En effet, il a
été observé que la protection contre 1’agent pathogéne corréle avec la sécrétion de
I'IFN-y par les PBMCs (Thacker et al., 2000). L’IFN-y est I'un des principaux
médiateurs de la résistance a l'infection des bactéries intracellulaires puisqu'elle est
inductrice des mécanismes bactéricides des macrophages (Nathan ef al., 1984). Elle est

déterminante dans I’immunité protectrice contre divers agents pathogénes tels que
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Mpycobacterium tuberculosis (Cooper et al, 1993) et Staphylococcus aureus

(Beekhuizen et al., 2007).

2.5.3.4. Vaccins existants contre M. hyopneumoniae

Les vaccins contre M. hyopneumoniae qui sont actuellement disponibles dans le
commerce sont exclusivement de type inactivé. Ils sont préparés a partir d’une souche
inactivé du microorganisme et sont communément appelés bactérines car ils
contiennent théoriquement tous les antigénes de 1’agent pathogéne. Parmi ces vaccins,
on peut citer ceux qui sont commercialisés sous 1’appellation M+PAC®, Ingelvac®
M.hyo-1, Suvaxyn® MH-one; et Stellamune® Mycoplasma. Ces vaccins sont tous
injectables et adjuvantés. Des études indépendantes démontrent que ces vaccins sont
efficaces contre PEP : ils réduisent de fagon significative le taux de pneumonie et
préviennent la perte de croissance associée a I’infection & M. hyopneumoniae chez les
animaux vaccinés (Thacker et al.,, 1998; Baccaro et al., 2006). Par ailleurs, des études
décrivent aussi que ces vaccins n’empéchent pas la transmission de 1’agent pathogéne
et donc le statut de porteur (Meyns et al., 2007; Sibila et al., 2007). Ceci s’expliquerait
par le fait que ces vaccins sont administrés par voie parentérale et, par conséquent, ne
suscitent pas une forte réponse immunitaire au niveau des muqueuses respiratoires,

lesquelles constituent la porte d’entrée et le lieu d’infection de M. hyopneumoniae.

Tel qu’illustré a la figure SA, les bactérines commerciales peuvent différer dans
leur composition antigénique (Thacker er al, (1998). Cela serait lié au fait que
différentes souches de M. hyopneumoniae sont utilisées dans la préparation de ces
bactérines. Par conséquent, le degré de protection contre la PEP varie aussi parmi les
différents bactérines (figure 5B). Le niveau de protection serait surtout influencé par la

qualité et non par la quantité des antigénes présents dans la bactérine.
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les bactérines anti-M. hyopneumoniae. Tirées de Thacker et al., 1998.
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Malgré leur efficacité, les bactérines imposent quelques contraintes. Par exemple,
il est conseillé d’évaluer le statut sérologique des porcelets avant de les vacciner, car il
a été décrit que les anticorps colostraux peuvent réduire 1’efficacité du vaccin (Beilage
et Schreiber, 2002). Il est aussi conseillé d’examiner le statut sanitaire de 1’élevage
puisque certaines infections intercurrentes telles que celle du CVP-2 peuvent étre
exacerber suite a la vaccination avec les bactérines anti-M. hyopneumoniae (Opriessnig
et al., 2006). Un autre inconvénient majeur des bactérines est qu’elles ne permettent pas
de différencier, par les tests de diagnostic sérologiques, les animaux vaccinés de ceux

qui ont été naturellement infectés.

2.5.3.5. Vaccins expérimentaux

Afin de pallier aux inconvénients des bactérines, des vaccins sous-unitaires sont
en cours de développement. Ces vaccins visent : (i) @ éviter le probleme de variabilité
antigénique qui selon certains auteurs explique la protection partielle de certaines
bactérines dans les conditions de champ (Haesebrouck et al., 2004), (ii) & induire une
réponse immunitaire mucosale au niveau du tractus respiratoire et susciter une a la fois
une réponse immunitaire de type Thl et de type Th2; (iv) de permettre autant que
possible la différenciation entre les porcs vaccinés et ceux infectés. Ces vaccins doivent

aussi étre faciles a produire en grande quantité.

Jusqu'a date peu de choses sont connues sur la nature des antigénes protecteurs de
M. hyopneumoniae ainsi que sur leur degré d’homologie ou de conservation parmi les
souches. Néanmoins, on sait que 1’adhésine P97 est immunogénique et est retrouvée
chez toutes les souches du mycoplasme qui ont été étudiées a ce jour (Wilton et al.,
1998 ; Stakenborg et al., 2006). Comme décrit précédemment, cette protéine contient
deux régions RR1 et RR2 qui sont impliquées dans I’interaction de M. hyopneumoniae
aux cellules épithéliales et a la matrice extracellulaire de I’héte. De ce fait, I’essentiel
des vaccins sous-unitaires qui sont actuellement en développement cible la région RR1

de la P97. Le premier vaccin impliquant la P97 comme antigéne a été testé par King et
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al., en 1997. Ces auteurs ont observé que la vaccination de porcs avec la P97, sous la
forme d’une protéine recombinante complexée a I’adjuvant de Freund, réduit la
pneumonie causée par M. hyopneumoniae. Toutefois, ils n’ont pas noté une différence
significative avec les animaux non vaccinés, rapportent en méme temps ces auteurs.
Cette faible protection serait attribuée au type de vaccin utilisé. En effet, il est bien
connu que les protéines recombinantes induisent de préférence une réponse
immunitaire humorale au niveau systémique et celle-ci ne serait pas suffisante pour
conférer une protection effective contre M. hyopneumoniae (Messier et al., 1990 ;
Thacker et al., 2000). Cette faible protection serait aussi due a la voie intramusculaire
d’inoculation du vaccin qui généralement ne résulte pas en la stimulation d’une réponse
immunitaire mucosale. Celle-ci est généralement induite si I’antigéne est complexé a un
adjuvant comme la toxine détoxifiée du cholera (CT) ou la sous-unit¢é B de
I’entérotoxine labile & la chaleur d’E. coli qui sont capables de stimuler une telle
réponse (Freytag et Clements, 1999). L’importance de I’immunité mucosale contre M.
hyopneumoniae a été mise en évidence par Shimoji et al., (2003) qui ont observé que la
vaccination de porcs par voie intranasale avec la souche YS-19 d’Erysipelothrix
rhusiopathaie exprimant la région RR1 de la P97 réduit de maniére significative la

sévérité de la pneumonie induite par M. hyopneumoniae.

D’autres approches vaccinales utilisant également la région RR1 de la P97 ou
d’autres antigénes sont aussi décrites dans la littérature mais n’ont pas, a notre
connaissance, fait I’objet d’évaluation chez le porc contre I’infection épreuve par
I’agent pathogéne. Par exemple, il est rapporté qu’un vaccin chimérique composé de la
région RR1 de la P97 fusionnée a la sous-unité B de I’entérotoxine labile a la chaleur
d’E. coli induit une réponse systémique et mucosale de type Thl et Th2 anti- RR1 chez
la souris (Conceigao et al., 2006). D’autre part, Chen et al., (2006) ont décrit que
I’'immunisation intranasale de souris avec une souche atténuée de Salmonella
typhimurium exprimant la région RR1 suscite une réponse Th1 et la production sérique
d’IgG anti-R1 mais pas celle d’IgA au niveau des muqueuses respiratoires. Finalement,

il a été trouvé qu’un vaccin 8 ADN exprimant ’antigéne P42 induit une réponse de type
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Thl (présence d’IgG2a) et Th2 (présence d’IgG1) chez la souris et que ces anticorps

sont capables d’inhiber in vitro la croissance de M. hyopneumoniae (Chen et al., 2003).

Notre projet de recherche s’inscrit également dans la démarche de développement
d’un vaccin sous-unitaire contre M. hyopneumoniae. Nous avons envisagé d’utiliser un
adénovirus comme vecteur de la P97 pour des raisons qui seront expliquées dans la

section suivante.

3. Adénovirus
3.1. Définition et classification

Les adénovirus (AdV) ont été identifiés en 1953 a partir de prélévements
d’amygdales et de sécrétions respiratoires d’enfants infectés et de militaires atteints
d’infections respiratoires aigués (Rowe et al., 1953). Depuis cette date, les adénovirus
ont été retrouvés chez de nombreux hotes et ils sont regroupés dans une seule famille
virale nommé Adenoviridae. Tel qu’illustré a la figure 6, la classification actuelle des
AdV, établie sur la base d’identité de séquences de certains génes, regroupe 4 genres
(Davison et al., 2003). Les AdV du genre Mastadenovirus infectent une large gamme
de mammiféres. Le genre Aviadenovirus infecte uniquement les oiseaux. Les Ads du
genre Atadenovirus se caractérisent par un fort pourcentage de A+T au sein de leur
génome, d’ou leur nom. Ce genre comporte une variété assez importante d’hotes
similaires 4 ceux des genres précédents. Le genre Siadenovirus, ne comporte
actuellement que deux espéces, le FrAdV-1 et TAdV-3 qui ont été isolées chez une
espéce de grenouille et les oiseaux, respectivement. Leur génome contient un géne
codant pour une sialidase, d’ot leur nom. Enfin, le seul adénovirus connu pour infecter
les poissons est génétiquement plus éloigné des 4 premiers genres et pourrait constituer

le cinquieme genre de la famille des Adenoviridae.

Chacun de ces genres renferme plusieurs sérotypes qui sont différenciés sur la base de

leur résistance a la neutralisation par des anticorps induits par d'autres sérotypes et qui
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Figure 6. Classification des adénovirus. Basée sur la comparaison des séquences de
génes codant pour I’hexon. Les différents genres et leurs espéces sont illustrés en
différentes couleurs. Les abréviations des noms des virus sont indiquées a la fin des
branches : B, bovin; C, canin; D, canard; E, équine; F, volaille; Fr, crapaud; H,
Humain; M, murin; O, ovin; P, porcin; Po, opossum; Sn, serpent; T, dinde; Ts, Tupaia.
(Tirée de Davison et al., 2003).
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sont répartis en différents groupes. Par exemple, chez ’Humain il y a au moins 51
sérotypes qui sont subdivisés en 6 groupes (A-F) (Ebner et al., 2006). C’est le sérotype 5
(AdVS5), appartenant au groupe C, qui est actuellement le mieux caractérisé et le plus
utilisé comme vecteur dans les essais vaccinaux et thérapeutiques (Ferreira et al., 2005 ;
Douglas, 2007). Chez le porc, seulement 5 sérotypes ont été identifiés & ce jour ; ils sont

répartis dans 3 groupes (A-C) (Hammond et Johnson, 2005).

En général, les AdV sont faiblement pathogénes chez I’Humain et les animaux
mais certains sérotypes peuvent étre associés a des pathologies comme les entéropathies
ou les pneumonies aigués ou les encéphalites méningées chez les sujets

immunodéprimés (Feber, 2001).

3.2. Aspect structural et génomique.

Les AdV sont des virus (de 60 & 90 nm de diamétre) non enveloppés a symétrie
icosaédrique. Leur capside est formée de 252 capsoméres (240 hexons et 12 pentons)
(Russell, 2000). Les capsomeres situés aux sommets de l'icosaédre sont des pentons
prolongés par une fibre de longueur variable et terminée par une structure globulaire
contenant I’antigeéne Y qui est responsable de la propriété d'hémagglutination (Eiz et
al., 1997). La capside est construite a partir de 7 des 12 protéines présentes dans le
virus. L’hexon, la base du penton et la fibre, respectivement désignés protéines II, III et
IV sont les protéines structurales majeures, alors que les protéines désignées Illa, VI,
VIII et IX (Rux et al, 2004) constituent des protéines structurales mineures et

permettent la stabilisation de la capside.

Tel qu’illustré a la figure 7, le génome viral est une molécule linéaire d’ADN
double brin dont la taille varie suivant le sérotype et I’héte (Shenk, 2001). Les deux
brins d'ADN possédent a leurs extrémités des séquences répétées inversées (ITR, pour
inverted terminal repeat sequence), de 36 a 200 pb, qui servent d’origine de réplication
du génome viral (Muzyczka, 1992). Une protéine de 55 kDa appelée TP (pour terminal

protein) est attachée de fagon covalente aux extrémités de chacun des brins d’ADN, et
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qui sert d’amorce protéique de la réplication de I’ADN viral (Webster et al., 1997).
Cette protéine jouerait également un rdle important de protection de I’ADN viral contre
la dégradation (Van Oostrum et Burnett, 1985). L’ ADN viral est quant a lui entiérement
recouvert par la protéine VII et IX qui permettent son compactage au sein de la capside.

(Van Oostrum et Burnett, 1985).

Le génome des AdV est organisé en plusieurs régions (figure 7): les
régions précoces (E1-E4), intermédiaires et les régions tardives (L1-L5). Les régions
précoces s’expriment au début du cycle viral. Les protéines codées par la région E1A
modulent le métabolisme des cellules pour les rendre plus susceptibles & la réplication
virale (Klimkait et Doerfler, 1987). Dans les cellules quiescentes, la sous région E1A se
lie a la protéine p300 pour induire la synthése de I’ADN et la transformation cellulaire
(Stein et al., 1990 ; Mymryk et Bayley, 1993). La p300 a pour fonction de réprimer la
protéine c-Myc afin de réguler négativement la transition des cellules de la phase G¢/G;
a la phase S en réprimant la protéine c-Myc (Baluchamy et al., 2003 ; 2007). La sous
région EIB code une protéine de 55 kDa qui inactive la p53, une molécule qui agit
comme un facteur de transcription pour augmenter ’expression de nombreux génes

cellulaires (Urs et Dobbelstein, 2004).

La région E4 code au moins 7 protéines toxiques pour la cellule qui induisent
’apoptose de maniére indépendante de la p53. La protéine Edorf6 bloque
I’accumulation de p53. Edorf4 se lie a une protéine phosphatase p2a, entrainant la
déphosphorylation d’activateurs de E1A et autres facteurs de transcription, ce qui
aboutit a la diminution de I’expression de E4 (autorégulation). La région E4 synthétise
aussi les protéines qui favorisent la persistance du virus dans les tissus infectés en
inhibant, entre autres, I’activité de I’INF de type I et II, et qui initient I’expression des
genes tardifs (L1-L5) en empéchant la synthése des protéines cellulaires (Ullman et al.,

2007).
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El1A EIB VA RNAs E3

O Terminal protein (TP)

[ Inverted terminal repeat (ITR) sequences

RN Major late promotor (MLP)

Figure 7. Organisation génomique de ’adénovirus humain de sérotype 5. L’ADN
linéaire double brin est représenté au centre. Il renferme les séquences répétées
inversées (ITR) et la protéine TP aux extrémités. Les régions précoces sont montrées en
rouge, les tardives en rouge foncé et les régions intermédiaires en noir. Les fléches

indiquent le sens de la transcription. Adaptée de Dobner et Kzhyshkowska, 2001.

La région E3 n’est pas essentielle pour la croissance virale, mais elle posséde des
fonctions immunorégulatrices. Son expression dépend d’activateurs synthétisés lors de
I’expression de E1A et E4. La région E3 permet a la cellule infectée d’échapper au
systtme immunitaire. En effet, elle code pour une protéine de 19 KDa qui en
s’associant aux molécules CMHI, les retient dans le réticulum endoplasmique. Ce qui
empéche I’exposition des ces molécules a la surface des cellules infectées. Il s’agit

donc d’un mécanisme qui prévient la lyse des cellules infectées par les lymphocytes T
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CD8+ (Ginsberg et al, 1989). La région E3 code aussi plusieurs protéines qui
interférent avec I’inflammation (Tumor Necrosis Factor). Ces protéines de E3
empéchent la fixation du TNF sur son récepteur. Une protéine de la région E3 produite

tres tardivement jouerait un réle dans la destruction de la cellule (Jeffrey ef al., 2003).

L’expression de la région E2, comme celle de E3, dépend d’activateurs produits
par E1A et E4. Cette région E2 est impliquée dans la réplication de I’ADN viral. E2A
code une DNA binding protein (DBP) p72 qui recouvre I’ADN monocaténaire
néosynthétisé et le protege de l'activité des nucléases cellulaires. E2B code une protéine
terminale p55 liée de fagon covalente aux extrémités 5° de I’ADN bicaténaire et sert

d’amorce a la réplication (Chang et Shenk, 1990).

La transcription des génes tardifs est sous le contréle du promoteur MLP (major
late promotor). Ces génes ainsi que ceux de la région intermédiaire sont impliquées
dans la production des composants structuraux ainsi que dans l’encapsidation et la

maturation des particules virales (Young, 2003).

3.3. Tropisme cellulaire et cycle viral

Le cycle de réplication des AdV est initié par leur attachement du virus a la
cellule héte via le récepteur CAR (Coxsackie and Adenovirus Receptor). Comme son
nom l’indique, ce récepteur est commun aux virus coxsackie B3 de la famille des
Picornaviridae et aux AdV de la famille A, C, D, et E. Le CAR est une glycoprotéine
transmembranaire de 46 kDa appartenant a la superfamille des immunoglobulines. I est
exprimé sur un large spectre de type cellulaire ce qui explique le large tropisme des
AdV (Howitt ef al., 2003). Le cycle viral peut étre divisé en trois étapes ; une phase
précoce correspondant a I’attachement et a I’entrée du virus, suivi d’une phase de
réplication du génome viral et de production des protéines virales et d’une phase
d’assemblage et de libération des virions. L’entrée du virus dans la cellule se fait suite &

un processus d’endocytose clathrine-dépendant (Wickham et al, 1993; Wang et al.,
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2000). Une fois a I’intérieur de la cellule, le virus se décapside progressivement et le
contenu de la vésicule endosomale s'acidifie. Cette acidification est due a 1’interaction
directe ou indirecte du penton-base avec la pompe & protons endosomale. La membrane
endosomale est ensuite lysée et la particule virale libérée dans le cytoplasme poursuit sa
décapsidation puis est acheminée jusqu'aux pores nucléaires par un processus actif
faisant intervenir les microtubules, la PKA (protein kinase A4) et la p38/MAPK

(mitogen-activated protein kinase) (Suomalainen et al., 2001).

Une fois libérée dans le cytoplasme, la particule virale se lie a la face
cytoplasmique de la membrane nucléaire et libere le génome viral dans le noyau.
L'ADN viral s'associe a la matrice nucléaire par ses protéines terminales et peut des lors
étre transcrit et répliqué, et cela se fait en deux phases (Shenk, 2001): 1) la phase
précoce qui, tel que mentionné précédemment, a lieu avant la réplication du génome
viral. Elle conditionne les cellules de 1'hdte a la réplication du virus et elle assure la
synthése des produits nécessaires a la réplication de 'ADN et a I'échappement de la
surveillance immunitaire. 2) la phase tardive a lieu pendant et aprés la réplication du
génome viral. Finalement, [’assemblage et de la libération des virions se fait dans le

noyau, et les protéines de structure doivent migrer dans le noyau.

Contrairement aux rétrovirus, le cycle infectieux des AdV n’est pas dépendant du
statut prolifératif de la cellule infectée. En effet, tel que mentionné précédemment, les
AdV sont en mesure de se répliquer dans une cellule quiescente en I’imposant
d’exprimer les activités endogénes caractéristiques de la cellule en phase S. Celles-ci
sont alors détournées au profit de la production virale. Ainsi dans une cellule trés
permissive, le cycle complet de I’AdV5 dure moins de 30 heures et s’achéve par la
libération d’environ 1000 (Shenk, 2001) particules virales. Ce rendement est
impressionnant et constitue 1’un des attraits pour les AdV comme vecteurs vaccinaux et
thérapique. Un autre avantage des AdV par rapport aux rétrovirus est que leur génome
ne s’intégre pas dans le génome de la cellule hote, d’ou I’absence d’insertion

mutationnelle qui peut engendrer des cancers (Kamiya et al., 2001).
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3.4. Vecteurs adénoviraux
3.4.1. Généralités

En plus des vecteurs AdV, différents autres vecteurs on été développés dans
I’optique d’introduire des génes hétérologues d’intérét vaccinal ou thérapeutique dans
les cellules de mammiferes. Ces vecteurs, dont les avantages et inconvénients sont
résumés dans le tableau 3, sont soit de nature virale (virus adéno-associé, rétrovirus,
lentivirus, poxvirus) ou non virale incluant I’ADN nu et des liposomes. Nous ne ferons
pas dans cette revue une description détaillée de ces vecteurs, mais aborderons dans les
sections ultérieures, au besoin, leur application en thérapie (génique ou oncolytique) ou
en vaccination.

Les liposomes sont des vecteurs non viraux qui sont présentement les plus
étudiés. Ce sont des corpuscules lipidiques artificiels qui sont chargés positivement et
qui peuvent enrober des transgénes de grande taille. En raison de leur nature lipidique,
ils peuvent fusionner avec des cellules, permettant ainsi la pénétration de I’ADN, mais
toutefois avec une efficacité beaucoup moindre que les vecteurs viraux (Akita et
Harashima, 2008). Un avantage certain par rapport & ces derniers est que, dans la ou ils
ne contiennent aucun peptide, les liposomes ne provoquent donc pas de réponse

immunitaire.

Bien que, par rapport aux vecteurs non viraux, les vecteurs viraux fournissent
I’avantage d’un transfert extrémement efficace des transgénes dans les cellules hotes,
ils posseédent cependant un certain nombre d’inconvénients (variant en fonction de la
nature du virus) incluant: une expression relativement faible ou transitoire du transgéne,
la possibilité de déclencher une réponse immunitaire, I’incapacité pour certains virus de
pénétrer dans les cellules ne se divisant pas ou quiescentes et 1’éventualité d’une
oncogenese qui peut résulter d’une insertion mutationnelle ou a proximité d’un proto-
oncogene de leur génome dans I’ADN de la cellule héte. Cette éventualité est 1’une des
caractéristiques des rétrovirus, une famille de virus a ARN qui opérent une transcription
inverse de leur ARN viral en ADN double brin lequel va aléatoirement s’intégrer dans

le génome de la cellule hote. Bien que la mutagénése par insertion semble étre un
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événement rare, elle a été décrite chez les singes aprés administration d’une dose
massive d’un rétrovirus réplicatif qui a conduit au développement d’un lymphome de

cellules T (Donahue et al., 1992).

3.4.2. Avantages et inconvénients

Tel que démontré par le nombre de publications parues dans plusieurs moteurs de
recherche de données bibliographiques, les AdV semblent étre les vecteurs les plus
étudiés comme moyen de transfert des transgénes. En effet, les sérotypes 2 et 5
humains sont actuellement trés bien caractérisés aux niveaux génétique et biochimique,
ce qui autorise leur utilisation comme vecteurs d’expression in vitro et in vivo (Russell,
2000). Différents arguments sont en faveur de I’utilisation des AdV, en particulier de
I’AdVS5, comme vecteur. Tel que mentionné précédemment, son spectre cellulaire est
large incluant les celules tumorales. De plus, il est capable d infecter et d’exprimer le

transgene aussi bien dans les cellules en division que quiescentes (Russell, 2000).

- Son organisation génomique est suffisamment connue pour permettre 1’insertion
des transgénes dans des régions qui ne sont pas essentielles a la réplication du virus. Il
est aussi possible d’insérer le transgene dans les régions El1 (indispensables a la
replication virale) ainsi que dans la région E3. Ceci permet de générer des virus
recombinants non réplicatifs, dits de premiére génération, qui peuvent accepter un
transgéne d’approximativement 8 kb (Russell, 2000). Dans les vecteurs AdV dits de
deuxieme génération, en plus de la délétion des régions E1 et E3, les régions E2 et E4
sont aussi supprimées, et il est possible d’insérer jusqu'a plus de 14 Kpb d’ADN
étranger (Benihoud et al,, 1999). Toutefois, malgré ces délétions additionnelles, ces
vecteurs restent tres immunogenes causant in vivo une réponse inflammatoire et
immunitaire de type CTL due & I’expression résiduelle des protéines virales et une
expression transitoire du transgene (Yang et al., 1994; Tripathy et al., 1996; Molinier-
Frenkel et al., 2000).
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Le caractére immunogénique des vecteurs AdV des deux premiéres générations
constitue une des majeures limitations de leur utilisation en thérapie génique et en
vaccination. Afin de remédier & ce probléme, les recherches de ces derniéres années
portent sur le développement des vecteurs AdV dits de troisiéme génération. Ce sont
des vecteurs appelés « gutless » (sans entrailles ou tripes), qui sont dépourvus de tous
les geénes viraux, sauf les séquences ITR et le signal d’encapsidation. Ces vecteurs
possedent une capacité de clonage depassant 30 kb (Benihoud ef al., 1999). Toutefois,
pour les produire, la présence d’un vecteur AdV de premiére génération, qui contient
des genes structuraux et de régulation nécessaires a la production du virus, est
indispensable (Kochanek, 1999, Alba et al.,, 2005). Il a été démontré que I’absence de
protéines virales limite la cytotoxicité et 1’élimination des cellules transduites,
permettant une expression a plus long terme du transgéne (O’Neal et al., 2000, Xiong et

al., 2006 ; Barcia et al., 2007).

Les vecteurs AdV de troisiéme génération seront aussi de type hybride, qui
associent le pouvoir infectieux des AdV a la capacité d’intégration de virus adéno-
associés « ou AAV pour adeno-associated virus » (Bilbao et al., 1997). Un AAV est un
petit virus (de la famille des Parvoviridea) a ADN simple brin de polarité positive ou
négative et qui est défectif car il ne peut se propager qu’en présence d’un virus
auxiliaire : adénovirus, herpes virus de type 1 ou le virus de la vaccine. En effet, en
I’absence de virus auxiliaire, ’ADN de I’AAV s’intégre dans le génome cellulaire sous
forme de provirus. C’est seulement en cas d’infection des cellules par un virus
auxiliaire que ce provirus est excisé et un cycle productif démarre (Berns, 1990). Pour
générer un vecteur AAV, seules les séquences ITR du virus sont laissées en place; les
geénes rep (nécessaires a la réplication du virus et a I’excision du provirus) et les génes
cap (codant pour les protéines de la capside virale) sont supprimés et remplacés par le
transgene. Les protéines de structures et de régulation sont fournies en trans par une
construction plasmique tandis que la co-infection avec un AdV fournit les protéines
indispensables & la réplication du vecteur AAV. Celui-ci est capable, au tant qu’un

vecteur Ad, d’infecter les cellules quiescentes et conserve sa capacité de s’intégrer dans
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le génome cellulaire (Wu et al, 1998; Lebier e al., 1999). Les vecteurs AAV hybrides
sont trés peu immunogénes mais possedent, malheureusement, une capacité d’insertion

trés limitée qui ne dépasse pas S kb (Bilbao et al., 1997).

- Finalement, les vecteurs AdV sont faciles a produire in vitro a de hauts titres 10"
virus/ml). Ceux qui sont non réplicatifs sont généralement propagés dans les cellules
qui complémentent la région E1. La plus connue étant la lignée cellulaire 293 (Graham
et al., 1997). Cependant, la production du stock viral peut étre contaminée par les
particules virales réplicatives «replication competent adenovirus ou RCA » qui
résultent de la réintroduction de la région El dans les vecteurs viraux par

recombinaison homologue (Lochmiiller et al., 1994).

3.4.3. Application en thérapie génique et oncolytique

Les AdV sont, a ce jour, les vecteurs les plus évalués dans les essais cliniques de
thérapie génique (Shirakawa et al., 2009). Actuellement, les vecteurs AdV représentent
le moyen le plus efficace pour transférer un gene dans 1’appareil respiratoire. Ainsi,
plusieurs équipes tentent d’en tirer avantage pour la thérapie génique, entre autres, de la
mucoviscidose. Il s’agit d’une maladie génétique (autosomale) récessive qui est
associée a des anomalies du transport des électrolytes dans les cellules épithéliales. Elle
est due a une défectuosité du géne codant pour la protéine transmembranaire CFTR
« cystic fibrosis transmembranaire regulator », qui fonctionne, entre autres, comme un
canal chlore régulé par ’AMP cyclique. Les vecteurs AdV non réplicatifs (de la
premiére génération) ont été testés avec succes pour exprimer CFTR in vivo (Rosenfeld
et al, 1992 ; Yoshimura et al, 1992). Toutefois, les premiers essais cliniques ont
montré des résultats peu encourageants quant a la correction du déficit de transport de
chlore chez les animaux traités. Ces résultats ont été justifiés par la cytotoxicité des
AdV et I’expression transitoire de CFTR (Crystal ef al., 1995). De ce fait, de nouvelles
approches s’orientent vers 1’utilisation d’autres types de vecteurs tels les AVV ou les

rétrovirus (Mueller et Flotte, 2008).
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Les AdV sont aussi évalués en thérapie génique comme vecteurs de génes
suicides. Ces derniers sont des génes qui codent pour des enzymes convertissant une
pro-drogue en composé toxique induisant ainsi la mort des cellules par un contact direct
ou par un effet de voisinage « ou effet bystander » (Boyer et Klatzmann, 1999). Le
meilleur exemple est sirement le géne codant pour la thymidine kinase du virus Herpes
simplex de type 1 (HSV-TK). Cette enzyme a la propriété de phosphoryler le
ganciclovir (GCV) et de le transformer en composé cytotoxique GCV-3P (Fyfe et al.,
1978). Ce dernier, étant un analogue des nucléotides, compétitionne avec le
déoxyguanosine-3P et s’intégre comme substrat de ’ADN polymérase dans I’ADN
durant la division cellulaire générant ainsi des codons de terminaison. L’ADN est alors
tronqué, ce qui conduit a la mort cellulaire (St Clair ef al., 1987). Des études ont montré
que la stratégie de thérapie génique utilisant HSV-TK dans un vecteur AdV non
réplicatif réduit le développement des gliomes (tumeurs gliales) chez les animaux

traités (Chen et al., 1994 ; Xie et al., 1999).

Les vecteurs AdV sont aussi actuellement évalués comme virus oncolytiques,
quiesont des virus capables de se répliquer dans les cellules cancéreuses et de les lyser.
En effet, on peut profiter de leur pouvoir de réplication dans différents types de cellules
pour détruire les cellules cancéreuses. Toutefois, on doit s’assurer que ’infection est
restreinte aux cellules tumorales uniquement. A date, le meilleur exemple d’un AdV
oncolytique est celui désigné ONYX-015. Ce virus dernier manque la région E1B
reconnue pour inactiver la protéine p53 en se liant a cette derniére, et ne peut se
multiplier que dans les cellules n’exprimant pas cette protéine (Barker et Berk, 1987),
ce qui est une des caractéristiques de la majorité des cellules malignes (Whibley et al.,
2009). Les premiers essais cliniques avec ONYX-015 ont été réalisés chez des patients
souffrant d’un cancer de la téte et du cou : méme si les tumeurs régressaient de 30 a
40%, une amélioration de 1'état des patients n'était observée. Il a été méme diagnostiqué
une recrudescence de la tumeur chez certains patients (Ganly et al., 2000). En revanche,
la nouvelle étude a montré qu'une injection d'ONYX-015, accompagnée de la

chimiothérapie classique, aboutit a un recul de plus de 50 % de la masse tumorale chez
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19 patients sur 30. De plus, chez 8 patients, une disparition des tumeurs de 10 cm
(Khuri et al., 2000). ONYX-015 a été également évalué contre d’autres types de
tumeurs incluant les tumeurs pancréatiques et les métastases hépatiques des tumeurs
carcinoides, qui sont des cancers également adaptés a l'injection directe. Les résultats
ont aussi montré une efficacité au dessous des attentes. Les hypothéses émises pour
expliquer cette efficacité relative seraient que les cellules tumorales n’expriment que
trés peu de récepteur CAR ; elles seraient alors peu infecter par le virus (Hecht ef al.,

2003 ; Makower et al., 2003).

3.4.4. Application en vaccination

Les AdV et le virus de la vaccine modifié Ankara sont actuellement les vecteurs
viraux les plus évalués en vaccination. Cette derniére a été a la base du vaccin qui a
permis d’éradiquer la variole humaine dans les années 1970. Elle a ’avantage par
rapport aux AdV d’étre peu immunogene, ce qui permet les doses de rappel et une
expression persistance de 1’antigéne qu’elle porte. De plus, cette souche tolére
I’insertion d’ADN étranger de plus de 30 Kb, ce qui est idéal pour le développement
d’un vaccin multivalent (contenant plusieurs antigénes). Elle présente cependant le
desavantage d’étre réplicative et de n’infecter que les cellules en division

(Vanderplasschen et Pastoret, 2000).

En stimulant la réponse immunitaire contre leurs propres protéines de structure,
les vecteurs AdVs facilitent, en méme temps, une réponse immunitaire humorale et
cellulaire contre 1’antigéne inséré (Tatsis et Ertl, 2004). Une fois a ’intérieur de la
cellule, les vecteurs AdV expriment I’antigéne qui est alors présenté par les CPA aussi
bien via les molécules du CMHI que via les molécules du CMHII. Tel que mentionné
précédemment (voir section 2.5.3.1), la présentation de I’antigéne via les molécules du
CMHI résulte en I’activation d’une réponse immunitaire CTL, qui est celle
préférentiellement induite suite a I’inoculation d’un vecteur AdV (Tatsis et Ertl, 2004).

Ceci serait 1i¢ 4 sa capacité de transduire et d’induire la maturation des cellules
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dendritiques (Zhang et al., 2001; Philpott, et al., 2004). Par ailleurs, la présentation de
I’antigéne via les molécules du CMHII active les lymphocytes T CD4" de type Th2 qui
vont favoriser une réponse immunitaire humorale contre 1’antigéne. Il est décrit que
I'immunité humorale contre I’antigéne provoquée par les vecteurs AdV est
majoritairement de type Thl c’est-a-dire caractérisée par une forte production des
anticorps IgG2a bien que les IgG1 soient également produits (Tatsis et Ertl, 2004). Un
autre argument en faveur de I’utilisation des AdV comme vecteurs vaccinaux est
associé a leur tropisme naturel pour les cellules respiratoires. De ce fait, ils sont
adaptés pour étre administrés par voie orale ou intranasale et pour ainsi induire une

immunité mucosale (Santosuosso et al., 2005).

Dans la littérature, il existe de nombreuses études qui démontrent ’efficacité de
vaccins 4 base de vecteurs AdV non réplicatif tant en médecine humaine que vétérinaire
(Tatsis et Ertl, 2004, Ferreira ef al., 2005). Quelques-unes de ces études contre les agents
pathogenes importants en médecine vétérinaire sont présentées dans le tableau 4. De plus,
au Canada, on utilise présentement un vaccin constitué d’un AdV5 recombinant contre la
rage qui est mis dans des appits pour vacciner des animaux sauvages (renard, raton,
etc...). Comme on peut le constater dans ce tableau, la totalité de ces vaccins a été
deéveloppée contre les agents pathogénes viraux. En effet, Il y en a trés peu contre les
agents pathogenes bactériens, bien qu’il soit aussi démontré qu’un AdV non réplicatif
exprimant I’antigéne 85A de M. tuberculosis induit, chez les souris, une protection contre
I’agent pathogene qui est comparable au vaccin conventionnel BCG « Bacille Calmette-

Guérin » (Santosuosso et al., 2006).
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Justification des travaux

Notre projet s’insére dans un cadre d’envergure qui, & moyen ou a long terme,
vise 4 développer un vaccin sous-unitaire contre la PEP, une maladie porcine causée
par M. hyopneumoniae dont les mesures de lutte qui sont présentement appliquées,

incluant la vaccination, ne parviennent pas a réduire la prévalence.

M. hyopneumoniae initie son infection en s’adhérant intimement aux cellules
epithéliales ciliées des voies respiratoires. Et, ce processus est médié par une protéine
membranaire nommeée P97, qui est, & ce jour, considérée comme 1’adhésine principale
de I’agent pathogene. Etant donné que cette infection est uniquement localisée au
niveau des voies respiratoires, il est possible qu’un vaccin sous-unitaire stimulant une
réponse immunitaire compléte, a la fois de type Thl (4 médiation cellulaire) et de type
Th2 (humorale), contre la P97 puisse aider & contrdler I’infection & M. hyopneumoniae.
La reponse humorale permettrait de bloquer ’adhérence de I’agent pathogéne aux
cellules épithéliales respiratoires de 1’héte tandis que la réponse a4 médiation cellulaire
aiderait 4 I’élimination de cellules infectées. D’oul I’intérét de notre étude pour un AdV
comme vecteur de I’antigéne P97. La capacité des vecteurs AdV a induire les deux
types de réponse immunitaire contre le transgéne est démontrée dans de nombreuses
etudes. De plus, ces vecteurs sont aussi connus pour avoir un fort tropisme pour les
cellules des muqueuses respiratoires. Ceci favorise leur administration par voie

intranasale ou orale afin de susciter une réponse immunitaire locale.

Au cours de ces travaux, dans un premier temps, un vecteur AdV5 non réplicatif
exprimant la portion de I’adhésine P97 contenant les régions RR1 et RR2 (P97c) a été
construit puis examiné pour sa capacité 4 stimuler une réponse immunitaire spécifique
contre la P97c chez des souris. Finalement, I’efficacité de ce vecteur a été évaluée chez

des porcs contre I’infection épreuve avec une souche virulente de M. hyopneumoniae.



- PARTIE EXPERIMENTALE I -

« Construction de I’adénovirus recombinant non réplicatif exprimant
la P97¢ de M. hyopneumoniae et évaluation de la réponse immunitaire

spécifique anti-P97¢ chez la souris »

Travaux publiés dans la revue « Clinical vaccine and Immunology » (Annexe A)
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MATERIEL ET METHODES

1. Géne de la P97 et anticorps monoclonaux

Préalablement a ces travaux, le géne codant pour la P97 avait été amplifié par PCR
a partir de la souche 25934 de M. hyopneumoniae. Sa séquence compléte est disponible
dans la banque de données GenBank sous le numéro d’accés AY512905. Ce géne a une
taille de 3279 pb et contient 4 codons TGA qui ont été mutés, par mutagenése dirigée, en
codons TGG afin de permettre son expression dans un systéme hétérologue (K. Cheik
Saad Bouh, 2004). Le géne muté a été cloné en deux parties, N et C-terminale, dans le
plasmide pGEX4T1 (Pharmacia Biotech) pour I’expression de la protéine en fusion avec
la glutathione S-sépharose (GST). C’est le plasmide contenant la portion C-terminale
(1676 pb), désigné pGEX4T1/p97c, qui a été utilisé au cours de ce projet. Cette portion
contient la région RR1, qui est responsable de 1’adhérence de I’agent pathogéne aux
cellules cibles, ainsi que la région RR2. D’aprés la séquence protéine qui est disponible
dans la banque de données GenBank (numéro d’accession : AY512905), la région RR1
contient 8 unités de répétées AAKPE(V), alors que la région RR2 renferme 5 unités
répétées GA(S)PN(S) QGKKAE.

L’anticorps monoclonal (AcMo) anti-P97¢c, désigné 8H4-G6, utilisé dans cette étude
a été egalement préalablement produit dans notre laboratoire. Il est sécrété par des
hybridomes obtenus apres fusion de splénocytes de souris BALB/c immunisées avec la
P97¢ couplée a la GST avec les cellules de myélome Sp2/0-Agl4 ( K. Cheik Saad Bouh,
2004).

2. Adénovirus et vecteur de transfert

L’adénovirus utilisé dans cette étude est I’AdV5. 11 est délété pour la région E1 et,
par conséquent, non réplicatif. Il ne possede pas non plus la région E3 et le géne codant
pour la protéase (PS). Ce virus, désigné (AdSAE1AE3APS), nous a été fourni par le Dr
Bernard Massie (Institut de recherche en biotechnologie, Conseil national de recherches

Canada, Montréal, Québec, Canada) et conservé a -70°C.
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Le plasmide nommé pAdPS-CMV5-Cuo-IRES-GFP (pour simplifier pAd) nous été
¢galement fourni par le Dr Bernard Massie. Ce plasmide a été utilisé dans cette étude
comme vecteur de transfert pour la construction d’AdV5 recombinants. La cartographie et

les caractéristiques de ce vecteur sont présentées 2 la figure 8.

R
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Figure 8. Cartographie du vecteur de transfert (pPAdPS-CMVS5-Cuo-IRES-GFP). Ce
vecteur contient une partie du génome incluant I'ITR gauche et le bras gauche de ’AdV5
permettant sa recombinaison homologue avec le génome du virus. Le promoteur CMV5-
CuO (cytomegalovirus type 4-cumate operator), inductible par le cumate, contrdle
I’expression du géne d’intérét (X) lequel peut étre co-exprimé avec la GFP grice a I'IRES
(internal ribosome entry site). Ce vecteur de transfert contient un site de clonage BgllI et
un site Pacl qui permet de linéariser le plasmide pour permettre la recombinaison
homologue. Finalement, il renferme le géne de résistance 4 1’ampicilline pour la sélection

des bactéries transformées.
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3. Cellules eucaryotes et bactériennes

- Les cellules 293A (ATCC CRC-1573) proviennent de I’ATCC (ATCC CRC-
1573). Elles ont été développées par Graham et al, (1977) et possédent dans leurs
chromosomes la région E1 du génome de 1’AdV de type 5. Elles ont la forme des cellules
épithéliales et une morphologie typique des cellules transformées c¢’est-a-dire qu’elles ont
une tendance a continuer & se diviser méme aprés avoir atteint la confluence et a croitre
en amas. L’une des caractéristiques qui les rend trés utiles est qu’elles permettent la
multiplication d’AdV non réplicatifs par complémentation de la région El. Dans cette
étude, ces cellules ont été maintenues dans le milieu DMEM contenant 5% FBS et 2 mM

de L-glutamine, a 37 °C et dans une atmosphere de 5% CO,.

- Les Cellules NPTr (Newborn Pig Trachea) constituent une lignée de cellules de la
trachée porcine (Ferrari ef al., 2003). Ce sont des cellules adhérentes qui ressemblent aux
cellules épithéliales avec un noyau ovale et une croissance uniforme. Ces cellules nous
ont été fournies par le laboratoire du Dr Mario Jacques (Université de Montréal, Faculté
de Médecine Vétérinaire, St-Hyacinthe, Québec, Canada) et ont été cultivées dans le
milieu MEM (Invitrogen) contenant 10% de FBS, 300U/ml de pénicilline-streptomycine
et 1 mM de pyruvate, a 37 °C et dans une atmosphere contenant 5% CO;. Les cellules

NPT ne permettent pas la réplication d’AdV non réplicatifs.

- La souche BL21(DE3)pLys d’E. coli (génotype [F" dcm ompT hsdSg(r'gmg) gal A
(DE3) pLysS cmr']) a été utilisée pour la production de la rP97c. La souche DH50. d’E.
coli (génotype [F endA1 hsdR17(r'ym’) supE44 thi-1A recAl] a servi pour la production
d’ADN plasmidique. Comme toutes les souches B d’E. coli, la souche BL21(DE3)pLys
contient des mutations dans les génes lon et ompT qui codent pour la protéase ATPase-
dépendante et la protéase de la membrane externe, respectivement. Ces protéases sont
souvent a l’origine de la dégradation de protéines recombinantes lors des étapes de
production et de purification (Matsuo et al., 1999). La souche BL21(DE3)pLys possede
en revanche le géne AD3 qui code I’ARN polymérase ADN-dépendante du bactériophage
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T7 (ARNP T7). Ce géne est sous le contrle du promoteur /acUVS5 qui est inductible par
I’'IPTG. De plus, cette souche contient le plasmide pLysS qui code pour le lysozyme T7
qui en se fixant ’ARNP T7 inhibe son activité, évitant ainsi la transcription basale du
gene a exprimer (Dubendorff et Studier, 1991; Stano et Patel, 2004). Afin de maintenir le
plasmide pLysS, il est indispensable de sélectionner ces bactéries sur un milieu contenant
le chloramphénicol. Ces caractéristiques font de la soucheBL21(DE3)pLys d’E. coli I'une

des plus utilisées pour la production de protéines hétérologues.

Ces souches bactériennes ont été cultivées a 37°C dans le milieu LB (Luria-Bertani)
composé d’extrait de levure 5 g/L, tryptone 10 g/L et du NaCl 10 g/L. Le milieu LB
supplémenté de 15 g/L d’agar (gélose de LB) a été utilisé pour leur croissance en gélose.
Lorsque cela est précisé, le milieu a été supplémenté avec de 1’ampicilline et/ou de
chloramphénicol, aux concentrations finales de 100 pg/ml ou de 34 pg/ml,
respectivement. La préparation de bactéries compétentes de chacune des souches a été
faite par la méthode classique utilisant le chlorure de calcium a 100 mM. La
transformation bactérienne avec I’ADN plasmique a été effectuée en utilisant la technique

choc thermique (Sambrook et al., 1989).

4. Production et purification de la P97¢ recombinante

Les bactéries E. coli BL21 (DE3)pLysS ont été transformées par le plasmide
recombinant pGEX4T1/p97c puis mises en culture sur une gélose de milieu LB +
Ampicilline + chloramphénicol. Pour produire la rP97c en grandes quantités, une colonie
a été sélectionnée. La culture pour I’induction a été réalisée dans un volume total de 1
litre (2 X 500 ml). Apres induction avec 1 mM d’'IPTG (isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside), le culot bactérien a été resuspendu dans une solution de lyse
froide contenant les inhibiteurs de protéases (CompleteTM, Roche Diagnostics) puis
incubé 30 min a 4°C. Par la suite, les bactéries ont été lysées par sonication pendant 2 min
(20 secondes d’impulsion et 20 secondes de pause entre chaque impulsion) a I’aide d’un

sonicateur (Vibra-Cell, Sonics & Materiels Inc., USA) programmé & une amplitude de
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0.2%. Pour aider a la solubilisation de protéines, le Triton X-100 a été ajouté i une
concentration finale de 1%. Le lysat a été incubé sous rotation a température piéce (TP)
pendant 30 min avant d’étre clarifié par centrifugation (5000 x g, 4°C). Le surnageant a
été transféré dans un nouveau tube et laissé sur la glace jusqu'a la purification. Un aliquot

a été récolté, représentant I’échantillon protéique non purifié.

La purification de la protéine a été effectuée en utilisant les billes de glutathion-
Sépharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech) qui ont une forte affinité pour la GST,
selon les recommandations du fournisseur. La protéine recombinante GST-P97¢ a été soit
directement éluée ou clivée en phase solide pour séparer la rP97c de la GST. L’élution a
été réalisée en présence du glutathion réduit & 20 mM. Cette molécule provoque un
déplacement de I'équilibre enzyme-substrat par compétition. La protéine de fusion peut
alors se fixer soit sur le glutathion 1ié aux billes d'agarose soit au glutathion réduit libre.
L’ajout du glutathion réduit favorise le décrochage de la protéine de fusion des billes.
Une centrifugation a faible vitesse (500 x g) permet de séparer le culot de billes du
surnageant contenant la protéine de fusion. Des aliquots ont été gardés a -70°C,

représentant la protéine de fusion GST-P97c¢ non clivée.

Le clivage a été effectué en présence de 20 U de thrombine pendant 16 heures a
TP. La P97c recombinante a été dialysée contre le PBS puis conservée a -70°C. Afin de
'utiliser dans les tests de prolifération lymphoblastique et d’ELISA, la rP97c a été
détoxifiée pour éliminer ou réduire les endotoxines bactériennes. Cette étape a été réalisée
en utilisant le kit commercial « Detoxi-Gel™ Endotoxin Removing Gel » (Pierce,
Rockford, IL, USA). Les échantillons ont été aliquotés puis gardés a -70°C. Finalement,
la protéine ainsi purifiée a été dosée par la méthode du bleu de Coomassie (Bradford,
1976) en utilisant le réactif G250 (QuickTM start, Bradford Dye Reagent, Bio-Rad
Laboratories Inc, CA, USA). La BSA (Bovine Serum Albumin) a été utilisée comme
protéine standard et préparée aux concentrations de 0 & 2 mg/ml. Les essais ont été
réalisés en triplicata dans une microplaque a 96 puits et la densité optique a été lue a 595

nm a l'aide d’un lecteur de microplaque (Bio-tek, Instruments Inc.). Au final, la
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concentration de la protéine a été estimée a 1,2 mg/ml par rapport a la courbe standard de

la BSA.

5. Construction d’adénovirus recombinants non réplicatifs
5.1. Construction du vecteur de transfert recombinant

Le géne codant pour la P97c a été amplifié par PCR a partir du plasmide
pGEX4T1/P97c¢ en utilisant les amorces désignées :
pAdP97cBglII(F) :5°-GGAAGATCTGCCACCATGAATTCGGGGCCTTTAAATCC-3".
pAdP97¢BglII(R) :5’-GGAAGATCTTTATTTAGATTCTGGTTCCTC-3".
Ces amorces s hybrident aux extrémités 5° et 3° du gene, respectivement. Elles ont été
synthétisées par la compagnie Alpha DNA (Alpha DNA, Montréal, Qc, Canada). Elles
contiennent le site de restriction Bg/lI (en souligné) pour I’insertion du géne dans le
vecteur pAd. Le motif consensus de Kozak (GCCACC) (Kozak, 1987) a été introduit en
amont du codon d’initiation de la transcription (ATG) afin de permettre une meilleure
expression de la P97c¢ dans les cellules eucaryotes. Avant les sites Bg/lI, trois nucléotides

(extra-bases) ont été rajoutés pour faciliter le clivage du produit de PCR par I’enzyme.

Le mélange réactionnel de PCR était composé de 100 ng d’ADN pGEX4T1/P97c,
200 uM de dNTP, 1X de tampon ThermoPol, 25 pmol de chaque amorce, 1 unité de
VentR ® DNA Polymerase (New England BioLabs Ltd, Pickering, Ontario, Canada),
dans un volume final de 100 pl. Les étapes d'amplification ont été effectuces dans le
thermocycleur «PTC-100TM programmable Thermal Controller» (MJ Research Inc.,
Watertown) programmé comme suit : une étape de dénaturation initiale (94°C, 5 min),
suivie d’une série de 30 cycles (dénaturation (94°C, 45 s), hybridation (60°C, 45 s),
élongation (72°C, 2 min)), une étape d’élongation additionnelle de 10 min a 72°C et une
étape de refroidissement a 4°C. Le produit d’amplification de PCR (1676 pb) a été purifié
a partir d’'un gel d’agarose de 1% en utilisant le kit commercial «QIAquick PCR
Purification Kit» (Qiagen Inc., Mississauga, Ontario, Canada). Le produit PCR ainsi

purifié a été digéré par Bglll. Le vecteur pAd a été linéarisé par la digestion avec Bgl/Il et



64

BamHI puis déphosphorylé. Cette digestion supprime le géne codant pour le GFP afin de
permettre la  sélection rapide des vecteurs recombinants pAdP97c par
immunofluorescence indirecte (IFI) sans interférence de 1’auto-fluorescence de la GFP. A
la fin des digestions, les deux produits ont été purifiés a partir d’un gel d’agarose (1%) a
I’aide du kit commercial «QIAquick Gel extraction Kit». Leur concentration a été
visuellement estimée sur un gel d’agarose (1%) en comparant leur intensité, sous un
éclairage UV, avec celle des fragments d’ADN du marqueur de poids moléculaire «High
DNA MassTM Ladder» ou «Low DNA MassTM Ladder» (Gibco-BRL).

L’insertion du géne p97c dans le vecteur pAd aux sites Bg/ll/BamH] (figure 9A) a
été effectuée en tenant compte du ratio molaire insert/vecteur de 2 ou 3. Les mélanges de
ligation étaient composés d’ADN, de tampon de la ligase (1X), d’ATP (0,5 mM), et d’une
de T4 DNA ligase (New England Biolabs). Les réactions ont été effectuées dans un
volume final 10 pl puis incubées a TP pendant au minimum 4 heures. Par la suite, 5 pl du
produit de ligation ont été utilisés pour transformer les bactéries E. coli DH5a, lesquelles
ont été par la suite étalées sur les pétris contenant du milieu LB agar + 100 pg/ml

d’ampicilline.

Puisque le clonage du géne p97c dans le vecteur pAd a été effectué avec les
enzymes compatibles, la premiére sélection a consisté a identifier les clones recombinants
pAdP97c¢ orientés dans le sens de la transcription. Pour ce faire, I’ADN plasmidique a été
extrait a partir d’'une mini-culture de colonies bactériennes par la méthode classique de
lyse alcaline (Sambrook et al., 1989). L’identification des clones bien orientés a été

réalisée en utilisant la technique classique de digestion avec les enzymes de restriction.

Pour sélectionner les plasmides pAdP97c exprimant la P97c, les cellules 293A,
mises en cultures dans une microplaque a 96 puits, ont été transfectées, tel décrit dans la
section 5.2, avec ’ADN plasmique des clones choisis lors de la premiére étape de
sélection. L’expression de la P97c a été analysée par IFL. Parmi les clones qui se sont

aveérés positifs, un seul a été choisi pour la vérification de 'expression de la protéine par
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immunobuvardage de type Western. Cela a nécessité la préparation de grandes quantités
d’ADN plasmidique (Maxi-préparation) et celle-ci a été effectuée a I'aide du kit
commercial «Qiagen Maxiprep» (Qiagen Inc.). La concentration d’ADN plasmique a été
estimée a I’aide du spectrophotométre GenQuant RNA/DNA Calculator (Amersham
Pharmacia). Expérimentalement, il est & assumer qu’une solution aqueuse d’ADN double
brin de 50 ng/pl donne une valeur d’absorbance a 260 nm égale & 1 (Sambrook et al.,
1989). Ainsi, il est possible de déterminer la concentration « approximative » de la
solution d’ADN double brin en multipliant la valeur d’absorbance & 260 nm par 50 ng/pul

et facteur de dilution.

5.2. Recombinaison homologue et purification des plages de lyse

Les AdV recombinants ont ét¢ générés en utilisant la méthode de
transfection/infection décrite par Elahi et al., (2002) tel que schématisé a la figure 9B. Un
jour avant la transfection, 1x 10° cellules 293A ont été ensemencées dans 5 ml de milieu
DMEM dans un pétri de 60 mm de diamétre, jusqu'a une confluence de 70 a 80%. Par la
suite, elles ont été transfectées avec le pAdP97c qui a été tout abord linéarisé par la
digestion avec I’enzyme Pacl. Le mélange transfectant a été préparé en mélangeant 5 pg
du plasmide linéarisé avec 15 ug de PEI (polyéthylenimine, Polysciences Inc., USA),
rapport 1:3, dans 200 pl de milieu DMEM sans sérum. Le mélange a ensuite été incubé
pendant 15 min a TP puis déposé goutte-a-goutte sur les cellules dans 2 ml de milieu
DMEM complet. Le lendemain, les cellules ont été lavées avec du PBS stérile, infectées
avec I’AdV5AEIAE3APS a une MOI de 1. Elles ont été incubées pendant 4 jours afin de
maximiser le taux de recombinaison homologue. Les cellules ont ensuite été lysées en
effectuant 3 cycles de congélation/décongélation (a - 70 °C et a 37 °C) (Figure 9C). Le
lysat cellulaire a été clarifié par centrifugation. Le surnageant a été récolté¢ pour la
purification d’AdV5 recombinants par la technique de plage de lyse. Pour 1’obtention

d’un AdV5 recombinant exprimant la GFP, le plasmide parental a été utilisé et les mémes



66

BamH]1 p97c Bglll

A
CMV5-
Cuo
Digestion avec Pacl ITR gauche ITR droit
i Cellule 293
L) )= =
ITR gauche ——
Recombinaison homologue
3 cycles congélation /décongélation
v
Mise en culture sur pétri
C \p v APS
: ITR droit

ITR gauche

Plague AdV recombinante

Figure 9. Etapes de la construction de I’adénovirus recombinant non réplicatif
rAdP97c. A, clonage du géne P97c, aprés amplification par PCR, aux sites Bglll-BamH]1
du vecteur pAd pour obtenir le vecteur de transfert recombinant pAdP97c; B, transfection
et infection des cellules 293A pour la recombinaison homologue entre le vecteur

PAdP97c et I’AdVS5 non réplicatif (AdV5AE1AE3APS) ; C, obtention du virus vecteur
rAdP97c a partir des plages de lyse.
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étapes ont été suivies. Le vecteur, designé rAdGFP, a été utilisé comme un contrdle

négatif lors d’immunisation de souris et lors des analyses de 1’expression de la P97c.

Pour 1’obtention des plages de lyse, les cellules 293A (2 x 10° cellules/puits) ont
été cultivées dans les plateaux de 6 puits (BD Biosciences Inc., USA). Le lendemain, elles
ont été infectées avec des dilutions en série (10' 4 10° dans 1 ml de milieu DMEM) des
surnageants obtenus ci-haut. Les puits non infectés ont été inclus comme contréles
négatifs. Aprés 6 heures d’adsorption & 37 °C et 5% de CO,, le milieu a été enlevé, puis
les cellules ont été recouvertes avec 3 ml de DMEM contenant 2% HEPES et 1,25%
d’agarose «Seaplaque» (Mandel Scientific, Guelph. ON). Les plateaux ont été laissés sous
une hotte biologique jusqu’a la solidification du milieu puis remis en incubation & 37 °C
et 5% de CO; pour au moins une semaine, jusqu'a I’apparition de plages de lyse. Dés lors,
les plages ont été aspirées a 1’aide d’un embout (de 200 pl) puis resuspendues dans 500 pl
de milieu DMEM complet. Chaque plage de lyse a été éluée pendant 24 heures 4 37 °C
dans un microtube contenant 500 pl de milieu DMEM complet. Aprés centrifugation, les
surnageants ont été récupérés et conservés a -70 °C. Afin de vérifier ’expression de la
P97c¢ par les virus recombinants (rAdP97c) purifiés par plage de lyse, 50 pl de chaque
plage de lyse ont été utilisés pour ré-infecter les cellules 293A dans une microplaque a 96
puits (BD Biosciences Inc.). Aprés 48 heures, les cellules ont été fixées pour effectuer
’IF1L. Les plages de lyse contenant le GFP (rAdGFP) ont été directement sélectionnées
apres observation au microscope a épifluorescence. Pour chacune des constructions,
rAdP97c et rAdGFP, une plage de lyse a été retenue et assujettic a deux étapes
additionnelles de purification par plage de lyse. Avant de passer a 1’étape de la production
en grandes quantités du virus recombinant, I’expression de la P97c a été vérifiée par

immunobuvardage de type Western.

5.3. Production et purification d’adénovirus recombinants
Les étapes d’amplification d’AdV5 recombinants non réplicatifs ont été effectuées

tel que résumé 4 la figure 10. A chaque étape d’amplification, les cellules infectées ont
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Figure 10. Etapes d’amplification I’adénovirus recombinant non réplicatif rAdP97c
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été incubées jusqu'a I’observation de I’effet cytopathique. Les particules virales ont été
libérées des cellules par 3 cycles de congélation/décongélation. Le lysat contenant les
particules virales a été recueilli aprés centrifugation a 8,000 x g pendant 10 min. A I’étape
finale, 500 ml de culture dans les flacons de 150 cm’ ont été produits. Apres
centrifugation, les culots cellulaires ont été resuspendus dans un volume total de 125 ml
(répartis dans différents tubes) puis soumis a 3 cycles de congélation/décongélation.
Finalement, les surnageants ont été récupérés et gardés a - 70 °C jusqu’a la purification
des particules virales. La purification des virus recombinants a été effectuée sur gradients

de chlorure de césium (CsCl).

Préparation des solutions de CsCl :
- CsCl de densité 1,4 : dissoudre 53g de CsCl dans 87 ml dans du Tris-HCI (10
mM, pH 7.9).
- CsCl de densité 1,2 : dissoudre 26,8g de CsCl dans 92 ml dans du Tris-HCI (10

mM, pH 7.9). Les deux solutions ont été autoclavées 4 121 °C pendant 15 min.

Le étapes de purification ont été réalisées en utilisant les tubes d’ultracentrifugation
en polyallomére et une centrifugeuse équipée d’un rotor SW28 (Beckman Instruments,
Inc.). Toutes les manipulations ont été¢ effectuées sous une hotte biologique a flux
laminaire. Les virus ont tout d’abord été semi-purifiés sur un gradient discontinu de CsCl.
Ce gradient a été préparé en coulant lentement 6 ml de CsCl de densité 1,2 sur 8 ml de
CsCl densité 1,4. Approximativement 20 ml du stock viral ont été ajoutés trés lentement
au dessus du gradient (pour ne pas mélanger les interfaces). Les tubes ont été ensuite
centrifugés a 23000 x g a4 4 °C pendant 90 min. La bande virale, visible sous forme
d’anneaux blancs, a été aspirée a 1’aide d’une aiguille de 20 G. La deuxiéme étape de
purification a été effectuée sur un gradient continu de CsCl de densité 1,4 a 1,2. Par la
suite, 8 ml du virus semi-purifié, préalablement dilué dans du Tris-HC1 (10 mM, pH 7.9),
ont €été ajoutés au gradient continu en prenant les mémes précautions qu’auparavant.
Apres centrifugation & 23000 x g 4 4 °C pendant 16 heures, les virus purifiés ont été

récupérés tel que décrit ci-dessus. Afin d’éliminer le CsCl, les préparations virales ont été
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dialysées contre le PBS (3 X 1 litre), en utilisant une membrane de dialyse ayant un « cut
off » de 6 a 14 kDa (Spectra/Por® dialysis membrane, Fisher Scientific). Au final, un

volume de 5 ml de virus purifié a été récolté et conservé a - 70 °C..

5.4 Titrage d’adénovirus recombinants

Le titrage des AdV recombinants purifiés a été effectué en utilisant la méthode de
TCIDso (50% tissue culture infectious dose ou une dose infectant 50% des puits). Un jour
avant I’infection, les cellules 293 A ont été cultivées dans les plateaux a 96 puits a raison
de 10* cellules/puits. Par la suite, elles ont été infectées avec 100 I de dilutions en série
(dilutions 107 & 10"'%) de virus. Les puits contenant les cellules non infectées ont servi de
contrdles négatifs. Aprés 10 jours d’incubation a 37 °C et & 5% CO,, les cellules ont été
observées au microscope inversé, en contraste de phase, et les puits montrant un effet
cytopathique ont été notés. Finalement, le titre viral a été estimé selon 1’équation de
Karber :

Logyo dose médiane = (Xg) - (d/2) + dZ(ri/n;) ou Titre (TCIDse/ml) =10"*¢ V-

0,5).

X = logo de la valeur réciproque de la dilution la plus basse a laquelle tous les
inoculums d'épreuve sont positifs (= 2 dans notre etude).

d = logl0 du facteur de dilution (c'est-a-dire la différence entre les intervalles des
logarithmes de dilution).

n; = nombre d'inoculums d'épreuve utilisés a chaque dilution (compte tenu des
pertes accidentelles).

R; = nombre d'inoculums positifs d'épreuve (sur ni).

X(ri/m;) =S (P) = Somme de la proportion d'épreuves positives commencgant a la
dilution la plus basse et donnant 100 pour cent de résultats positifs. La sommation
commence a la dilution Xg

Il & est mentionner que lorsqu'on utilise la méthode de Karber, il ne faut pas oublier
que la variation aléatoire du nombre d'inoculums positifs de culture entrainera des écarts
faibles mais inconnus par rapport aux valeurs réelles des dilutions de points finals. Ces

écarts ne seront importants que si l'on utilise un petit nombre d'inoculums par dilution. Il
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peut également y avoir de légeres inexactitudes découlant de la méthode d'estimation elle-
méme, mais il a ét¢ démontré que dans l'ensemble, ces inexactitudes sont plus faibles
avec la méthode de Karber qu'avec d'autres méthodes comparables (par exemple la

formule de Reed-Muench).

6. Vérification de I’expression de la P97¢
6.1. Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence du SDS (SDS-PAGE)

Lors d’un SDS-PAGE, les protéines sont dénaturées en présence d’un agent
réducteur, le [-mercaptoéthanol qui rompt les ponts disulfures et d’un détergent
anionique fort, le SDS, qui noit complétement les charges négatives des protéines
(Laemmli et al, 1970). En conséquence, les protéines perdent leur structure
tridimensionnelle et deviennent sous forme monomeériques de charge globale négative. La
séparation des protéines s’effectue dans un systéme discontinu constitué de deux parties :
la premiere migration se fait dans le gel concentrateur «stacking gel» qui contient des
puits dans lesquels sont chargés les échantillons et qui permet une migration en fonction
de la charge. La seconde migration se fait dans le gel séparateur «cunning-gel» ou les

protéines seront séparées en fonction de leur masse moléculaire.

Dans cette étude, le gel concentrateur a €té préparé a 4% et le gel séparateur a
12%. Les extraits prot€iques ont ét¢ mélangés a un volume égal de tampon Laemmli
(Laemmli et al., 1970) de concentration 2X (4% de SDS, 20% de glycérol, 10% de [3-
mercaptoéthanol, 0,1% de bleu de bromophénol et 125 mM de Tris-HCI pH 6,8). Les
échantillons ont été chauffés dans 1’eau bouillante pendant 5 min puis immédiatement
refroidis sur la glace. Apres les avoir déposé dans les puits, la premiére migration
électrophorétique a été effectuée a 100 V pendant 20 min. Par la suite le voltage a été
augmenté 4 120 volts pendant 1 heure. Les migrations ont été réalisées dans le «Mini-
PROTEAN ® II CELL» (Bio-Rad) et dans un tampon de séparation (25 mM Tris-base,
250 mM glycine, 0,1% SDS). Aprés migration, la révélation des protéines a été faite en

colorant le gel, pendant 30 & 40 min sous agitation, dans une solution composée de 0,2%
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de bleu de Coomassie G-250, de 50% de méthanol et de 10% d’acide acétique. Par la
suite, le gel a été lavé plusieurs fois avec une solution décoloration composé de 20% de

méthanol et de 10% d’acide acétique.

6.2. Immunobuvardage de type Western

Apres leur séparation sur le gel de SDS-PAGE, les protéines ont été transférées
sur une membrane de nitrocellulose de porosité 0,45 pum (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA) dans le tampon de transfert (Tris-base 25 mM, glycine 250 mM,
méthanol 20%). Le transfert a été réalisé a 100 V pendant 1 heure dans un bac contenant
de la glace. Par la suite, la membrane a été immédiatement incubée dans une solution de
blocage (PBS 1X, 0,05 % Tween 20, 5% de lait en poudre) toute la nuit & 4 °C. Aprés une
série de 3 lavages de 5 min chacun dans du PBST (PBS 1X plus 0,05 % Tween 20), la
membrane a été incubée en présence du surnageant d’hybridome de I’AcMo 8H4-G6,
pendant 1 heure a température piece (TP). Apreés 3 lavages comme indiqué ci-haut, elle a
ensuite été incubée en présence d’un AcMo anti-IgG de souris couplé a la peroxydase de
Raifort (HRP) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) lequel a été dilué¢ a 1:2000
dans du PBST. Aprés 1 heure d’incubation a TP, la membrane a été¢ de nouveau lavée 3
fois dans du PBST puis une fois dans du PBS. Finalement, les bandes immunoréactives
ont été détectées avec une solution de révélation contenant 0,005% de 4-chloronaphtol (4-
CN) et 0,015% de peroxyde d’hydrogéne dans du PBS. Exceptionnellement, la révélation
a été effectuée a 1’aide du kit ECL (Amersham Biosciences Inc) lequel a I’avantage d’étre

plus sensible que la coloration au 4-CN.

6.3. Immunofluorescence indirecte

Les cellules transfectées ou infectées ont tout abord été rapidement lavées dans du
PBS. Par la suite, elles ont été recouvertes avec un excés de solution de fixation
composée de méthanol et d’acétone (1:1 volume/volume) puis laissées a 4°C pendant au

moins 30 min. Cette étape de fixation provoque la précipitation des protéines et la
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désintégration des membranes cellulaires permettant ainsi aux anticorps de se fixer aux
protéines intracellulaires de maniére spécifique. La solution de fixation a été retirée et les
plateaux ont été laissés a TP jusqu'a I’asséchement complet. Par la suite, les cellules ont
été réhydratées avec du PBS puis incubées en présence du surnageant d’hybridome de
I’AcMo 8H4-G6 pendant 1 heure a 37°C. Aprés 3 lavages dans du PBST, les cellules ont
été recouvertes d’une solution d’anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé au FITC
(Sigma-Aldrich) dilué a 1:500 dans le PBST. Aprés 1 heure d’incubation & 37°C, les
cellules ont été lavées 3 fois dans du PBST puis recouvertes d’une mince couche de PBS.
Finalement, la fluorescence a été visualisée et photographiée a 1’aide du microscope a

épifluorescence (Leica; Leitz, Wetzlar, Germany).

7. Vaccination de souris
7. 1. Protocole expérimental et échantillonnage

Les souris BALB/c femelles (dgées de 7 & 8 semaines), provenant des laboratoires
Charles River Laboratories (Montréal, Québec, Canada), ont été utilisées lors de I’étude.
Les manipulations sur les souris ont été réalisées au centre de Biologie Expérimentale de
I’INRS-Institut Armand-Fappier (Laval, Québec, Canada) selon le protocole approuvé par
le Comite institutionnel des soins aux animaux et de leur utilisation (CISAU). Dés leur
réception, les animaux ont ét€ répartis dans les cages et acclimatés a leur nouvel
environnement pendant une semaine. Par la suite, les souris ont été traitées de la maniére
suivante :

- 5 souris ont ét¢ immunisées avec le vecteur rAdP97c par voie intranasale.

- 5 avec le vecteur rAdP97c par voie intramusculaire.

- 5 autres avec le vecteur rAdGFP par voie intranasale.

- et les 5 restantes avec le vecteur rAdGFP par voie intramusculaire.

Les souris ont été immunisées deux fois : la premiére dose a été injectée au jour 0
(JO) et 1a seconde au J30 avec la méme dose et par la méme voie. Pour les immunisations

par la voie intranasale, les animaux ont été anesthésiés par inhalation bréve d’isoflurane.
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Approximativement 20 pl de PBS contenant 5 x 10" TCIDsg du virus ont été déposés
goutte-a-goutte dans chaque narine. Les injections intramusculaires (50 pl de PBS
contenant 5 x 10’ TCIDsg du virus) ont été effectuées au niveau du quadriceps caudal des
pattes postérieures a 1’aide d’une aiguille 26G. Pour ce faire, la peau du muscle a été tout
d’abord recouverte d’alcool & 70 °C, ce qui a pour avantage de le désinfecter et de bien
dégager la zone d’injection. Tous les animaux ont été euthanasiés au J60 post-vaccination

par inhalation de CO;.

Des prélévements sanguins ont été effectués sur des souris avant les
immunisations (JO) et aux J14, 30 et 60 post-immunisation au niveau du sinus retro-
orbital 4 ’aide d’une aiguille 21 G. Les sérums ont été récupérés des échantillons
sanguins, aprés une centrifugation a 5000 x g pendant 15 min, puis conservés a - 20 °C

jusqu'a analyse ultérieure.

Les lavages broncho-alvéolaires (LBA) ont été réalisés a la fin de I’expérience,
soit 4 J60 post-immunisation. Pour ce faire, aprés ouverture de la cage thoracique, un
cathéter de 0,58 nm de diamétre a été introduit dans la trachée. Par la suite, 500 pl de PBS
contenant 5 mM EDTA ont été injectés dans les poumons. Les LBAs recueillis ont été

centrifugés et les surnageants ont été conservés a - 20 °C.

7.2. Détection des anticorps anti-P97c.

La présence des anticorps anti-P97c dans les sérums et les LBAs a été examinée
par immunobuvardage de type Western comme décrit dans la section 6.2, mais en
utilisant les sérums (dilués 1:200 dans du PBST contenant 2% de BSA (PBSTB)) des
animaux immunisés comme anticorps primaires, et par ELISA indirect. Pour la détection
des anticorps anti-P97¢ par ELISA, la rP97c, & une concentration finale de 5 pg/ml (50
pg/puits), a été diluée dans du PBS puis fixée aux puits d’un plateau a 96 puits (ICN
Biomedicals). Les plateaux ont été incubés toute une nuit & 4°C. Par la suite, ils ont été

lavés 3 fois avec du PBST avant d’étre saturés avec 200 pl de PBSTB (tampon de
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blocage) afin de bloquer les sites libres présents dans les puits. Aprés 2 heures
d’incubation a TP, les plateaux ont été a nouveau lavés 3 fois puis incubés en présence de
100 pl du pool de sérum (dilué 1:200 ) ou de LBA (dilué 1 :50). Ces dilutions ont été
effectuées dans du PBSTB. Apres incubation pendant 2 heures a 37 °C, les plateaux ont
été a nouveau lavés; 100 pl IgG ou d’IgA anti-souris conjuguée au HRP (Sigma-Aldrich)
ont été ajoutés. Pour la quantification d’isotypes d’IgG, 100 pl d’anti-IgG1, IgG2a, IgG2b
ou IgG3 de souris (Boehringer Mannheim) ont été additionnés. Les plateaux ont été
incubés pendant 1 heure & 37°C. Aprés les lavages, les puits ont été rincés avec 300 pul de
PBS puis 100 pl du substrat 3, 3, 5, 5° tétraméthylbenzidine (TMB) (Sigma-Aldrich) ont
été introduits dans chaque puits. Les plateaux ont été laissés a I’abri de la lumiére jusqu'a
I’apparition de la couleur bleue. Pour arréter le développement de la coloration, 50 pl de
H,SO4 IN ont été ajoutés. La DO a été lue a 405 nm (DOups nm) & 1’aide d’un lecteur de
microplaque (Biotek Synergy HT, Bio-tek, Instruments Inc). Tous les tests ELISA ont été

effectués en duplicata et les résultats ont été exprimés en DOyos nm £ 1’écart type.

7.3. Test d’inhibition de croissance de M. hyopneumoniae in vitro

Contrairement & d'autres bactéries, la croissance des mycoplasmes peut étre
inhibée par des anticorps spécifiques. Alors nous avons utilisé cette propriété pour voir si
les anticorps anti-P97¢ induits suite a la vaccination avec le vecteur rAdP97c¢ inhibaient la
croissance de M. hyopneumoniae. La croissance de ce microorganisme provoque une
baisse du pH due a I’acidification du milieu, ce qui se traduit par le changement de la

couleur rouge du milieu au jaune orangé et une baisse de la DO.

Pour ce faire, la souche 25934 a été mise en culture dans du milieu Friis (Friis,
1975) contenant 20% de sérum de porc exempt d’anticorps anti-mycoplasme, 5%
d’extrait de levure (Gibco-BRL, Nouvelle-Zelande), 0,15 mg/ml de bacitracine, 0,08
mg/ml] d’acétate de thallium (Sigma-Aldrich) et 40 pg/ml de rouge de phénol. Ce dernier
permet de suivre la croissance de 1’agent pathogéne. Une série de dilutions décimales

dans un volume final 2 ml de milieu a été réalisée pour déterminer le titre du micro-
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organisme en culture. Ce titre a été estimé en notant la derniére dilution qui montrait un
changement de la couleur du milieu de culture par rapport au milieu sans le
microorganisme, et a été exprimé en CCU/ml (color changing units ou unité de
changement de couleur). Cent pl de culture contenant 10* CCU/puits du mycoplasme ont
eté introduits dans les plateaux a 96 puits. Par la suite, 100 pl d’une série de dilution de
sérum (1 :40 a 1 :1280) ou de LBA (1 :10 a 1 :320) provenant des souris immunisées avec
le rAdP97c ou le rAdGFP ont été introduits. Les puits avec uniquement du milieu de
culture et du mycoplasme ont été inclus comme contrdles négatifs et positifs,
respectivement. Les plateaux ont été recouverts avec un film adhésif puis incubés pendant
3 jours & 37 °C. La DO a ét¢ lue a 560 nm telle que réalisée dans d’autres études (Chen et

al., 2003).

7.4. Analyses statistiques
Les comparaisons des moyennes ont été effectuées en appliquant le test ¢ de
Student. Le seuil de signification a été fixé a 5%. Toutes les analyses statistiques ont été

réalisées dans Microsoft Excel.
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RESULTATS

1. Production de la protéine recombinante P97¢c

Préalablement a la réalisation de ce projet, une portion de 1676 pb du géne de
I’adhésine P97 avait été isolée par PCR de la souche ATCC 25934 de M. hyopneumoniae.
Cette portion contient 4 codons TGA qui codent pour le tryptophane au lieu du codon
d’arrét de la transcription chez les mycoplasmes. Ces codons avaient été mutés en codons
TGG afin de permettre I’expression de la protéine correspondante sur sa pleine longueur
dans les cellules hétérologues. Cette portion (p97c) code pour une protéine de 61 kDa
(P97¢) qui renferme les régions RR1 et RR2 de I’adhésine P97 de M. hyopneumoniae.
Elle avait été aussi clonée dans le vecteur d’expression pGEX4T1 pour permettre son
expression sous forme de protéine de fusion a la GST (Cheikh Saad Bouh, 2004). Nous
avons donc bénéficié de ce plasmide recombinant (pGEX4T1/p97c) pour produire la

protéine recombinante P97c¢ (rP97c).

L’ADN du plasmide recombinant pGEX4T1/p97c a été utilisé pour transformer la
souche E. coli BL21 (DE3)pLys afin d’exprimer la protéine recombinante P97c (rP97c).
Suite a I’analyse de I’expression de la rP97c par SDS-PAGE et coloration au bleu de
Coomassie (figure 11A), une bande importante migrant & 87 kDa a été visualisée avec le
lysat bactérien issu du clone transformé avec pGEX/p97c (puits 2) en non avec celui
transformé avec pGEX4T]1 (puits 1). Cette bande correspondait a la masse moléculaire
attendue de la protéine de fusion GST-P97c; la GST fait 26 kDa. Elle a été également
observée, ainsi qu’une bande discréte d’environ 61 kDa, aprés la purification de la
protéine de fusion GST-P97c (puits 4) et non dans le lysat purifié du clone transformé
avec pGEX4T1 (puits 3). Aprés digestion enzymatique par la thrombine pour séparer la
rP97c de la GST, une bande attendue de 61 kDa correspondant a la P97c a été révélée
(puits 5), mais également deux bandes additionnelles de 35 et 26 kDa. Ceci suggére que
la rP97c a été clivée lors de son expression dans les BL21(DE3)pLys ou durant les étapes
de purification. Néanmoins, ces résultats montrent que la production de la rP97c a été

effective.
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Figure 11. Expression de la P97¢ dans E. coli et illustration schématique du clivage
de la P97c. Les bactéries E. coli. BL21(DE3)pLys ont été transformées avec le plasmide
recombinant pGEX/p97c ou pGEX4T1. Les cultures ont été induites avec 1 mM d’IPTG
pendant 3 heures a 37°C. (A), visualisation des protéines sur un gel de SDS-PAGE (12%)
apres coloration au bleu de Coomassie. (B), révélation des bandes immunoréactives par
immunobuvardage de type Western avec un anticorps monoclonal spécifique a la P97¢
(AcMo 8H4-G6) et par la coloration au 4-chloronaphtol. Puits 1, lysat des bactéries
transformées avec le plasmide parental pGEX4TI; puits 2, lysat des bactéries
transformées avec le plasmide recombinant pGEX4T1/p97c; puits 3, la GST purifiée;
puits 4, la protéine de fusion GST-P97c purifiée; puits 5, la rP97c séparée de la GST
aprés digestion par la thrombine. M, marqueur de masse moléculaire en kDa. (C),
représentation schématique du clivage hypothétique de la P97¢c. Le clivage se produit
entre les régions RR1 et RR2 contenues dans la P97¢ et génére deux fragments (26 et 35

kDa). L’épitope reconnu par I’AcMo 8H4-G6 serait localisé dans la région RR2.
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L’expression de la rP97c dans la souche E. coli BL21(DE3)pLys transformée avec
le plasmide pGEX/p97c a été confirmée par immunobuvardage de type Western (figure
11B) en utilisant un AcMo spécifique a la P97¢c (AcMo 8H4-G6). Hormis la bande de 35
kDa, toutes les bandes observées en SDS-PAGE avec les lysats provenant du clone
transformé avec ce plasmide ont été révélées (puits 2, 4 et 5). Ces bandes n’ont pas été
détectées avec les lysats du clone transformé avec pGEX4T1. Ces résultats, d’une part,
confirment que la protéine P97c est clivée et, d’autre part, indiquent que I’épitope de la
P97¢ reconnu par I’AcMo utilisé dans cette étude serait localisé¢ dans le fragment de 26
kDa, donc dans la region RR2 de la P97, tel que schématisé a la figure 11C. Le clivage
de I’adhésine P97 de M. hyopneumoniae a été déja été décrit (Djordjevic et al., 2004).

2. Construction du vecteur de transfert pAdP97c

Le géne muté codant pour la P97c a été amplifié par PCR a partir du plasmide
pGEX/p97¢c puis sous cloné dans le vecteur de transfert pAd sous le contréle du
promoteur CMV-CuO, un promoteur fort qui permet 1’expression des protéines dans les
cellules eucaryotes. L’expression de la P97c par le vecteur de transfert recombinant a été
vérifiée en transfectant les cellules 293A. Ainsi, comme le montrent les résultats d’IFI
(figure 12A), I’expression de la P97¢ codée par le plasmide pAdP97c a pu étre obtenue
(panel a). De fagon qualitative, il a été possible d’observer en IFI jusqu'a 50-60% des
cellules du tapis cellulaire exprimant la P97c. Le lysat cellulaire récolté a partir de ces
cellules transfectées a été soumis a 1’analyse par immunobuvardage de type Western en
utilisant toujours ’AcMo 8H4-G6 (figure 13A). Les bandes immunoréactives sur la
membrane de nitrocellulose ont été révélées par la technique classique de coloration au 4-
chloronaphtol. Tel qu’attendu, la bande de 61 kDa qui correspond a la masse moléculaire
de la P97c a été détectée dans le lysat provenant de cellules transfectées avec pAdP97c
(puits 3) et non dans les cellules témoins (puits 1) ou transfectées avec le plasmide
parental pAd (puits 2). Contrairement aux résultats obtenus chez E. coli, la bande de 26

kDa n’a pas été observée.
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Figure 12. Détection de I’expression de la P97c¢ dans les cellules eucaryotes par
immunofluorescence indirecte. A, IFI effectuées sur les cellules 293A 48 heures post-
transfection ou post-infection a I’aide d’un AcMo anti-P97¢c (AcMo 8H4-G6) et d’un
AcMo anti-IgG de souris couplé au FITC. Panel a, cellules transfectées avec le vecteur de
transfert recombinant pAdP97c. Panel b, cellules infectées avec rAdP97c; panel c,
cellules témoins non infectées et non transfectées. B, IFI réalisées sur les cellules NPTr
72 heures post-infection a I’aide du mémes AcMo. Panel a, cellules infectées avec

rAdP97c¢ ; panel b, cellules t¢émoins non infectées.
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Toutefois, en appliquant une technique de révélation plus sensible, I’ECL, il a été possible
de la révéler mais de fagon discréte (figure 13B, puits 3). Ces résultats suggérent que le

clivage de la P97c peut également se produire dans les cellules eucaryotes.

3. Génération de ’adénovirus recombinant non réplicatif rAdP97¢

L’obtention d’un vecteur adénovirus recombinant non réplicatif exprimant la P97c
(rAdP97c) a été 1I’étape cruciale de ce projet car elle a constitué la partie centrale de notre
approche vaccinale. Les étapes effectuées pour y parvenir sont décrites dans le Matériel et
Méthodes. De maniére breve, le vecteur rAdP97c a été obtenu par recombinaison
homologue dans les cellules 293A entre le plasmide pAdP97c et le génome viral de
HAAdVS5 non réplicatif (manquant les régions E1 et E3) et le géne PS. A I’intérieur des
deux semaines d’incubation, il a été¢ possible de détecter plusieurs plages de lyse. Ces
plages résultent de la multiplication des virus qui en se répliquant vont former une série
de cercles concentriques, effet cytopathique, grossissant au fur et a mesure de la
propagation virale. Elles peuvent étre observées a l'oeil nu. Une dizaine des plages de
lyses individuelles ont été utilisées pour ré-infecter les cellules 293A. Aprés ’analyse par
IF], il a été possible d’en identifier plusieurs qui exprimaient la P97c tel que montré a la
figure 12A, panel b. Ces observations ont ét¢ confirmées par immunobuvardage de type
Western (figure 13A) ou la P97c a été révélée dans le lysat des cellules infectées avec le
rAdP97c obtenue (puits 5) et non dans le lysat de cellules non infectées (puits 1) ou
infectées avec le virus rAdGFP (puits 4). Par ailleurs, en utilisant la technique de
révélation ECL, il a été aussi possible de détecter le fragment de 26 kDa comme dans les
cellules 293A transfectées avec le pAdP97c (Figure 13B, puits 4). Ceci confirme que le
P97c est clivée lors de son expression dans les cellules 293A. A défaut de temps et parce
que cela ne faisait pas partie des objectifs visés dans ce projet, il ne nous a pas été

possible d’approfondir I’étude sur le clivage de la P97c.
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Figure 13. Détection de D’expression de la P97c dans les cellules eucaryotes par
immunobuvardage de type Western. Les protéines ont été séparées sur un gel de SDS-
PAGE (12%) puis transférées sur une membrane de nitrocellulose. Les bandes
immunoréactives ont été détectées a I’aide de I’AcMo 8H4-G6 et d’un AcMo anti-IgG de
souris conjugué au HRP. (A), La révélation des bandes a été réalisée par coloration de la
membrane avec le 4-chloronaphtol. Puits 1, cellules témoins; puits 2, cellules
transfectées avec le plasmide parental pAd; puits 3, cellules transfectées avec le vecteur
de transfert recombinant pAdP97c ; puits 4, cellules infectées avec rAdGFP; puits 5,
cellules infectées avec rAdP97c. (B), Les bandes immunoréactives ont été révélées par
chimioluminescence (ECL) et le film autoradiographique a été lavé manuellement. Puits
1, cellules témoins ; puits 2, cellules transfectées avec le plasmide parental pAd; puits 3,
cellules transfectées avec le pAdP97c; puits 4, cellules infectées avec rAdP97c. Les
bandes détectées correspondant a la P97c (61 kDa) et au produit de clivage de 26 kDa

sont indiquées a la droite des figures.
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Apres avoir construit le vecteur rAdP97c, ce dernier a été amplifié dans les
cellules 293A jusqu'a I’obtention du titre visé pour les expériences de vaccination. Aprés
purification sur gradient de CsCl, le virus a été quantifié par la méthode de TCIDs,. Le
titre obtenu pour le vecteur rAdP97c a été de 2 x 10" TCIDso/ml et était sensiblement
similaire & celui du virus rAdGFP (3 x 10'! TCIDs¢/ml). Ces titres sont dans la fourchette
décrite dans la littérature (Elahi et al, 2002). Pour les essais de vaccination, il était
important que le vecteur rAdP97c soit dépourvu d’adénovirus compétent pour la
réplication. D’ou la nécessité d’effectuer plusieurs cycles de purification du virus

recombinant par plage de lyse.

La capacité de rAdP97c d’exprimer la P97c dans cellules porcines a été examinée
in vitro avec la lignée cellulaire NPTr. Ainsi, comme le montrent les résultats d’IFI
(figure 12B), I’expression de la P97c a été visualisée dans les cellules NPTr infectées
avec le rAdP97c (panel a), tandis qu’aucun signal fluorescent n’a été observé dans les
cellules non infectées (panel b). Par ailleurs, aucun effet cytopathique n’a été observé
dans les cellules NPTr infectées avec rAdP97c (données non montrées), indiquant qu’a
priori le virus rAdP97c¢ produit a été bien purifié et ne contenait pas de virus révertants ou

compétents pour la réplication.

4. Induction de la réponse immunitaire humorale par rAdP97c.
4.1. Réponse immunitaire systémique

Dans le but d’évaluer le potentiel de notre systéme vaccinal, les souris BALB/c
ont été inoculées avec le vecteur rAdP97c par voie intramusculaire (i.m) ou intranasale
(i.n). Les inoculations ont été effectuées aux JO et J30. Les souris immunisées avec
I’adénovirus recombinant rAdGFP ont été utilisées comme contrdles négatifs. Le niveau
de la production des anticorps anti-P97c au niveau systémique ainsi qu’au niveau des

muqueuses a été quantifié par ELISA.
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Les analyses ont été tout d’abord effectuées par immunobuvardage de type
Western en utilisant la rP97c comme antigéne. Tel qu’attendu, les anticorps IgG anti-
P97c n’ont pas été détectés avec les sérums pré-immuns (résultats non présentés) et avec
les sérums provenant des animaux immunisés avec le rAdGFP (figure 14, panel A). En
revanche, ces anticorps ont été détectés dans les sérums des souris immunisées avec
rAdP97c aussi bien par la voie intranasale que par la voie intramusculaire (figure 14,
panel A et B, respectivement) aussitdt que J14 post- immunisation. Ces sérums
reconnaissaient la P97¢ compléte (61 kDa) mais aussi le fragment polypeptidique de 26
kDa. Il a été surprenant de constater que le fragment de 35 kDa n’ait pas été reconnu.
Celui-ci a été pourtant observé en SDS-PAGE (figure 11A, puits 5). Ces résultats
suggerent que les épitopes importants de la P97c qui induisent la réponse humorale sont
localisés dans la région RR2 tel que schématisé 4 la figure 12C. Ils suggérent aussi que le
fragment de 35 kDa contenant la région RR1 serait peu immunogéne ou ne contiendrait
pas les épitopes stimulant fortement les lymphocytes B.

Le niveau des anticorps anti-P97c induits suite & I’immunisation des souris avec le
vecteur rAdP97c a été déterminé par ELISA indirect. Comme le montrent les résultats
(tableau S), les souris immunisées avec rAdP97c (par voies intranasale et
intramusculaire) ont développé une réponse significative (P < 0.05) d’IgG anti-P97c
aussitdt que J14 post-immunisation comparé aux groupes contrdles. Une différence
significative n’a pas été notée entre les deux voies avant le rappel (J14 et J30). Par contre,
apres le rappel, la voie intramusculaire s’est avérée plus inductive que la voie intranasale
En effet, il a été noté approximativement deux fois plus d’IgG anti-P97c a J60 chez les
souris immunisées par voie intramusculaire que chez celles immunisées par voie
intranasale Ces résultats ne sont pas surprenants car il est bien connu que 1’immunisation
par voie parentérale suscite fortement une immunité systémique, alors que I’immunisation
par voie mucosale génére préférentiellement une immunité locale. Par ailleurs, les deux
voies d’inoculation du vecteur rAdP97c n’ont pas induit une réponse d’IgA anti-P97c
détectable dans les sérums (tableau 5, J60). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ces
anticorps sont généralement produits au niveau des muqueuses et sont faiblement détectés

au niveau systémique.
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Figure 14. Détection des anticorps IgG anti-P97c¢ par immunobuvardage de type
Western suite a ’immunisation des souris avec rAdP97c. La rP97c a été séparée sur
un gel de SDS-PAGE (12%) puis transférée sur une membrane de nitrocellulose. La
membrane a été découpée en laniéres lesquelles ont été incubées en présence de sérums
(dilués 1:200) provenant de souris BALB/c immunisées avec rAdP97c ou rAdGFP
(contrdle négatif). (A), laniére 1, sérum pré-immun (JO); laniére 2, sérum de souris
immunisées avec rAdGFP. (B), souris immunisées avec rAdP97c par voie intranasale
(i.n.); (C), souris immunisées avec rAdP97c par voie intramusculaire (i.m). Les sérums
ont été récoltés aux jours 14, 30 et 60 post-immunisation et, tel qu’illustré, ils réagissaient
avec la P97¢ compléte (61 kDa) ainsi qu’avec produit de 26 kDa qui résulterait du clivage

de la P97c.
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4.2. Réponse immunitaire mucosale

Pour déterminer les niveaux de la réponse des IgG et des IgA anti-P97c provoqués par le
rAdP97c au niveau des muqueuses respiratoires, les LBAs ont été réalisés a la fin des
expériences d’immunisation de souris, soit & J60 post-immunisation. Comme le montrent
les résultats des ELISA (tableau 5), des niveaux significatifs (P < 0.05) des IgG anti-
P97c ont éte¢ détectés dans les LBAs de souris inoculées avec rAdP97c que ce soit par
voie intranasale ou par voie intramusculaire Il n’y avait pas de différence considérable
entre les deux voies d’immunisation pour les niveaux des IgG. Toutefois, cette réponse a
eté en faveur de la voie intranasale Par contre, I’immunisation de souris par voie
intramusculaire n’a pas suscité une réponse d’IgA anti-P97¢ dans les LBAs. En revanche,
les souris immunisées par voie intranasale ont développé une réponse significative (P <
0.05) des IgA anti-P97c dans les LBAs. Ceci s’expliquerait par le fait que les anticorps

IgA sont généralement produits au niveau des muqueuses.

4.3. Profil d’isotypes d’IgG anti-P97¢ au niveau systémique et mucosale

Il existe différents sous-classes ou isotypes d’IgG : IgGl, IgG2 (a et b) et IgG3,
pour lesquelles le profil peut varier suite a la vaccination selon la nature du vaccin. Chez
les souris, les IgG1 sont associés & la réponse de type Th2, tandis que la réponse de type
Thl est associée a la production IgG2a, IgG2b et IgG3 (Stevens ef al., 1988). Alors, afin
de déterminer le type de réponse anti-P97¢ induit par le rAdP97c, les niveaux de ces
isotypes ont été évalués par ELISA dans les sérums et les LBAs collectés a J60 post-

immunisation.

Dans les sérums de souris immunisées avec le vecteur rAdP97c,
comparativement aux groupes contrdles (souris immunisées avec rAdGFP), les IgG1 et
les 1gG2a anti-P97c ont été détectés de fagon significative (P < 0.05), alors que les
niveaux d’IgG2b et d’IgG3 n’étaient pas significativement différents de ceux des
animaux contrdles (figure 15 A). Les souris immunisées avec le vecteur rAdP97c par
voie intramusculaireont produit 4 fois plus d’IgG2a que d’IgGl tel qu’illustré par le

calcul du ratio IgG2a/IgG1 (ratio IgG2a/IgG1 de 4).
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Figure 15. Profil d’isotypes d’IgG anti-P97c dans les sérums et les lavages broncho-
alvéolaires suite a ’immunisation des souris avec rAdP97¢. rAdGFP i.n. et im,
groupes de souris immunisées par 1’adénovirus recombinant rAdGFP par voie intranasale
ou intramusculaire (contrdles négatifs). rAdGFP i.n et i.m, groupes de souris immunisées
par le rAdP97c par voie intranasale ou intramusculaire. (A), les sérums dilués 1 :200 et
évalués par ELISA pour la présence d’IgGl, IgG2a, I1gG2b et IgG3 anti-P97c. (B), les
lavages broncho-alvéolaires dilués 1 :50 et évalués par ELISA pour la présence de ces
isotypes anti-P97c. Ces deux types d’échantillons ont été collectés au jour 60 post-
immunisation et combinés par groupe d’immunisation. Les tests ELISA ont été effectués
en duplicata en utilisant la rP97c comme antigene de fixation. Les histogrammes
représentent la moyenne de la densité optique (DO) mesuré a 405 nm =+ I’écart type. *,

différence significative (P < 0,05) comparée aux contrdles négatifs.
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Les animaux immunisés par voie intranasale avec le rAdP97c¢ avaient
approximativement des niveaux égaux d’IgG2a et d’IgGl, avec un ratio 1gG2a/IgG1 de
1,4. Dans les LBAs de souris immunisées avec le vecteur rAdP97c, I’analyse de ces
isotypes anti-P97c a aussi révélé que les IgG1 et les IgG2a étaient dominants (figure
15B). Les profils de ces deux isotypes ont été similaires & ceux obtenus avec les sérums.
En effet, il y avait approximativement 2 fois plus d’IgG2a que d’IgGl suite a
I’inoculation du du vecteur par voie i.m, tandis que les deux isotypes ont été détectés a
des niveaux égaux suite a I’inoculation du vecteur par voie intranasale Ces résultats
suggerent que les réponses anti-p97c induites par vecteur rAdP97¢c sont modulées par la
voie d’immunisation. La voie intramusculaire favorise une réponse de type Th1, alors que

la voie intranasale semble susciter une réponse mixte Th1/Th2.

5. Inhibition de croissance de M. hyopneumoniae par les anticorps anti-P97¢

En raison de I’absence de la paroi, les mycoplasmes sont sensibles a la lyse par le
complément et, par conséquent, leur croissance in vitro peut étre inhibée par des anticorps
spécifiques (Bredt et al, 1977). La croissance de M. hyopneumoniae provoque
I’acidification du milieu de culture qui se traduit par le changement de la couleur de
I’indicateur de croissance, le rouge de phénol, introduit dans le milieu et par la baisse de
la densité optique (Chen et al., 2003; Yang et al., 2005). Alors, nous avons examiné si les
anticorps anti-P97c induits par le vecteur rAdP97c chez la souris étaient capables

d’interférer avec la croissance de M. hyopneumoniae.

Les tests d’inhibition de croissance ont été réalisés en incubant des cellules de la
souche ATCC 25934 de M. hyopneumoniae en présence de dilutions de sérums et de
LBAs provenant de souris immunisées avec le vecteur rAdP97c et de celles immunisées
avec rAdGFP. Les cultures sans sérum et sans LBA ont été introduites comme contrdles
positifs de la croissance du mycoplasme. Il a été noté que la DO 4 560 nm dans les
cultures positives baissait considérablement de 1,22 (au jour de I’incubation) 4 0,4 aprés 3

jours d’incubation, indiquant la viabilité des cellules du mycoplasme et leur croissance
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durant la période d’incubation (résultats non montrés). Tel que montré 3 la figure 16,
Iinhibition de croissance du mycoplasme n’a pas eu lieu en présence des sérums et des
LBAs de souris immunisées avec rAdGFP. En revanche, en présence de sérums de souris
immunisées avec rAdP97c que ce soit par voie intranasale ou intramusculaire, une
inhibition substantielle de la croissance a été observée avec des dilutions sérums allant de
1:40 a 1:160 (figure 16A). Ceci suggere que I’effet d’inhibition observé est spécifique a
la présence d’anticorps anti-P97c dans ces sérums. Des résultats similaires ont été obtenus
en présence des LBAs ou les dilutions s’échelonnant de 1:10 4 1:40 ont démontré une
activité inhibitrice (figure 16B). Ces résultats suggérent que les anticorps anti-P97c
induits par le vecteur rAdP97c sont capables de reconnaitre 1’adhésine P97 4 la surface de
M. hyopneumoniae et, par conséquent, d’inhiber la croissance du microorganisme de

maniere dose-dépendante.
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Figure 16. Inhibition de la croissance de M. hyopneumoniae par les anticorps anti-
P97c. Les cellules de la souche ATCC 25934 de M. hyopneumoniae (1x10* CCU) ont été
mises en culture dans un plateau 4 96 puits en présence de dilutions en série de sérums
(A) ou de lavages broncho-alvéolaires (B) provenant de souris immunisées avec le
rAdP97c ou avec le rAdGFP par voie intranasale (i.n.) ou intramusculaire (i.m.). Les
cultures ont été incubées pendant 3 jours a 37°C. La croissance ou non du mycoplasme a
été déterminée en mesurant la densité optique (DO) 4 560 nm, et elle se traduit par la
baisse de la DO. Les valeurs correspondent a la moyenne des DO enregistrées + écart
type. Les résultats montrent que les sérums et les LBAs des animaux immunisés avec le

rAdP97c¢ inhibent la croissance du mycoplasme de maniére dose dépendante.
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CONCLUSION

Les objectifs de cette premiére partie expérimentale ont été atteints. Nous avons
construit et produit notre vecteur vaccinal, le rAdP97c, et démontré qu'il exprime
I’antigéne vaccinal (P97c¢) aussi bien dans les cellules de complémentarité 293A que dans
les cellules NPTr indiquant que ce vecteur est capable d’infecter les cellules respiratoires
du porc. Nos résultats ont également démontré que suite a son inoculation chez la souris,
le vecteur rAdP97c¢ induit une réponse humorale compléte contre la P97c qui est a la fois
de type Thl et Th2 tel que mise en évidence par la présence d’IgG1 et d’IgG2a tant au
niveau systémique que des muqueuses respiratoires. Ceci est intéressant, car les deux
types d’anticorps sont importants pour la protection contre les agents pathogénes
bactériens étant donné qu’ils peuvent interagir avec les molécules du complément,
provoquer la lyse des bactéries et aussi empécher leur adhérence aux cellules cibles (Lee
et al, 2003). En effet, nos résultats ont démontré, a travers le test d’inhibition de
croissance, que les anticorps anti-P97c induits par le rAdP97c sont capables de
reconnaitre ’adhésine P97 a la surface de M. hyopneumoniae pour ainsi inhiber sa

croissance in vitro.

De maniére encore plus intéressante, nos résultats montrent que 1’administration
du vecteur rAdP97c au niveau des muqueuses respiratoires (par voie intranasale) génére
une réponse locale d’IgA sécrétoires anti-P97c. De fagon générale, il est admis que les
IgA sécrétoires constituent les principaux anticorps impliqués dans la protection contre
les agents pathogénes qui pénétrent dans I'organisme héte via les muqueuses, en bloquant
leur attachement aux cellules cibles (Holmgren et Czerkinsky, 2005). De plus, de récentes
¢études indiquent que les IgA sécrétoires, autant que les IgG2a, peuvent aider a
Iinternalisation des antigénes microbiens, a leur préparation et présentation par les APC,
ce qui résulte en Iactivation rapide de la réponse & médiation cellulaire (Igietseme et al.,
2004). Pour les infections & mycoplasmes, il a été demontré qu’il existe une corrélation
positive entre le niveau d’IgA dans les muqueuses respiratoires et la protection contre M.

pulmonis chez I’'Humain (Simecka, 2005) et contre M. gallisepticum chez les volailles
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(Avikan et Ley, 1993). De ce fait, la voie intranasale a été considérée pour la vaccination

des porcs avec le vecteur rAdP97c.
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- PARTIE EXPERIMENTALE II -

« Vaccination des porcs avec le vaccin rAdP97c et évaluation de la protection

conférée contre M. hyopneumoniae : comparaison avec le vaccin commercial Suvaxyn
® MH-one »
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MATERIEL ET METHODES

1. Souches de M. hyopneumoniae
1.1. Vérification de ’identité des souches

Lors de cette étude, deux souches de M. hyopneumoniae ont été considérées pour
les infections épreuves. La souche 25095 provenant de I’ATCC (Rockville, MD, USA) et
la souche 232 qui nous a été gracieusement fournie par le Dr E. L. Thacker (College of
Veterinary Medicine, Iowa State University, USA). Les deux souches ont été regues sous
formes lyophilisées et resuspendues dans du milieu PPLO contenant 20% de glycérol. Les
aliquots ont été conservés a -70 °C. Afin de vérifier I’identité des deux souches, les
amplifications par PCR et les séquengages des régions RR1 et RR2 du géne p97 ont été
réalisés. Les extractions de I’ADN génomique des deux souches ont été réalisées en
utilisant le kit commercial " QIAamp DNA Mini Kit "(Qiagen, Mississauga, Ontario,
Canada). Les amorces utilisées, sens (5’-GAAGCTATCAAAAAAGGGGAAACTA-3)
et anti-sens (5’-TCAGGAACCAGAATCTAAATAA-3’) ont été formulées en se basant
sur la séquence connue du geéne de la P97 de la souche 232 (Genbank U50901). Les PCR

ont ¢té effectuées tel que décrit dans la premiére partie expérimentale.

1.2. Culture in vitro et titrage

Afin de produire les deux souches du mycoplasme en grandes quantités, les
cultures ont été réalisées en effectuant successivement des dilutions décimales. Pour
commencer, ces dilutions ont été effectuées dans un volume final de 2 ml de milieu PPLO
de base (milieu de Friss) supplémenté de 20% de sérum inactivé de porc, 0,8% d’extrait
de levure et 0,03% de rouge de phénol. Ce milieu a été additionné de 2,5 pg/ml
d’amphotéricine, de 100 pg/ml d’ampicilline, de 7,5 jig/ml de colistine et de 15 mg/ml de
bacitracine pour prévenir les contaminations bactériennes et fongiques. Les cultures ont
été introduites dans des tubes en verre fermés hermétiquement puis incubées a 37 °C.
Aprés 4 a 5 jours d’incubation, la dilution la plus faible montrant une couleur jaune-

orangé a été remise en culture dans 20 ml de milieu de culture dans un flacon 75 cm?. Dés
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I’apparition de la couleur jaune-orangé, celle-ci a été transvasée dans 200 ml de milieu
dans les flacons 175 cm? soit 50 ml de culture/flacon, et incubée pendant 5 jours.
Finalement, les cellules du mycoplasme ont été récoltées aprés centrifugation a 12000 x g
pendant 40 min 4 4 °C. Le culot a été lavé avec du PBS stérile froid puis resuspendu dans
4 ml de milieu PPLO de base contenant 20% de glycérol. Les aliquots ont été conservés a
- 70 °C ou immédiatement remis en culture pour déterminer le titre de la culture du

mycoplasme.

Le titrage de deux souches a été effectué en milieu PPLO liquide complet comme
suit : la suspension bactérienne a été bien homogénéisée. Par la suite des dilutions
décimales (10" a 10"2) ont été effectuées dans 1 ml de milieu dans les tubes en verre.
Les tubes contenant uniquement du milieu ont servi comme contrdles négatifs. Les
cultures ont été incubées a 37 °C sans CO, pendant 7 jours. Les tubes dans lesquels il y
avait un changement de couleur rouge du milieu en jaune-orangé ont été notés. Le titre a
été déterminé en tenant compte de la derniére dilution pour laquelle le changement de la
couleur du milieu par rapport au contrdle négatif a été observé. Pour la souche 232, le
titre a été estimé & 10° CCU/ml. Tandis que la souche ATCC 25095 a été titrée a 10°

CCU/ml.

1.3. Extraction des protéines totales

Les souches 232 et ATCC 25095 ont été cultivées, tel que décrit précédemment,
dans 200 ml de milieu. Les culots ont été obtenus aprés centrifugation a 13000 x g et a 4
°C pendant 40 min. Ils ont été lavés deux fois dans 10 ml de PBS (pour complétement se
débarrasser des composants du milieu) puis resuspendus dans 2 ml de PBS contenant
ImM de PMSF et d’inhibiteurs complets de protéase (Roche Applied Science, IN, USA).
Les extractions de protéines ont été réalisées en suivant le protocole décrit par Gerlic et
al.,, (2007). Les suspensions bactériennes ont été lysées par sonication (4 X fois 10

secondes a4 une amplitude de 10%). Aprés re-centrifugation, les surnageants ont été

récupérés, dialysés contre le PBS puis filtrés au travers d’un filtre de porosité 0,2 um. La
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concentration de protéines a été estimée en utilisant la méthode de Bradford. Les

protéines ont été conservées a - 70 °C.

2. Expérimentation chez les porcs

Les porcelets, dgés de 18 a 21 jours, ont été regus de la ferme F. Ménard Inc
(Ange-Gardien, Québec, Canada). Les animaux ont été hébergés pendant toute la durée
des manipulations & I’animalerie de 1’Agence Canadienne d’Inspection des Aliments
(ACIA, St-Hyacinthe, Québec, Canada). Les manipulations sur les animaux ont été
effectuées selon les protocoles expérimentaux approuvés par le « Comité d’éthique de
I'utilisation des animaux de la Faculté de médecine vétérinaire de 1’Université de
Montréal » et suivant le Guide pour Soins et Utilisation des Animaux de Laboratoire.
Avant toute manipulation, une période d’adaptation d’une semaine a été observée pour les
porcelets. Par la suite, ils ont été identifiés individuellement par des boucles auriculaires
puis répartis au hasard en différents groupes. Les porcelets ont été nourris avec une

moulée sans antibiotique et observés a plusieurs reprises.

2.1. Infections préliminaires

Cette partie expérimentale a été réalisée dans le but d’évaluer la virulence des
deux souches de M. iiyopneumoniae décrites précédemment. Pour ce faire, 8 porcelets ont
été répartis en trois groupes. Trois porcelets ont été inoculés avec la souche 232, 3 avec la
souche ATCC 25095 et les 2 restants ont été inoculés avec le virus rAdP97c par voie
intra-nasale. Ces derniers ont servi comme controles négatifs de I’infection a M.
hyopneumoniae mais aussi pour la mise au point des tests d’analyse des réponses
immunitaires dirigées contre la P97c. Les infections par M. hyopneumoniae ont été
réalisées par voie intra-trachéale avec 5 ml de PBS stérile contenant 10° CCU de
mycoplasme. Pour ce faire, les animaux ont été anesthésiés a4 1’aide d'un mélange
composé de kétamine et de xylazine par voie intra-musculaire. L’euthanasie a été réalisée

sous anesthésie par I’injection intra-veineuse du sodium pentobarbital. Les doses ont été
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ajustées en fonction du poids de chaque animal tel que recommandé par la posologie de
chaque produit. Toutes les expériences sur les animaux ont été réalisées sous la
supervision d’un vétérinaire agréé, Dr. Carl A. Gagnon (Faculté de médecine vétérinaire,
Université de Montréal, St-Hyacinthe, Québec, Canada). Les porcelets ont fait 1’objet
d’un examen clinique quotidien & partir du jour de I’infection (JO) jusqu’au J30 post-

infection.

2.2. Vaccination et infection épreuve

Le vaccin qui fait I’objet principal de notre étude est le vecteur rAdP97¢c. Celui-ci
a été produit tel que décrit dans la premiére partie expérimentale de cette étude. A titre de
comparaison, un vaccin commercial, Suvaxyn ® MH-one (Numéro de série : 1619112A)
a été également utilisé dans cette étude. Ce dernier est une bactérine, ¢’est-a-dire qu’il est
fabriqué a partir d’une souche inactivée de M. hyopneumoniae. 11 nous a été
gracieusement fourni par la compagnie Wyeth (Wyeth Santé Animal, Guelph, Ontario,
Canada). Le vaccin a été conservé et administré aux porcs en suivant les

recommandations du fabricant.

Les porcelets ont été répartis en quatre groupes (tableau 6). Les animaux du
groupe témoin (n = 5) n’ont pas été vaccinés ni infectés. Les animaux du groupe non
vacciné/infecté (n = 5) ont été éprouvés avec la souche 232 de M. hyopneumoniae par
voie intra-trachéale. Ceux du groupe Suvaxyn MH-one /infecté (n = 8) ont été vaccinés
avec 2 ml du vaccin commercial Suvaxyn ® MH-one par voie intramusculaire tel que
recommandé par le fournisseur. Ils ont été éprouvés avec la souche 232 de M.
hyopneumoniae a J28 post-vaccination. Les animaux du groupe rAdP97c/infecté (n = 10)
ont été vaccinés deux fois 4 2 semaines d’intervalle (JO et J14), par voie intranasale, avec
5 ml de PBS stérile contenant 2 x 10'° TCIDsy de rAdP97c. Ces animaux ont été
également éprouvés avec la souche 232 de M. hyopneumoniae a J28 post-vaccination. Il
est a noter que I’inoculum utilisé lors des infections épreuves a été préparé a partir de

broyats des poumons des porcs infectés avec la souche 232 (Section 2.1). Pour I’obtenir
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de grandes quantités d’inoculum, les broyats de poumons été mis en culture et titrés tel

que décrit dans la section 1.2.

Tableau 6. Description des groupes expérimentaux

Jours de vaccination Jour d’infection
Groupes épreuve
expérimentaux
Jo J14 J28
Témoin Non Non Non
(n=5)
Non vacciné/infecté Non Non M. hyopneumoniae
(n=5) 23224 10°CCU par
voie intratrachéale
Suvaxyn MH- 2 ml de vaccin Non M. hyopneumoniae
one/infecté par voie 2324 10° CCU par
(n=28) intramusculaire voie intratrachéale
rAdP97c /infecté 2 x 10" TCIDs, 2x 10'°°TCIDsy M. hyopneumoniae
(n=10) par voie intranasale par voie 2323 10° CCU par
intranasale voie intratrachéale
J, jour

CCU, color changing units ou unité de changement de couleur

TCIDsp, dose infectieuse induisant un effet cytopathique dans 50% de cellules infectées.

Tous les animaux ont fait I’objet d’'un examen clinique deux fois par semaine
apres la vaccination puis réguliérement a partir du jour de I’infection épreuve (4 J28 post-
vaccination) et jusqu'a la fin de I’expérience (J56 post-vaccination). Pour chacun des
groupes expérimentaux, les animaux qui présentaient de la toux ou de la difficulté

respiratoire étaient notés. Afin d’évaluer le gain de poids moyen quotidien (GMQ), les
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animaux ont été pesés individuellement aux JO, 28, 42 et 56 début de I’expérience. Le
GMQ a été déterminé comme suit : [(poids final - poids initial) / nombre de jours de

I’expérience].

2.3. Echantillonnage

- Prélévements sanguins: les prises de sang ont été réalisées toutes les deux semaines (de
JO a J56 post-vaccination), a partir de la veine jugulaire. Pour I’obtention de sérums, du
sang a été recueilli dans un tube non hépariné (Monoject, Mansfield, MA, USA). Les
sérums ont €té obtenus apres centrifugation des tubes a 5000 x g pendant 15 min puis
conservés a - 20 °C. Pour I’isolement de PBMCs, les prises de sang ont été effectuées

dans les tubes contenant du sodium-héparine (Monoject).

- Prélévements de salive et des lavages broncho-alvéolaires: les salives ont été
récoltées a J28 post-vaccination sous anesthésie et au moment de la nécropsie (J52 post-
vaccination). Pour ce faire, un morceau de coton absorbant, a été introduit sous la langue
de I’animal et laissé imbiber pendant 5 & 10 min. Par la suite, le coton a été enlevé et mis
dans un tube conique contenant 1 ml de PBS supplémenté de ImM de PMSF et 5 mM
d’EDTA. Les échantillons ont été gardés sur la glace a 4°C. Ensuite, le coton a été
introduit dans une seringue puis pressé. Les salives ont été conservées a -70 °C jusqu'a
utilisation. Les LBAs ont été réalisés a la nécropsie. Apres le prélévement des poumons,
un tube de 3,5 mm de diametre a été introduit dans la bronche principale du lobe
diaphragmatique droit. Le poumon a été lavé avec 30 ml de PBS contenant 1mM de
PMSF et 5 mM d’EDTA. Le liquide a été transvasé dans des tubes de polycarbonate de
30 ml et conservé sur glace a 4°C. Par la suite, il a été filtré au travers d’'une monocouche
de compresse afin de se débarrasser des gros débris. Pour chaque animal, 2 ml de LBAs
ont été prélevés pour les analyses cytologiques. Le restant a été centrifugé a 5000 x g

pendant 15 min 4 4°C. Une partie du surgeanant a été aliquotée et conservée a -20 °C pour
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les analyses sérologiques et 1’autre a été immédiatement utilisée pour les analyses

bactériologiques.

- Prélevements de tissus pulmonaires: les morceaux de poumons ont été coupés de
préférence aux endroits ol les lésions pulmonaires étaient visibles. Pour une étude
histologique, les morceaux de poumons ont été conservés dans du formol. Pour la
quantification bactérienne, les morceaux de poumons ont été scellés et conservés a — 70
°C. Le lendemain, approximativement 1g a été broyé dans 3 ml de milieu Friis de base
contenant 2,5 ng/ml d’amphotéricine, 100 ug/ml d’ampicilline, 7,5 pg/ml de colistine et
15 mg/ml de bacitracine. L'homogénat a été clarifié par centrifugation a 5000 x g pendant

15 min 4 4°C. Le surnageant a ét¢ immédiatement utilisé pour I’analyse bactériologique.

3. Analyse de la réponse humorale

La liste des anticorps secondaires utilisés pour les analyses sérologiques par la technique
ELISA est présentée dans le tableau 7. Sauf si précisé, les plateaux a 96 puits ont été
lavés trois fois avec 300 pl de PBS contenant 0,05% Tween 20 (PBST) lorsque cela était
nécessaire. Les densités optiques ont été lues a I’aide d’un lecteur de microplaque (Power

Wave 340; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT).

- Détection d’anticorps anti-M. hyopneumoniae: pour ce faire, les ELISA ont été
effectués a I’aide du kit HerdChek Mycoplasma hyopneumoniae Antibody Test. Ce test
détecte les IgG et fait intervenir les antigénes totaux du mycoplasme : les sérums ont été
dilués au 1:40 et la DO a été lue 650 nm tel que recommandé par le manufacturier. Le
niveau d’anticorps est déterminé par le rapport échantillon/positif (rapport E/P = (DO de
I'échantillon - DO du contrdle négatif)/(DO du contréle positif - DO du contrdle négatif).

L’échantillon est considéré comme séropositif si le rapport E/P est supérieur a 0,3.

- Détection d’anticorps anti-P97c: dans les plateaux a 96 puits (NuncImmuno™, Nalge

Nunc International, Rochester, NY), une quantité de 50 pg/puits de rP97c a été fixée dans
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du PBS pendant toute une nuit & 4°C. Les plateaux ont été rincés avec du PBST puis
saturés a 1’aide de 200 pl de PBST contenant 5% de lait écrémé en poudre (PBSTL) afin
de bloquer les sites libres présents dans les puits. Aprés 2 heures d’incubation a 37°C, les
plateaux ont été lavés 3 fois avec du PBST puis traités différemment selon le type
d’anticorps 4 analyser. Pour la quantification des IgG et des IgA totaux, 100 ul
d’échantillon (sérum, salive ou LBA), dilué au 1:100 dans le PBSTL, ont été ajoutés, en
duplicata, dans les puits. Les plateaux ont été incubés pendant 1 heure & 37°C. Aprés
lavages avec du PBST, 100 pl d’anti-IgG porcin-HRP (dilution 1:5000) ou d’anti-IgA
porcin-HRP (dilution 1:500) ont été ajoutés puis incubés pendant 1 heure a 37°C. Les

plateaux ont été lavés puis rincés avec 300 pl de PBS. Par la suite, 100 pul du substrat

Tableau 7. Anticorps secondaires utilisés pour les analyses sérologiques

Anticorps secondaires Source

HerdChek Mycoplasma hyopneumoniae IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, Maine, USA
Antibody Test Kit

Anti-IgG porcin (H+L) conjugué au HRP Bethyl Laboratories, Inc, Montgomery, Texas, USA

Anti-IgA porcin conjugué au HRP Bethyl Laboratories, Inc, Montgomery, Texas, USA
Anti-IgGlporcine ADbD Serotec, Serotec, Kidlington, Oxford, UK
Anti-IgG2a porcine AbD Serotec; Serotec, Kidlington, Oxford, UK

Anti-IgG de souris conjugué au HRP ADD Serotec; Serotec, Kidlington, Oxford, UK

3,3°,5,5’ tétraméthylbenzidine (TMB)(Zymed , San Francisco, CA) ont été introduits dans

chaque puits. Les plateaux ont été laissés & TP a I’abri de la lumiére pendant une dizaine
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de minutes, et le développement de la coloration a été arrété par 1’ajout de 50 pl de
H,SO4 IN. La DO de chacun des puits a été lue a 450 nm avec un filtre de référence a
570 nm. Pour la quantification des isotypes d’IgG (IgG1 et IgG2a), aprés 1’ajout des
échantillons a tester, les plateaux ont été incubés pendant 1 h & 37°C en présence de 100
pl d’anti- IgG1 porcin ou d’anti-IgG2al porcin dilué 1:500. Aprés lavages avec du
PBST, 100 pl d’anti-IgG de souris-HRP (dilution au 1:5000) ont ét€ ajoutés. Les étapes
ultérieures ont été réalisées comme décrit ci-haut. Les titres d’anticorps ont été
déterminés par extrapolation en fonction d’une courbe standard correspondant & chaque

type d’anticorps étudié.

4. Analyse de la réponse a médiation cellulaire
4.1. Isolement des PBMCs

Apres les prélevements sanguins, les PBMCs ont été extraits par la méthode
classique de centrifugation sur gradient de Ficoll-Histopaque-1077 tel que suggéré par le
manufacturier (Sigma-Aldrich). Cette méthode est basée sur le principe que les hématies
(globules rouges) et les cellules polynucléaires, étant plus denses, se sédimentent sous le
Ficoll, tandis que les lymphocytes et les monocytes, qui constituent les principales sous-
populations des PBMCs, restent au-dessus du gradient et peuvent ainsi étre récoltés a
I’interface. Pour ce faire, 4 ml de sang ont été dilués dans un méme volume de PBS
stérile. Le mélange a été déposé lentement sur 3 ml de Ficoll-Histopaque dans un tube de
polycarbonate de 15 ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Les tubes ont été centrifugés a
500 x g pendant 30 min a 20 °C. Le manteau cellulaire blanc, a I’interface, contenant les
PMBCs, a été aspiré a 1’aide d’une pipette pasteur stérile puis transvasé dans un nouveau
tube. Un premier lavage a été effectué avec 10 ml de PBS. Aprés re-centrifugation
pendant 5 min, le surnageant a été completement vidé et les cellules resuspendues dans 5
ml de chlorure d’ammonium (155 mM NH4Cl pH 7,2; 170 mM Tris-base pH 7.2, ratio
9:1). Cette étape additionnelle a été réalisée dans le but de lyser et de se débarrasser des
globules rouges restants. Aprés incubation pendant 5 & 10 min dans un bain-marie a 37

°C, 10 ml de PBS ont été ajoutés afin de neutraliser la lyse. Par la suite, les PBMCs ont
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eté culottées par centrifugation tel qu’indiqué ci-haut puis lavées successivement (3 fois)
avec 10 ml de PBS. Au dernier lavage, le surnageant a été complétement vidé a 1’aide
d’une pipette pasteur. Les PBMCs ont été remises en suspension dans 2 ml de milieu
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) complet supplémenté de 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 100
U/ml pénicilline, 100 pg/ml streptomycine, 50 UM 2-mercapto-éthanol. La densité
cellulaire a été déterminée par comptage manuel i 1’aide d’un hémacymétre. La

population de PBMCs a été ramenée a une densité de 4x10° cellules/ml

4.2. Tests de transformation lymphoblastique

Les tests de transformation lymphoblastique (TTLs) ont été effectués en utilisant
le kit BrDU Cell Proliferation (Exalpha Biologicals Inc., MA, USA). Le BrDu (5-bromo-
2'-deoxyuridine) est un analogue de la thymidine qui s’incorpore dans I’ADN des cellules
en phase S. Cette incorporation est proportionnelle & la division cellulaire et peut étre
révélée avec un anticorps spécifique anti-BrDu par ELISA. Bien que cette méthode soit
moins sensible que la méthode classique de marquage des cellules par la thymidine tritiée

(H), elle présente ’avantage d’étre non radioactive (Maghni et al.,1999).

Les TTLs ont été réalisés dans les plateaux a 96 puits 4 fond en U. Tous les
réactifs ont été fournis avec le kit. Un volume de 50 pil de suspension de PBMCs, soit
2.10° cellules par puits, ont été mises en culture dans le milieu RPMI-1640 complet en
présence de 50 pl de rP97c détoxifiée a une concentration finale de 10 pg/ml. Pour
chaque animal, des puits témoins positifs et négatifs ont été inclus dans 1’essai. Dans les
puits témoins positifs, les cellules ont été incubées en présence de 50 ul de la ConA 4 une
concentration finale de 5 pg/ml, tandis que dans les puits témoins négatifs n’étaient pas
stimulés. Afin de réduire la variabilité des mesures, des analyses en triplicata ont été

réalisées. Les plateaux ont été incubés pendant 3 jours a 37 °C et 4 5% de CO,.

Pour mesurer la prolifération des cellules, 20 Ll de la solution de BrdU fournit,

diluée au 1:500 dans le milieu RPMI complet, ont été ajoutés. Les plateaux ont été
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incubés pendant une période additionnelle de 16 heures. Par la suite, les cellules ont été
culottées par centrifugation 4 1000 x g pendant 5 min. Aprés 30 min d’incubation 4 TP, la
solution a été aspirée et les plateaux ont été incubés pendant 2 heures a 65 °C afin de
dénaturer I’ADN chromosomique et ainsi permettre la reconnaissance des épitopes
intranucléaires par I’anticorps anti-BrDU. Puis, les cellules ont été lavées 3 fois avec 300
Ml de la solution de lavage préparée selon les instructions du fournisseur. Un volume de
100 pil d’anticorps anti-BrdU (dilué au 1:200) a été ajouté puis incubé pendant 1 heure 3
TP. Apres lavages, 100 ul de I’anticorps anti-IgG de souris conjugué a la peroxidase ont
eté additionnés. Les plateaux ont été laissés a température ambiante pendant 30 min. Dés
lors, les cellules ont été a nouveau lavées puis recouvertes avec 100 pl de TMB. Apreés 30
min d’incubation a I’abri de la lumiére, le développement de la coloration a été arrété par
I’addition de 100 pl de solution stop. Finalement, la DO a été lue 4 450 nm 2 I’aide d’un
spectrophotometre (Power Wave 340; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT). Les
indices de prolifération ont été calculés en divisant la moyenne de la DO des cellules

stimulées par la moyenne de la DO des cellules non stimulées.

5. Dosage de cytokines dans les lavages bronchoalvéolaires

Les différentes cytokines qui ont été quantifiées dans cette étude et leurs solutions sont
présentées dans le tableau 8. Nous avons bénéficié des protocoles d’ELISA mis au point
par I’équipe du Dr M. Gottschalk (Facult¢é de Médecine Vétérinaire, Université de
Montréal, St-Hyacinthe, Québec, Canada). Pour ce faire, I’AcMo anti-porcin TNF-a (2
ng/ml), I’AcMo anti-porcin IL-1B (1 pg/ml), I’anticorps polyclonal anti-porcin IL-6 (0,8
Hg/ml) ou I’AcMo anti-humain IL-8 (2 pg/ml) ont été séparément fixés aux puits toute la
nuit 2 4 °C. Aprés ringage avec du PBS-0.1% Tween 20 (PBST), les puits ont été bloqués
pendant 2 heures & TP suivi des lavages (3 fois) avec du PBST. Par la suite, 100 pl du
liquide des LBAs ou de la protéine standard correspondant & chacun des cytokines ont été
séparément ajoutés en duplicata. Aprés 2 heures d’incubation, les puits ont été relavés

puis I’anticorps couplé a la biotine correspond & chacun des cytokines a été introduit
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(TNF-a (0.2 pg/ml), IL-1B (75 ng/ml, IL-6 (50 ng/ml), IL-8 (0,5 pg/ml) puis incubé
pendant 2 heures. Aprés lavages et ajout de la streptavidine-HRP (2 pg/ml), les plateaux
ont été laissés durant 1 heure a TP. Les plateaux ont été a nouveau lavés et la
streptavidine couplé au HRP a été additionnée et les plateaux ont été incubés pendant 45
min. Apreés lavages, les puits ont été séchés et 100 pl de TMB ont été introduits. Le
développement de la coloration a été arrété par 1’ajout de 50 pil de H,S04 IN. La DO a été
lue 4 450 nm. La concentration de chaque cytokine a été estimée, grice a sa propre DO,
en se basant sur la courbe standard réalisée a partir de la protéine standard. Pour établir
les courbes étalons, les protéines standard ont été préparées & des concentrations
comprises entre 78 et 5000 pg/ml pour le TNF-q, I'IL-1P et I’'IL-6 et entre 18 et 1200
pg/ml pour I’IL-8.

6. Examen des lésions pulmonaires
A 1a nécropsie, les poumons ont été examinés par un vétérinaire expérimenté agréé
(Dr Carl A. Gagnon, Facult¢ de Médecine Vétérinaire, Universit¢é de Montréal, St-
Hyacinthe, Québec, Canada) pour la recherche des lésions causées par 1’infection a M.
hyopneumoniae. Le pourcentage de poumons porteurs de lésions de pneumonie a été
estimé pour chacun des sept lobes selon la grille décrite par Sorensen et al., (2006) dans
laquelle le pourcentage maximum de 1ésions est 100 %. En bref, cette grille définit
- 5% et 11% si la totalit¢ des lobes apicaux gauche et droit sont atteints,
respectivement.
- 6% et 10% pour les lobes caudaux de gauche et de droite, respectivement.
- 5% pour le lobe intermédiaire.
- 29% et 34% si la totalité des lobes diaphragmatiques gauche et droit sont atteints,
respectivement.
- Le pourcentage total de lésions correspond a la somme des étendues de chaque

lobe.
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Les examens de 1ésions microscopiques ont été réalisés par le Service d’histologie de
la Faculté de médecine vétérinaire de St-Hyacinthe. Les tissus pulmonaires, conservés
dans le formol, ont été coupés en couches minces de 3 a 4 un d’épaisseur au microtome.
Ces coupes de tissus ont été colorées par la méthode classique d’hématoxyline et €osine
(HE). L’utilisation des deux colorants sur une méme préparation augmente la sensibilité
de détection des 1ésions. L’hématoxyline colore le noyau des cellules en violet/noir/bleu
(selon I’épaisseur de la coupe et la formule de ’hématoxyline utilisée). C’est un colorant
cationique ou basique qui crée des liens chimiques avec les acides nucléiques présents
dans le noyau des cellules. Puis, la couleur se diffuse dans toutes les structures nucléaires
par un phénomeéne d’absorption. Elle doit étre oxydée pour donner le principe colorant
actif. L’oxydation de I’hématoxyline peut chimiquement a 1’aide d’iodate de potassium,
permanganate de potassium, alun de potasse ou autre : ce sont des mordants. On obtient
alors une solution colorante que 1’on appelle « hemalun ». L’€osine quant a elle est un
colorant acide qui forme des liens avec les structures basiques du cytoplasme et les colore
en rose/rouge. La double coloration HE est fréquemment utilisée pour les colorations

histologiques en raison de sa simplicité et de sa fiabilité. De plus, elle est moins onéreuse.

7. Analyse cytologique des lavages bronchoalvéolaires

Les analyses cytologiques ont été réalisées avec les LBAs. Le nombre total des
cellules présentes dans les LBAs a été déterminé a I’aide d’un hémacymetre et leur
viabilité a été vérifiée par I’exclusion du Bleu Trypan. Pour ce faire, 100 ul de LBA ont
été homogénéisés dans 400 pl de PBS et 500 pl de Bleu Trypan a 0,4% (p/v) (facteur de
dilution 5). Aprés 5 min d’incubation & température ambiante, pour permettre la
pénétration du Bleu Trypan, une petite quantité (approximativement 10 {l) a été
transférée dans les chambres de 1'hémacymetre en utilisant une pipette Pasteur. Les
cellules ont été comptées sous un microscope optique. Les comptages ont été effectués
deux fois pour s’assurer de la fiabilité du résultat. La moyenne des deux comptages a été
calculée et le nombre total de cellules par ml a été estimé en appliquant 1’équation :

nombre total de cellules = nombre moyen de cellules x 10* x facteur de dilution.
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Les différents types de leucocytes présents dans les LBAs ont été caractérisés avec
I’aide du Service de Cytologie de la Faculté de médecine vétérinaire de St-Hyacinthe. Les
cytocentrifugations ont été effectuées 4 500 x g pendant 5 min, avec 200 pl de LBA, dans
un cytopsin (Cytospon 2, Shandon Southern Instruments, Sewickley, PA). Les cellules
ainsi fixées sur les lames ont été colorées en utilisant la technique de coloration rapide
"Diff-Quick". Aprés 30 secondes d’incubation, les lames ont été séchées puis les cellules
ont été comptabilisées sous un microscope. La différenciation des leucocytes était basée
sur leur morphologie. Finalement, le pourcentage de chaque type de leucocytes a été

déterminé en tenant compte du nombre des cellules totales.

8. Analyse bactériologique.

Ces analyses ont été effectuées dans le but de quantifier M. hyopneumoniae dans
les poumons et les LBAs des animaux infectés. Pour ce faire, les homogénats de poumons
et les liquides des LBAs ont été dilués dans le milieu culture de mycoplasme. Les
dilutions décimales ont été effectuéesen mélangeant 100 pl d’échantillon dans 900 pl de
milieu. Pour chaque dilution, 200 il ont été mis en culture, en triplicata, dans un plateau a
96 puits. Les puits avec uniquement le milieu de culture ont été également inclus. Les
plateaux ont été recouverts d’un film adhésif stérile (pour éviter I’évaporation du milieu)
puis mis dans un sac hermétique. Les cultures ont été incubées pendant 5 jours a 37 °C
sans CO,. Les titres ont été déterminés par observation des puits : on a noté la derniére
dilution pour laquelle un changement de couleur de rouge a 1’orange jaune a été observé.
Les résultats des titrages ont été exprimés en CCU/ml : si par exemple les puits ont viré

jusqu'a - 7, alors le titre sera de 10’ CCU dans 200 pl, donc 2 x 10® CCU/ml.

9. Test d’inhibition de croissance in vitro de M. hyopneumoniae
Le but de ces tests est d’évaluer la capacité des antisérums d’inhiber la croissance

du mycoplasme. Pour ce faire, la souche 232 de M. hyopneumoniae a été mise en
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croissance, tel que décrit précédemment, jusqu'a I’obtention d’un titre de 10 CCU/ml. La
culture a été alors diluée 4 10° CCU/ml dans le milieu de culture de mycoplasme. Par la
suite, 100 pl, soit 10° CCU du mycoplasme, ont été transférés dans les puits d’un plateau
a 96 puits. Les sérums (J28) provenant des animaux de chaque groupe expérimental ont
ete séparément dilués dans le milieu PPLO ci-haut. Les dilutions de raison 2 (de 1: 40 a
1 : 1280) ont été réalisées. Cent Pl de chaque dilution ont été incubés (en triplicata) en
présence du mycoplasme. Apreés 4 jours de culture, les DO 4 560 nm ont été mesurées.

Lors des tests, les puits contenant uniquement le milieu de culture et les puits contenant
du mycoplasme sans antisérums ont été inclus comme contrdles négatifs et positifs,
respectivement. Le pourcentage d’inhibition a été estimé comme suit : [(DO moyen de la
croissance du mycoplasme en présence de 1’antisérum - DO moyen de la croissance du
mycoplasme en absence de I’antisérum)]/[(DO moyen du milieu de culture - DO moyen

de la croissance du mycoplasme)] X 100.

10. Analyses statistiques

Les données des groupes expérimentaux ont été inscrites dans Microsoft Excel.
Les comparaisons entre les groupes ont été réalisées par le test Tukey pour une analyse de
variance (ANOVA) a un facteur. Ce test permet de comparer les groupes deux par deux et
ne nécessite pas que les groupes aient la méme taille. Le seuil de signification a été choisi

a 5%.
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RESULTATS

1. Sélection de la souche pathogénique de M. hyopneumoniae

Il existe chez M. hyopneumoniae plusieurs souches dont certaines sont non
virulentes ou peu virulentes et d’autres trés virulentes (Meyns et al., 2007). Nous
disposions de deux souches, la souche ATCC 25095 et la souche 232, potentiellement
utilisables pour les infections épreuves. En effet, aprés amplification par PCR de la
portion du géne de la P97 renfermant les régions RR1 et RR2, celle-ci a été séquencée.
L’analyse de la séquence peptidique a montré que les deux souches contiennent plus de 7
unités répétées AAKPV/E dans la région RR1, un nombre minimum pour qu’une souche
de M. hyopneumoniae soit considérée comme virulente (Minion ef al., 2000). Il y en a 10

pour la souche ATCC 25095 et 15 pour la souche 232 (figure 17).

Un nombre restreint de porcs (3 par groupes) a été infecté avec 10° CCU des deux
souches. A la nécropsie, 30 jours post-infection, I’examen des poumons a révélé des
lésions pulmonaires macroscopiques uniquement chez les animaux infectés avec la
souche 232. Cette derni¢re a donc été considérée pour les infections épreuve au moment
de la vaccination des porcs avec le vecteur rAdP97c et le vaccin Suvaxyn® MH-one.
Toutefois, la quantité de lésions observées a été beaucoup plus faible qu’attendu (< 5%)
bien que la dose d’inoculum de la souche 232 ait été supérieure a celle de 10> CCU/ml
décrite dans la littérature (Okada et al., 1999, Fano ef al., 2007). Puisque le passage d’un
agent pathogeéne in vivo peut avoir pour effet de réactiver sa virulence, il a été décidé de
réisoler et d’amplifier la souche 232 & partir de broyats de poumons infectés afin de
I’utiliser lors des infections épreuves. Les résultats qui seront présentés ultéricurement ont

bien montre I’effet attendu du passage in vivo.
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Figure 17. Comparaison de la portion de portion C-terminale de la P97 contenant les
régions RR1 et RR2 des souches de M. hyopneumoniae utilisées dans cette étude.

Les séquences des souches 25095 et 232 ont été obtenues dans cette étude. La séquence
de la souche 25934 provient de GenBank (numéro d’accés AY512905). L’alignement des
séquences a été effectué¢ 4 1’aide du programme BioEdit La région RR1 (en rouge)
renferme des motifs répétés AAKPE(V) qui sont au nombre de 15 chez la souche 232, 10
chez les souches ATCC25095 et 25934. La région RR2 (en bleu) contient des motifs
répétés GT(A,S)PN(S)QGKKAE, au nombre de 5 chez la souche 25934 et de 4 chez les
souches ATCC 25095 et 232, )

-, acide aminé identique

*, acide aminés manquants.
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2. Evaluation de la protection conférée par les vaccins suite a une infection épreuve
Lors de cette deuxiéme étape d’expérimentation chez le porc, 28 porcelets ont été
utilisés et traités tel que décrit au tableau 6. Aprés ’infection épreuve avec la souche 232
de M. hyopneumoniae, les animaux ont été suivis pendant 28 jours, soit jusqu’ a J56 post-
vaccination. Le niveau de protection conféré par notre vaccin rAdP97c¢ ainsi que par le
vaccin Suvaxyn ® MH-one contre 1’agent pathogéne a été évalué au niveau des signes
cliniques (la toux et le GMQ), des 1ésions pulmonaires et la réponse inflammatoire causés

par 1’agent pathogéne.

2.1. Signes cliniques

Durant les 4 semaines qui ont précédé I’infection épreuve (J0-J28), aucun
symptdme particulier n’a été noté chez les animaux. De J28 (jour de I’infection épreuve)
au J56, de la toux et de la difficulté respiratoire n’ont pas été constatées chez les animaux
témoins. En revanche, ces symptomes ont été mis en évidence chez tous les animaux
infectés y compris chez ceux qui ont été vaccinés a partir de la premiére semaine post-
infection et ont perduré en s’intensifiant jusqu'a la fin de I’expérience. Toutefois,
visuellement, il a été constaté que les animaux du groupe non vacciné mais infecté
toussaient plus souvent et avaient plus de difficulté a respirer que ceux des groupes
vaccinés. Comme c’est le cas lors de I'infection & M. hyopneumoniae, la toux observée
n’était pas productive, c’est-a-dire séche ou irritative qui survient souvent de maniére
brusque, intense et & de courts intervalles.

Afin d’évaluer I’effet des vaccins utilisés sur la perte de croissance qui est souvent
associée a I'infection & M. hyopneumoniae, les animaux ont été pesés aux JO, 28. 42 et 56
post-vaccination. Comme le montrent les résultats du tableau 9, aucune différence de
poids n’a été observée entre les groupes expérimentaux avant I’infection épreuve (du JO
au J28). Par contre, 4 partir de la deuxiéme semaine post-infection (J42), une perte de
croissance significative (P < 0,05) a été notée dans le groupe non vacciné/infecté

comparativement au groupe témoin. Au J56 post-vaccination, soit quatre semaines aprés
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Tableau 9. Evaluation de la prévention de la perte de poids suite a la vaccination et

Pinfection par M. hyopneumoniae.

Poids moyen en kg

Témoin Non vacciné/ Suvaxyn® MH- rAdP97¢/
Jour de infecté one/infecté infecté
pesée
10 8,1+ 1,135 7,1 £0,418 8,1+1,536 7,82+1,53
J28 22,5+25 20,28 £2,299 19,75 +£ 5,775 20,75 + 2,768
Jj42 36 £2,236 26,6 + 6,07 (A) 28,125 + 9,448 27,55+ 3,997
J56 54,36 + 1,309 39,81+ 5,84 (A,C) 49,87 + 3,81 44,63 £ 3,61 (A,C)
GMQ 0,830 + 0.037 0,586 + 0,104 (A,C) 0,743 + 0.088 0,672 + 0.068 (A,C)

GMQ (gain de poids moyen quotidien) au jour 56 post-vaccination
A, différence significative (P < 0,05) comparée au groupe témoin.

C, différence significative (P < 0,05) comparée au Suvaxyn MH-one/infecté.



115

I’infection épreuve, tous les groupes infectés ont montré un retard de croissance par
rapport au groupe témoin mais ce retard n’était significatif que pour les animaux non
vaccinés/infectés (P = 0,0006) et vaccinés avec rAdP97c (P = 0,001). Les porcs des
groupes non vacciné/infecté et rAdP97c/infecté ont également accusé un retard de
croissance significatif par rapport au groupe Suvaxyn MH-one/infecté (P = 0,0056 et

0,016, respectivement).

Le calcul du GMQ n’a pas non plus permis de constater une différence significative entre
le groupe non vacciné/infecté (0,586 + 10,4 kg/jour) et le groupe vacciné avec rAdP97¢
(0,672 = 68 kg/jour). Toutefois, une 1égére amélioration de gain de poids a été constatée
dans le groupe rAdP97c/infecté. Le GMQ du groupe vacciné avec Suvaxyn ® MH-one
(0,743 + 0.088 kg/jour) a été nettement supérieur comparé a celui des deux autres groupes
éprouvés. De ce fait, il est possible de conclure que ce vaccin commercial est plus
efficace que rAdP97c dans la prévention de la perte de croissance causée par M.

hyopneumoniae.

2.2. Réduction des lésions pulmonaires macroscopiques

La présence des lésions pulmonaires a été examinée au niveau de tous les lobes
pulmonaires de tous les animaux de chacun des groupes expérimentaux. Le pourcentage
de lésions observées a été déterminé visuellement a I’aide de la grille de quantification
qui a été décrite précédemment. A la nécropsie, aucune lésion typique de I’infection a M.
hyopneumoniae ou d’une autre nature n’a été observée chez les animaux témoins. En
revanche, tous les animaux (100%) du groupe non vacciné/infecté ont montré des Iésions
macroscopiques séveéres comprises entre 33 a4 67%. Ces lésions ont été observées au
niveau de tous les lobes pulmonaires tel qu’illustré & la figure 18 gauche (vue ventrale)
pour I’animal qui a présenté le plus fort taux de pneumonie. De méme, tous les animaux
(100%) vaccinés avec rAdP97c ont développé des 1ésions allant de 2,5 & 31% lesquelles
étaient essenticllement localisées au niveau des lobes antérieurs chez la plupart des

animaux de ce groupe (figure 18 centre, vue ventrale).
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Figure 18. Photographies des lésions pulmonaires macroscopiques observées chez les
porcs vaccinés et infectés par M. hiyopneumoniae. Le taux estimé des lésions couvrant
la surface pulmonaire de chaque animal est indiqué entre parenthéses. Ces 1ésions sont de

couleur rougeétre (indiquée par une fléche).



Figure 18.

Cas avec les lésions sévéres

Non vacciné/infecté (67%) rAdP97c/infecté (31%) Suvaxyn MH-one/infecté (5%)

—
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Dans le groupe d’animaux vaccinés avec Suvaxyn® MH-one, seulement 4 sur les
8 a I’étude ont montré des lésions, allant de 1 & 5%. Chez I’animal ayant un fort taux de
pneumonie, les lésions étaient restreintes au niveau des lobes apicaux (figure 18 droite,
vue ventrale).Il a été observé en moyenne 47 + 13,86 % de lésions pulmonaires dans le
groupe non vacciné/infecté contre 16 * 8,31 % dans le groupe rAdP97c/infecté et
seulement 1,44 + 1.72% dans le groupe Suvaxyn® MH-one /infecté. Tel que schématisé a
la figure 19, il est possible de constater que le vaccin rAdP97c a réduit de fagon tres
significative (P< 0,001) les lésions pulmonaires macroscopiques causées par M.
hyopneumoniae. Par ailleurs, il est aussi possible de s’apercevoir que cette efficacité est

nettement inférieure a celle du vaccin commercial Suvaxyn® MH-one

2.3. Réduction des lésions pulmonaires microscopiques

Les Iésions pulmonaires microscopiques de I’infection & M. hyopneumoniae se
caractérisent par I’accumulation péri-bronchique et péri-vasculaire de cellules
inflammatoires (Kwon et al., 2002). Dans cette étude, ces lésions ont été examinées a

partir de coupes de tissus qui ont été colorées a I’hématoxyline-éosine

Les examens microscopiques n’ont pas révélé de 1ésions classiques de I’infection
a M. hyopneumoniae chez les animaux témoins (non vaccinés et non infectés). En effet,
tel qu’illustré a la figure 20A, on n’apercoit pas une pneumonie interstitielle c’est-a-dire
une accumulation des cellules inflammatoires autours des bronches, des bronchioles et
des vaisseaux. De plus, on distingue bien les alvéoles et 1’épithélium respiratoire
pseudostratifi¢é mucociliaire et la couche musculaire lisse qui entourent les bronches, ce
qui indique un état normal des poumons. En revanche chez 1’animal non vacciné mais
infecté qui a montré le taux le plus élevé de Iésions macroscopiques (67%) du groupe,
présente pneumonie interstitielle sévére. On peut aussi observer une accumulation des
pneumocytes dans les bronches (figure 20B). De méme, chez I’animal vacciné avec

rAdP97c (avec 31% de lésions macroscopiques, figure 20D), il est aussi possible
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Figure 19. Pourcentage des lésions macroscopiques pulmonaires observées chez les
porcs vaccinés et infectés par M. hyopneumoniae. Pour chaque animal, le pourcentage
(%) de Iésions visibles caractéristiques de I’infection & M. hyopneumoniae a été estimé tel
que décrit dans la section Matériel et Méthodes. Les histogrammes correspondent au %

moyen % I’écart type.

c et d, différence significative comparée au groupe Suvaxyn MH-one/infecté et au groupe

rAdP97c/infecté, respectivement.
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Figure 20. Effet des vaccins sur la réduction des lésions microscopiques suite 2
Pinfection par M. hyopneumoniae. Les coupes de tissus pulmonaires ont été colorées a
I’hématoxyline-€osine. Le cliché (A) montre les bronchioles (br) et les alvéoles (alv) d’un
animal du groupe témoin ; (B) d’un animal du groupe non vacciné/infecté avec 67% de
lésions pulmonaires macroscopiques ol on peut observer une pneumonie interstitielle;
(C), d’un animal du groupe Suvaxyn MH-one/infecté avec 5% de lésions
macroscopiques ; et (D) d’un animal du groupe rAdP97c/infecté avec 31% de lésions

macroscopiques. Grossissement X 200.



Figure 20.
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de constater une pneumonie interstitielle et une obstruction des bronches. Toutefois, ces

effets sont visiblement moins prononcés que chez 1’animal précédent.

Tel qu’attendu, au regard du taux de lésions macroscopiques, il n y a pratiquement
pas de pneumonie interstitielle et de cellules inflammotoires dans les bronches de
’animal vacciné avec Suvaxyn® MH-one qui a présenté le plus fort taux de 1ésions

macroscopiques (5%) du groupe (figure 20C).

2.4. Prévention de la réponse inflammatoire
2.4.1. Réduction de ’accumulation des leucocytes

Afin d’évaluer I’effet des vaccins 4 1’étude sur la réduction de 1’inflammation due
a M. hyopneumoniae, nous avons examiné la proportion de leucocytes présents dans les
LBAs provenant de chacun des groupes expérimentaux. Ces analyses ont été effectuées
en comptabilisant le nombre de cellules totales & 1’aide d’un hémacymetre et les
différentes sous-populations de leucocytes (macrophages, neutrophiles et lymphocytes) a

I’aide de la technique de coloration « Diff-Quick ».

Comme le montrent les résultats a la figure 21A, trés peu de cellules ont été
comptabilisées dans les LBAs du groupe témoin (0,19 + 0,11 x 109cellules/L). En
revanche, il a été noté un nombre significativement élevé de cellules dans les LBAs de
tous les groupes infectés par rapport au groupe témoin. Toutefois, comme on peut le
constater a 1a méme figure, cette augmentation n’a pas été trés marquante dans le groupe
Suvaxyn® MH-one/infecté (0, 36 + 0,16 x 109cellu1es/L) comparativement au groupe non
vacciné/infecté (4,01 + 1,32 x 10°cellules/L) ainsi qu’au groupe rAdP97c/infecté (2,52 +
1,52 x109cellules/L). Mentionnons que des bactéries de type coque ont été observées dans
les LBAs du groupe non vacciné/infecté ainsi que dans ceux du rAdP97c/infecté. Ceci
pourrait avoir contribué a leur forte proportion de cellules inflammatoires. Par ailleurs, il

a €té intéressant de noter qu’il y avait moins de cellules dans les LBAs des animaux du
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Figure 21. Effet des vaccins sur la proportion de leucocytes dans les lavages
broncho-alvéolaires (LBAs) suite a ’infection par M. hyopneumoniae. Les LBAs ont
ete récoltés au jour 56 post-vaccination, soit 4 semaines aprés I’infection épreuve avec la
souche 232 de M. hyopneumoniae. (A) ; nombre de leucocytes totaux dans les LBAs des
groupes expérimentaux. (B), pourcentage relatif des sous-populations leucocytaires dans
les LBAs des groupes expérimentaux. Les histogrammes représentent la moyenne +

I’écart-type.

a, ¢, b et d, différence significative comparée au groupe témoin, non vacciné/infects,

Suvaxyn MH-one/infecté et au groupe rAdP97c/infecté, respectivement.
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groupe rAdP97c/infecté que dans ceux du groupe non vacciné/infecté, mais 1'écart-type

observé rend cette difference non significative.

Apres le comptage différentiel des leucoyctes (figure 21B), tel qu’attendu, les
macrophages étaient majoritaires (92% de cellules totales) dans les LBAs du groupe
témoin suivi de lymphocytes (5%) puis de neutrophiles (3%). Suite a I’infection épreuve,
comparativement au groupe témoin, il a été noté une baisse de macrophages et une hausse
de neutrophiles ainsi que de lymphocytes dans les LBAs des 3 groupes éprouvés avec M.
hyopneumoniae. Cette baisse du nombre de macrophages etait toutefois moins frappante
dans le groupe Suvaxyn® MH-one/infecté. En revanche, elle 1’a été de facon trés
significative (P < 0,001) dans les groupes non vacciné/infecté et rAdP97c/infecté. Une
différence significative (P < 0,01) du nombre de macrophages a aussi été constatée entre

ces deux groupes.

En ce qui concerne les neutrophiles, une augmentation trés significative (P < 0,01)
de ces cellules a été notée dans les LBAs de tous les groupes infectés comparé au groupe
témoin. Cette hausse a été moins importante dans le groupe Suvaxyn® MH-one/infecté
que dans les groupes non vacciné/infecté et rAdP97c/ infecté. Aucune différence
statistique (P > 0,05) n’a été observée entre ces deux derniers groupes. En ce qui concerne
les lymphocytes, une hausse significative (P < 0,05, comparée au groupe témoin) a été
notée que dans les trois groupes éprouvés. Cette hausse était cependant plus marquée dans
le groupe non vacciné/infect¢é comparée aux groupes vaccinés. Mentionnons que des
plasmocytes ont été retrouvés dans les LBAs de ce groupe et dans ceux du groupe

rAdP97c¢/infecté, ce qui évoque une infection subaigué ou chronique.

En résumé, ces résultats montrent, d’une part, que ’infection & M. hyopneumoniae
réduit le nombre de macrophages et stimule l’infiltration des neutrophiles et des
lymphocytes dans les bronchioles et les alvéoles. D’autre part, ils montrent que la
protection contre cet agent pathogéne, suite a la vaccination, serait associée 4 la capacité

du vaccin a prévenir I’infiltration de neutrophiles et 1’activation des macrophages. De ce
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fait, le vecteur rAdP97c semble donc avoir un effet positif modéré contre I’infection & M.

hyopneumoniae.

2.4.2. Réduction de la production de cytokines pro-inflammatoires

Afin de compléter 1’étude sur la réponse inflammatoire, nous avons quantifié les
niveaux des cytokines (IL-1(3, IL-6, IL-8 et TNF-¢..) dans LBAs de chacun des groupes
expérimentaux. D’aprés les informations qui ont été rapportées dans la littérature, les
niveaux élevés de ces cytokines dans les LBAs corrélent avec la sévérité des 1ésions
pulmonaires causées par M. hyopneumoniae (Okada et al., 2000, Sarradell et al., 2003,

Lorenzo et al., 2006)

Comme le montrent les résultats a la figure 22, comparativement au groupe
témoin, la concentration d’IL-1P a été significativement plus élevée dans les LBAs des
groupes non vacciné/infecté (P < 0,05) et rAdP97c/infecté (P < 0,01) et non dans ceux du
groupe Suvaxyn® MH-one/infecté (P > 0,05). Une tendance similaire a été observée
concernant I’JL-6 pour laquelle des niveaux trés significatifs (P < 0,001) ont été quantifiés
dans les groupes non vacciné/infecté et rAdP97c/infecté. Bien qu’aucune différence
statistique n’ait été constatée entre ces deux groupes, leurs concentrations en IL-6 étaient
significativement plus élevées (P < 0,01) par rapport au groupe Suvaxyn® MH-
one/infecté. Concernant I’IL-8, des concentrations trés significatives (P < 0,001, comparé
au groupe témoin) ont été mesurées dans tous les groupes éprouvés. Une différence
significative a été notée, d’une part, entre le groupe non vacciné/infecté et les groupes
Suvaxyn® MH-one/infecté¢ (P < 0,001) et rAdP97c/infecté (P < 0,01) et, d’autre part,
entre ces deux derniers groupes. Finalement, les concentrations de TNF-o. ont été
significativement augmentées dans les LBAs des groupes infectés mais de maniére plus

significative (P < 0,001) dans les groupes non vacciné/infecté et rAdP97c/infecté.
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Figure 22. Effet des vaccins sur la réponse pro-inflammtoire suite 3 infection par
M. hyopneumoniae. Les lavages broncho-alvéolaires (LBAs) ont été récoltés au jour 56
post-vaccination, soit 4 semaines aprés 1’infection épreuve avec la souche 232 de M.
hyopneumoniae. Les niveaux des cytokines dans les LBAs des groupes expérimentaux
ont ét¢ déterminés par ELISA. Les histogrammes correspondent a la concentration
moyenne + I’écart type, laquelle a été déterminée en fonction de la courbe standard de

chaque cytokine étudiée.

a, ¢ et d, différence significative comparée au groupe temoin, Suvaxyn MH-one/infecté et

au groupe rAdP97c/infecté, respectivement.
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Ces résultats indiquent qu’il y a une corrélation positive entre le niveau des cytokines pro-
inflammatoires dans les LBAs et la protection contre M. hyopneumoniae. De ce fait, il a
eté intéressant de noter des niveaux significativement plus faibles (P < 0,05) d’IL-8 et de
TNF-o dans les LBAs des animaux vaccinés avec rAdP97c que dans ceux du groupe

vacciné/infecté.

Un résultat surprenant est qu’il a été noté une hausse d’IL-1PB et d’IL-6 dans le
groupe rAdP97c/infecté par rapport au groupe non vacciné/infecté. Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que ces deux cytokines sont impliquées dans I’activation de
lymphocytes B. En effet, il a été observé plus de plasmocytes dans les LBAs des animaux

vaccinés avec le rAdP97c que dans ceux des autres groupes expérimentaux (figure 21B).

2.5. Réduction du titre de 1’agent pathogéne

Afin de compléter 1’étude sur la protection conférée par les vaccins suite a
I'infection épreuve avec la souche virulente 232 de M. hyopneumoniae, nous avons
quantifié 1’agent pathogéne dans les LBAs et les broyats de poumons provenant des
différents groupes expérimentaux. Pour ce faire, ces échantillons ont été mis en culture et
les titres du mycoplasme ont été déterminés en fonction du changement de la couleur du
milieu (du rouge au jaune orangé) tel que décrit dans la section 8 (voir Matériel et

Méthodes).

Le mycoplasme n’a été détecté ni dans les LBAs ni dans les broyats de poumons
des animaux témoins (figure 23). En revanche, il a été décelé chez les animaux non
vaccinés mais infectés a des titres moyens de 10>® + 0,836 CCU/ml dans les poumons et
de 10* £ 0.707 CCU/mI dans les LBAs. De maniére intéressante, la quantité de 1’agent
pathogéne a été significativement plus faible dans les échantillons provenant des animaux
vaccinés avec le rAdP97c (10%* CCU/ml dans les broyats de poumons et 10*' CCU/ml
dans les LBAs). Tel qu’attendu, en tenant compte des résultats des 1ésions pulmonaires,

des titres beaucoup plus faibles de ’agent pathogéne ont été obtenus chez les animaux
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Figure 23. Effet des vaccins sur la réduction du titre de M. hyopneumoniae dans les
poumons et les lavages broncho-alvéolaires. Des dilutions décimales de LBAs et de
broyats de poumons issus des différents groupes expérimentaux ont été mises en cultures
pendant 5 jours tel que décrit dans Matériel et Méthodes. Les titres ont été déterminés en
considérant la derniére dilution pour laquelle le changement de couleur du milieu du
rouge au jaune-orangé a ét€ observé. Les histogrammes représentent les titres moyens

exprimés en log10 CCU (color changing unit)/ml % I’écart type.

a, ¢ et d, différence significative comparée au groupe temoin, Suvaxyn MH-one/infecté et

au groupe rAdP97c/infecté, respectivement.
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vaccinés avec Suvaxyn® MH-one (10*° CCU/ml dans les broyats de poumons et 10'8
CCU/ml dans les LBAs). Ces résultats confirment que le rAdP97c agit contre I’infection
a M. hyopneumoniae mais de maniére moins efficace que la bactérine Suvaxyn® MH-

one.

3. Evaluation de la réponse immunitaire post-vaccination et post-infection épreuve
Lors de cette étude, les porcs ont été vaccinés deux fois, aux JO et J14, avec le
rAdP97c par voie intranasale D’autres ont été immunisés une fois (au JO) avec le vaccin
commercial anti-M. hyopneumoniae Suvaxyn ® MH-one par voie intramusculaire Les
infections épreuves ont été réalisées au J28 aprés la premiére vaccination. A différents
moments, nous avons récolté les sérums, les salives, les LBAs ainsi que les PMBCs afin
d’évaluer la réponse humorale systémique et mucosale ainsi que celle & médiation

cellulaire provoquées par les vaccins et I’infection par 1’agent pathogéne.

3.1. Evaluation de la réponse humorale systémique

3.1.1. Induction des anticorps IgG et IgA totaux

Avant d’immuniser les porcs avec les deux vaccins étudiés, il était important de
déterminer leur statut sérologique vis-a-vis de M. hyopneumoniae. Pour ce faire, nous
avons utilisé le test ELISA commercial «HerdChek Mycoplasma hyopneumoniae

Antibody» lequel quantifie les IgG dirigés contre les antigenes totaux du mycoplasme.

Comme le montrent les résultats du tableau 10, tous les animaux étaient
séronégatifs pour 1’agent pathogéne avant les expérimentations. En effet, tous les groupes
expérimentaux ont présent¢é un rapport E/P largement en dessous du seuil de
séropositivité de 0,3 qui est fixé par le kit. De plus, cette séronégativité a été le résultat
observé pour le groupe témoin tout au long de I’étude.

En utilisant le méme kit, il n’a pas été possible de détecter la réponse positive chez

les animaux vaccinés avec le rAdP97c. En effet de J14 & J56, aucun animal de ce groupe
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n’a montré une séroconversion. Ce qui suggére que ce test n’est pas fiable pour révéler la
présence d’anticorps dirigés contre un seul antigéne tel que la P97, 4 moins que celui-ci
soit présent en quantité détectable dans la composition antigénique de ce kit. En revanche,
les 1gG anti-M. hyopneumoniae ont été mis en évidence dans le groupe Suvaxyn® MH-
one/infecté a partir de la deuxiéme semaine post-vaccination et il a été possible de
constater que le niveau de cette réponse augmentait & J28 et était considérablementt
amplifiée apres Iinfection épreuve (J42). Par ailleurs, de fagon surprenante, une baisse
significative du niveau de la réponse a été notée a J56 post-vaccination, soit 4 semaines
apres I’infection épreuve. Avec le test «<HerdChek Mycoplasma hyopneumoniaen, il a été
cgalement possible de détecter les IgG dirigés contre M. hyopneumoniae chez les
animaux du groupe non vacciné/infecté. Toutefois, le niveau de la réponse n’a été
significatif qu’aprés 28 jours d’infection. Ce résultat est en accord avec ceux d’une étude
ayant demontré que la séroconversion suscitée par M. hyopneumoniae est faible et

progressive (Murphy et al., 1993).

Afin de mettre en évidence la réponse en anticorps induite par le rAdP97c, nous
avons effectué des ELISA en utilisant uniquement la P97c comme antigéne de fixation.
Ainsi, comme le montrent les résultats a la figure 24A, les IgG anti-P97c ont été détectés
dans les sérums des animaux vaccinés avec rAdP97c. Tous les animaux de ce groupe ont
développé une réponse en IgG anti-P97¢c aussitét que J14 post-vaccination 2 titre moyen
de plus de 3 loglO, trés significatif (P < 0,001) comparé au groupe témoin, et qui était
augmenté apreés la dose de rappel jusqu'a un titre moyen de 4 logl0 (J28 post-
vaccination). A J28 post-vaccination, les IgG anti-P97c ont également été détectés dans
les sérums des animaux du groupe Suvaxyn® MH-one/infecté (4 un titre moyen de 1,6
logl0) qui n’était toutefois pas significativement différent comparé au groupe témoin.
Neéanmoins, ceci indique que le vaccin Suvaxyn® MH-one contient 1’antigéne P97 mais,
possiblement, en trés faible quantité pour stimuler une forte réponse immunitaire dans un

contexte de compétition antigénique.
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Apres I’infection épreuve avec la souche 232 de M. hyopneumoniae, a J42 post-
vaccination, il a été noté une élévation importante du niveau des IgG anti-P97c dans les
deux groupes de porcs vaccinés. Cette observation a été intéressante car elle indique que
la P97 a été exprimée in vivo par le mycoplasme. En effet, nous avons également mis en
évidence les IgG anti-P97c dans les sérums du groupe non vacciné/infecté a des titres au
dessus de 2 et 3 logl0 a la deuxieéme semaine (J42 post-vaccination) et & la quatriéme

semaine (J56 post-vaccination) post-infection, respectivement.
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Figure 24. Cinétique de la réponse humorale systémique anti-P97c¢ suite a la
vaccination et a I’infection par M. hyopneumoniae. Les sérums ont été récoltés aux
jours 14 et 28 post-vaccination et aprés 1’infection épreuve avec la souche 232 de M.
hyopneumoniae (J42 et J56 post-vaccination). Ils ont été examinés pour la présence des
IgG anti-P97c (A) ou des IgA anti-P97c (B) par ELISA. Les titres moyens des groupes
expérimentaux, exprimés en log10 =+ I’écart type, ont été estimés par extrapolation a partir

d’une courbe standard correspondant a chaque type d’immunoglobuline.

a, b et ¢, différence significative comparée au groupe témoin, non vacciné/infecté et au

groupe Suvaxyn MH-one/infecté, respectivement.
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La capacité de la souche 232 de M. hyopneumoniae de produire la P97 in vivo a
déja été rapportée (Adams et al, 2005). Cette observation démontre que le vecteur
rAdP97c ainsi que le vaccin Suvaxyn® MH-one sont capables d’induire une réponse
mémoire contre la P97 qui est restimulée lors d’une rencontre ultérieure avec ce méme
antigéne. Tel que constaté lors des tests ELISA réalisés avec le kit «HerdChek
Mycoplasma hyopneumoniae Antibody», une baisse de la réponse anti-P97c a été
enregistrée dans les deux groupes vaccinés a partir de la quatriéme semaine apres

I’infection épreuve (J56 post-vaccination).

Parallelement a I’analyse des IgG, nous avons examiné la réponse en IgA anti-
P97c dans les sérums des différents groupes expérimentaux. Comme le démontrent les
résultats a la figure 24B, les anticorps ont été révélés dans les sérums des animaux
vaccinés avec rAdP97c a un titre significatif (P < 0,05) comparé au groupe témoin a partir
de J14 post-vaccination, et le niveau de la réponse a été sensiblement accru aprés la dose
rappel a un titre de 2,5 log10 (J28 post-vaccination). En revanche, il n’a été possible de
détecter les IgA anti-P97c dans les sérums des animaux immunisés avec Suvaxyn® MH-
one. Ce résultat n'est pas surprenant car les anticorps IgA sont généralement produits au
niveau des muqueuses suite  une activation locale des lymphocytes B. Alors, le fait que
les IgA anti-P97c aient été détectés dans les sérums de porcs vaccinés avec rAdP97c
suggere que I’inoculation par voie intranasale de celui-ci provoque une forte production
des IgA anti-P97c au niveau des muqueuses respiratoires qui se traduit par la migration

d’une partie de ces anticorps au niveau systémique.

3.1.2. Type de la réponse humorale anti-P97c au niveau systémique

Afin de déterminer le type de réponse humorale systémique (de type Thl ou Th2)
provoque par les deux vaccins et suite 4 I’infection épreuve, nous avons quantifié les
IgGl1 et d’IgG2a dans les sérums issus de différents groupes expérimentaux. Il a été

décrit dans la littérature que, chez le porc, la prédominance des IgG2a sur les IgGl1
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indique I’induction d’une réponse de type Th1, alors que I’inverse suggére la stimulation

d’une réponse de type Th2 (Crawley et Wilkie, 2003).

Les résultats présentés a la figure 25A montrent qu’avant I’infection épreuve, J28 post-
vaccination, les animaux vaccinés avec rAdP97c ont développé des titres élevés d’IgGl1 et
d’IgG2a anti-P97c. Les niveaux d’IgG2a étaient significativement plus élevés (P < 0,05)
que ceux d’IgGl, indiquant que le vecteur rAdP97c favorise une réponse en anticorps
anti-P97c de type Thl au niveau systémique. Tel qu’attendu, compte tenu du faible taux
d’IgG anti-P97c totaux, il n’a pas été possible ces isotypes anti-P97¢ dans les sérums des
animaux vaccinés avec Suxvaxyn ® MH-one. A J42 post-vaccination, soit deux semaines
apreés I’infection épreuve, la réponse en anticorps IgG2a anti-p97c a été toujours
prédominante dans le groupe rAdP97c/infecté, alors que celle d’IgG1 a surpassé celle des
IgG2a dans le groupe Suxvaxyn® MH-one/infecté ainsi que dans le groupe non vacciné
mais/infecté (figure 25B), A J56 post-vaccination, il a été clairement noté une forte
réponse des IgGl anti-P97c par rapport a celle des IgG2a dans les groupes non
vacciné/infecté et Suxvaxyn® MH-one/infecté, ce qui est en faveur d’une réponse de type
Th2. En revanche, il n’a pas été constaté une différence significative (P > 0,05) entre les

titres moyens d’IgG1 et d’IgG2a dans le groupe rAdP97c/infecté (figure 25C).

En résumeé, ces résultats montrent que le vecteur rAdP97c favorise une réponse de
type Thl anti-P97c¢ au niveau systémique, alors que ’infection a M. hyopneumoniae
polarise cette réponse vers le type Th2. Par ailleurs, ces résultats ne permettent pas de
tirer une conclusion quant au type de réponse anti-P97c induite par le vaccin Suxvaxyn®
MH-one étant donné qu’une partie des anticorps IgG1 mesurés dans ce groupe pourrait

résulter de la réponse suscitée suite & 1’infection épreuve et non par le vaccin lui-méme.
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Figure 25. Cinétique de la réponse des isotypes IgG1 et IgG2a sériques anti-P97¢
suite a la vaccination et a infection par M. hyopneumoniae. Ces isotypes ont été
quantifiés par ELISA et les titres moyens, exprimés en logl0 + I’écart type, ont été
estimés par extrapolation a partir d’une courbe standard correspondant  chaque isotype.
A, avec les sérums récoltés a J28; B, a J42 ; et C, a J56 post-vaccination. *, différence
significative entre les IgG1 et IgG2a a I’intérieur du méme groupe (* P < 0,05; ** P <
0,01).
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3.2. Evaluation de Ia réponse humorale mucosale

La réponse en anticorps anti-P97c au niveau des muqueuses respiratoires a été
examinée au niveau des salives et des LBAs. Il est & noter que ces échantillons ont été
collectés uniquement aux J28 et J56 post-vaccination car ce furent les seuls moments

durant lesquels les animaux ont été anesthésiés ou euthanasiés.

3.2.1. Induction des anticorps IgG et IgA anti-P97c dans les salives et les LBAs

Tel qu’illustré a la figure 26A, les titres élevés d’IgG anti-P97c n’ont pas été observés
dans les salives des porcs vaccinés avec Suvaxyn® MH-one 4 J28 post-vaccination; tous
les animaux de ce groupe ont montré des niveaux d’anticorps comparables & ceux des
animaux du groupe témoin et du groupe non vacciné/infecté. En revanche, les IgG anti-
P97c ont été quantifiés a des titres trés significatifs (P < 0,01, comparé au groupe témoin)
dans les salives des animaux vaccinés avec rAdP97c. Ces anticorps ont été également
detectés de manicre significative dans les salives de tous les groupes éprouvés aprés
I’infection épreuve avec la souche 232 de M. hyopneumoniae a J56 post-vaccination. Il
est a souligner que pour les deux groupes vaccinés, les anticorps anti-p97c générés en

réponse a I’infection épreuve ont pu aussi étre comptabilisés.

En ce qui concerne la réponse des IgA anti-P97c dans les salives (figure 26B), un
profil similaire a celui des IgG a été observé. A J28 post-vaccination, des taux élevés
d’IgA anti-P97c (titre moyen > 3 log10), trés significative (P < 0,01) comparativement au
groupe témoin, ont été quantifiés dans le groupe rAdP97c/infecté. Ce résultat démontre
que I’inoculation du rAdP97c par voie intranasale induit une forte réponse mucosale
contre la P97c. Celle-ci a été confortée apreés I’infection épreuve (J56 post-vaccination)
ou un titre moyen supérieur a 5 logl0 a été obtenu. Par contre, les IgA anti-P97¢ ont été
trouvés dans les salives des animaux vaccinés avec Suvaxyn® MH-one a des titres
significatifs comparé au groupe témoin ont été trouvés qu’aprés I’infection épreuve (titre

moyen > 2 log10). Par ailleurs, les IgA anti-P97c ont été également trouvés de fagon trés
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Figure 26. Réponse humorale mucosale anti-P97c suite 4 la vaccination et 2
Pinfection par M. hyopneumoniae. Les salives ont été collectées avant (a J28) et aprés
I"infection épreuve (4 J56 post-vaccination) puis évaluées pour la présence des IgG (A) et
des IgA anti-P97c (B) par ELISA. Les titres moyens de ces anticorps, exprimés en logl0
+ I’écart type, ont été déterminés par extrapolation a partir d’une courbe standard

correspondant a chaque immunoglobuline.

a, b et ¢, différence significative comparée au groupe témoin, non vacciné/infecté et au

groupe Suvaxyn MH-one/infecté, respectivement.
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significative (titre moyen > 5 log10) dans les salives du groupe non vacciné/infecté. Ceci
pourrait expliquer leur présence dans les salives des porcs du groupe Suvaxyn® MH-

one/infecté et leur élévation dans ceux du rAdP97c/infecté.

Afin de confirmer les observations précédentes, nous avons examiné la réponse de
ces anticorps dans les LBAs. Ainsi, tel qu’attendu, les IgG et les IgA anti-P97c ont été
détectés de fagon significative dans les LBAs de tous les groupes infectés par M.
hyopneumoniae (figure 27). Comme dans les salives récoltées a J56 post-vaccination, une
forte réponse des IgG et IgA contre la P97c provoquée par I’agent pathogéne lui-méme
pourrait expliquer leur élévation dans les LBAs des groupes vaccinés. Néanmoins, les
titres €levés de ces anticorps quantifiés dans le groupe rAdP97¢/infects, comparativement
aux deux autres groupes éprouvés, confirment que le vecteur rAdP97c stimule une forte

réponse au niveau des muqueuses respiratoires contre la P97c.

3.2.2. Type de la réponse humorale anti-P97¢ au niveau des muqueuses respiratoires
Dans le but de déterminer quel était le type de la réponse immunitaire induite par les
vaccins et par 'infection épreuve au niveau des muqueuses respiratoires, nous avons
evalué par ELISA la réponse en IgG1 et IgG2a anti-P97c dans les salives et les LBAs des
groupes expérimentaux. Les résultats & la figure 28A montrent, qu’a J28 post-
vaccination, ces isotypes anti-P97c ont été détectés dans les salives des animaux vaccinés
avec rAdP97c, avec des niveaux d’IgG2a significativement plus élevés (P < 0,05) par
rapport aux IgG1. Tel qu’attendu, ces anticorps n’ont pas été observés dans les autres
groupes expérimentaux. A J56 post-vaccination (figure 28B), il a été détecté
approximativement 6 fois plus d’IgGl que d’IgG2a dans les salives du groupe non
vacciné/infecté ce qui expliquerait encore une fois leur prédominance dans les salives du
groupe Suvaxyn® MH-one/infecté et leur augmentation dans les salives des animaux
vaccinés avec le rAdP97c. Les mémes profils d’IgG1 et d’IgG2a anti-P97c ont été

retrouvés dans les LBAs (figure 28C) confirmant une fois de plus que le vecteur rAdP97c
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Figure 27. Réponse humorale anti-P97¢ dans les lavages broncho alvéolaires (LBAs)
suite a la vaccination et a Dinfection par M. hyopneumoniae. Les LBAs ont été
effectués a J56 post-vaccination puis examinés pour la présence d’IgG et d’IgA anti-P97c
par ELISA. Les titres moyens de ces anticorps, exprimés en logl0 * I’écart type, ont été
déterminés par extrapolation en fonction d’une courbe standard correspondant a chaque

immunoglobuline.

a, b et ¢, différence significative comparée au groupe témoin, non vacciné/infecté et au

groupe Suvaxyn MH-one/infecté, respectivement.
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Figure 28. Profil d’isotypes d’IgG anti-P97¢ dans les salives et les lavages broncho-
alvéolaires (LBAs). Les niveaux d’IgGl et d’IgG2a ont été évalués par ELISA. Les
histogrammes représentent les titres moyens, exprimés en logl0 * I’écart-type. *
différence significative entre les IgG1 et IgG2a & I'intérieur du méme groupe (* P < 0,05;

**P < 0,01; ***P < 0,001).
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favorise une réponse de type Thl contre la P97c au niveau mucosale, alors que I’infection

par la souche 232 de M. hyopneumoniae stimule une réponse type Th2.

3.3. Réponse a médiation cellulaire

Cette réponse a été examinée par des TTLs in vitro avec les PBMCs mises en
culture en présence soit de la P97c, soit d’extraits de protéines totales de la souche 232 de
M. hyopneumoniae ou de la ConA. La réponse lymphoproliférative a été mesurée en
utilisant la méthode de marquage au BrdU (bromodésoxyuridine) qui est un analogue de
la thymidine et qui s’incorpore a la place de celui-ci dans I’ADN des cellules en phase S
de la mitose. Ainsi, a I’aide d’'un AcMo anti-BrDU, il est possible de quantifier les
cellules qui sont en division (Maghni et al., 1999, Messele et al, 2000). Un indice de

prolifération au dessus de 3 est considéré comme étant significatif (Thacker ef al., 1998).

Lorsque les PBMCs étaient cultivées en présence de P97c (figure 29A), une réponse
proliférative a été notée uniquement avec les cellules provenant des animaux vaccines
avec rAdP97c. Cette réponse était trés significative (P < 0,01) a J14 post-vaccination,
avec un indice de prolifération moyen de 3,4 £+ 0.694. De plus, elle était augmentée apres
la dose rappel de rAdP97c (J28 post-vaccination) indiquant que le vecteur rAdP97c
stimule une réponse a4 médiation cellulaire mémoire contre la P97c. Une baisse
significative de cette réponse a été toutefois constatée apres 1’infection épreuve jusqu'a

devenir non significative a J56 post-vaccination.

Lorsque les PBMCs ont été stimulées avec les protéines totales de la souche 232
de M. hyopneumoniae, une prolifération cellulaire significative n’a été observée qu’avec
les PBMCs provenant des porcs vaccinés avec Suvaxyn® MH-one (figure 29B). Cette
réponse proliférative était également treés significative (P < 0,01) & partir J14 post-
vaccination, avec un indice de prolifération moyen de 4,76 + 0,671. Une baisse a

également été notée suite a I’infection épreuve.
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Figure 29. Réponse lymphoproliférative suite a la vaccination et I’infection par M.
hyopneumoniae.Les PBMCs des différents groupes expérimentaux ont été isolées avant
(J14 et J28 post-vaccination) et aprés (J42 et J56 post-vaccination) I’infection épreuve
avec la souche 232 de M. hyopneumoniae. Leur réponse prolifération a été évaluée apres
leur stimulation avec la P97c (A), les protéines totales du mycoplasme (B) ou avec la
ConA (C). Les histogrammes représentent les indices de prolifération (IP) moyens +

I’€cart type.

a, b, c et d, différence significative comparée au groupe témoin, non vacciné/infecté,

Suvaxyn MH-one/infecté et au groupe rAddP97c/infecté, respectivement.
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En parall¢le, nous avons également réalisé les TTL en utilisant le mitogéne ConA
afin de valider les résultats obtenus avec les antigénes mentionnés ci-haut. Ainsi, comme
le montrent les résultats a la figure 29C, les PBMCs de tous les groupes expérimentaux
ont répondu trés significativement et de maniére similaire a la stimulation par la ConA
avant ’infection épreuve (aux J14 et J28 post-vaccination). Par ailleurs, une baisse
significative de la réponse lymphoproliférative a été enregistrée dans tous les groupes
éprouvés par M. hyopneumoniae. Cette baisse a été cependant plus importante dans le
groupe non vacciné/infecté ainsi que dans le groupe rAdP97c/infecté confirmant 1’effet

protecteur de Suvaxyn ® MH-one.

Ces résultats démontrent que les deux types de vaccins sont capables de stimuler
la réponse & médiation cellulaire contre les antigénes de M. hyopneumoniae mais
’infection par cet agent pathogene semble réguler & la baisse la réponse médiation

cellulaire suscitée par rAdP97¢c et Suvaxyn ® MH-one.

4. Inhibition de croissance in vitro

Afin d’expliquer en partie les raisons de la supériorité du vaccin Suvaxyn® MH-
one face au vecteur rAdP97c, particuliérement en termes de protection contre 1’infection
par la souche 232 de M. hyopneumoniae, nous avons réalisé des tests d’inhibition de
croissance. Ce test consiste & mesurer la capacité d’anticorps a inhiber la croissance de
I’agent pathogéne. Rappelons que la croissance du mycoplasme en milieu liquide cause la
baisse du pH qui se traduit par I’acidification et le changement de couleur rouge du milieu
(due a I’ajout du rouge de phénol) en jaune-orangé ou en jaune si la croissance est trop
forte. Ainsi, la lecture de la DO (par exemple & 560 nm) permet de suivre la croissance du

microorganisme.

Les tests d’inhibition de croissance ont été réalisés avec les sérums récoltés a J28
post-vaccination aussi bien chez les animaux vaccinés que chez les animaux témoins. Les

résultats (figure 30) montrent que les sérums des animaux vaccinés avec rAdP97 ainsi
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qu’avec Suvaxyn® MH-one inhibent de maniére dose-dépendante la croissance de 1’agent
pathogéne. Aucune inhibition de la croissance n’a été observée avec les sérums témoins
indiquant que ’effet noté est spécifique aux anticorps anti-mycoplasme. Toutefois aux
mémes dilutions de 1:40 a 1:320, les sérums du groupe vaccin Suvaxyn® MH-one/infecté
ont montré un effet inhibiteur plus marquant que ceux du groupe rAdP97/infecté. I
convient cependant de noter que 1’inhibition de croissance n’indique en rien la supériorité
vaccinale d’un antigéne par rapport a un autre. En effet, il a été démontré que plusieurs
antigéenes de M. hyopneumoniae peuvent susciter une réponse en anticorps capables
d’inhiber la croissance in vitro de 1’agent pathogéne (Chen et al., 2003; Yang et al.,
2005). De plus, il n’y a pas a notre connaissance d’études démontrant I’incapacité des
anticorps dirigés contre une protéine quelconque du microorganisme a inhiber sa
croissance. Néanmoins, ces résultats révelent qu’une réponse immunitaire dirigée contre
plusieurs antigénes s’interpose mieux contre M. hyopneumoniae qu’une réponse

immuntaire dirigée contre un seul antigéne.
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Figure 30. Inhibition in vitro de la croissance de M. hyopneumoniae par les anticorps
anti-P97¢ de porcs. Approximativement 10° CCU du mycoplasme ont été mises en
culture dans les plateaux a 96 puits en présence de dilutions en série de sérums récoltés a
J28 post-vaccination. Aprés 5 jours de culture, les densités optiques ont été lues a 560 nm.
Les pourcentages (%) d’inhibition ont été déterminés comme suit: [(DO moyen de la
croissance du mycoplasme en présence de I’antisérum - DO moyen de la croissance du
mycoplasme en absence de I’antisérum)]/[(DO moyen du milieu de culture - DO moyen
de la croissance du mycoplasme)] X 100. Les valeurs correspondent aux % moyens

d’inhibition % 1’€cart-type.
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CONCLUSION

Les résultats qui ont été présentés dans les différents tableaux et figures
démontrent que le vecteur rAdP97c, posséde un potentiel protecteur contre M.
hyopneumoniae. 11 a été observé dans cette étude que la vaccination des porcs avec
rAdP97c induit une réponse immunitaire humorale locale et & médiation cellulaire contre
la P97 qui s’avérent partiellement protectrices contre M. hyopneumoniae. 1l a été
également noté une amélioration du GMQ chez les animaux vaccinés avec le rAdP97c
comparé aux animaux non vaccinés mais infectés avec la souche virulente 232 de M.
hyopneumoniae. De plus, nos résultats ont clairement montré que la vaccination des porcs
avec le vecteur rAdP97c résulte en la réduction significative des lésions pulmonaires
macroscopiques de la PEP, du titre de M. hyopneumoniae dans les organes pulmonaires.
Il prévient aussi le développement d’une réponse pro-inflammatoire excessive en
réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-8 et le TNF-q.. Par
ailleurs, nos résultats ont aussi révélé que le vecteur rAdP97¢ est moins efficace que le
vaccin commercial Suvaxyn ® MH-one sur tous les aspects évoqués d’évaluation de la

protection contre la souche hétérologue 232 de M. hyopneumoniae.
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- DISCUSSION GENERALE -
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L’objectif de ce projet de doctroat était de développer une nouvelle stratégie
vaccinale contre la pneumonie enzootique porcine (PEP), une maladie respiratoire
d’allure chronique causée par M. hyopneumoniae. Cette stratégie était basée sur le vecteur
rAdP97c, un AdVS5 non réplicatif exprimant la portion C-terminale de 1’adhésine P97
(P97¢) de la souche 25934 de M. hyopneumoniae. Puisque cette portion contient les
régions RR1 et RR2, qui médient I’adhérence de I’agent pathogéne aux cellules
épithéliales respiratoires de 1’h6te (Hsu et Minion, 1998"; Minion et al., 2000 ; Jenskins et
al., 2006), nous avons émis I’hypothése qu’un vaccin capable de stimuler une réponse
immunitaire mucosale compléte, a la fois humorale et 2 médiation cellulaire contre la P97
pourrait aider a contréler I’infection a M. hyopneumoniae. En effet, il existe dans la
littérature quelques exemples ou les vaccins a base d’adhésines se sont montrés trés
efficaces contre les agents pathogénes ciblés (Langermann et al, 1997; Adkins et
Wagstaff, 1998). 1l a été décidé dans cette étude de choisir un AdV non réplicatif comme
vecteur de la P97¢ pour sa capacité a susciter une réponse immunitaire soutenue a la fois
humorale et a médiation cellulaire contre le transgéne (Zhang et al., 2001; Tatsis et Ertl,
2004; Holst er al., 2008). L’efficacité de vaccins a base d’AdV recombinants contre les
maladies porcines a été rapportée dans plusieurs études dont quelques-unes ont été revues
dans le tableau 4. De plus, un AdVS5 recombinant, nommé ONRAB®, qui exprime la
glycoprotéine du virus de la rage est actuellement utilisé au Canada contre I’agent
pathogeéne chez le renard, le raton et la moufette. Ce vaccin est administré sous forme
d’appits et démontre une efficacité protectrice supérieure au vaccin commercial

traditionnel (V-RG) (Knowles et al., 2009 ; Rosatte et al., 2009)

Avant de discuter des résultats expérimentaux obtenus au cours de ce projet,
remettons tout d’abord en contexte la PEP. Il s’agit d’une maladie répandue dans les
€levages de porcs a travers le monde. Elle est responsable de pertes économiques
considérables qui sont dues a la perte de croissance des porcs et ’interaction synergique
de M. hyopneumoniae avec d’autres agents pathogénes du PDRC tels le VSRRP et le
CVP-2 (Thacker, 2006). La lutte contre M. hyopneumoniae peut étre accomplie par divers

moyens incluant I’antibiothérapie et la vaccination. Toutefois, comme pour la plupart des
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agents pathogeénes et tel qu’amplement décrit dans notre revue bibliographique, la

vaccination reste le moyen le plus fiable pour parvenir a réduire I’incidence de la PEP.

Les vaccins contre les infections & M. hyopneumoniae qui sont actuellement
commercialisés sont exclusivement de type bactérine c’est-a-dire préparés a partir de
souches inactivées de ’agent pathogéne. Sans contredit, et tel qu’observé dans cette étude
avec le vaccin Suvaxyn®MH-one ainsi que par d’autres études (Thacker ef al., 1998;
Baccaro et al., 2006, Maes et al., 2008), ces vaccins sont efficaces contre I’infection a M.
hyopneumoniae. En effet, ils préviennent le retard de croissance et le développement des
lésions pathognomoniques de la PEP. Les bactérines présentent cependant un certain
nombre de désavantages incluant leur incapacité a induire une réponse immunitaire
durable et stérilisante au niveau des muqueuses respiratoires et, par conséquent, a
prévenir le statut d’animaux porteurs. De plus, ils doivent faire face a la variabilité
antigénique qui est fréquente chez les mycoplasmes et qui peut résulter en 1’apparition
d’isolats capables d’échapper a la surveillance immunitaire de 1’hote (Razin et al., 1998).
D’ou, au regard de la littérature, I’intérét de plus en plus croissant pour la mise en place
des vaccins sous-unitaires. Dans cette optique, le ou les antigénes visés doivent, bien
entendu, étre présents et relativement conservés parmi les souches de 1’agent pathogéne.
Ce qui semble apparemment étre le cas pour 1’adhésine P97 (Wilton et al, 1998;
Stakenborg et al., 2006). Toutefois, tel qu’observé dans cette étude (figure 17) et dans
d’autres (Djordjecvic et al., 2004, Stakenborg et al., 2006), cette protéine démontre une
variabilité en termes et de nombre d’unités répétées dans les régions RR1 et RR2 parmi
les souches de M. hyopneumoniae. L’impact direct de cette variabilité dans la
pathogénése du microorganisme et de son interaction avec le systtme immunitaire de

I’h6te n’est clairement pas élucidé.

Le premier volet de notre étude consistait & construire notre systéme vaccinal,
savoir un AdV recombinant non réplicatif qui exprime la P97c de la souche 25934 de M.
hyopneumoniae (rAdP97c). Cette construction a été réalisée en deux étapes. Dans un

premier temps, nous avons cloné notre géne d’intérét codant pour la P97¢ dans le vecteur
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de transfert. Par la suite, le vecteur rAdP97c a été obtenu suite un processus de
recombinaison homologue entre le vecteur de transfert recombinant et le génome de
I’AdV5 non réplicatif dans les cellules de complémentarité 293A. Au cours de ces étapes,
nous n’avons pas rencontré de difficultés particuliéres, ce qui indique que la construction
d’un tel systéme vaccinal est relativement facile a réaliser. De plus, nous avons obtenu un
titre viral important de I’ordre de 2 x 10”TCID50/ml a partir de seulement 500 ml de
culture. Ceci représente un avantage par rapport a la préparation de bactérines ou
I’obtention des doses vaccinales nécessite de grands volumes de culture, et ce en raison

de la faible croissance de M. hyopneumoniae in vitro (Razin et al., 1998).

Il est connu qu’une quantité suffisante d’antigéne est requise pour sa
reconnaissance par les cellules présentatrices d’antigénes lesquelles vont ensuite donner
I’ordre aux lymphocytes B de proliférer et de se différencier en plasmocytes producteurs
d’anticorps  spécifiques. Nos résultats d’immunofluorescence indirecte et
d’immunobuvardage de type Western ont montré que le rAdP97c¢ induit une forte
expression de la P97c¢ in vitro dans les cellules 293A mais aussi dans les cellules NPTr
qui ne permettent pas sa réplication (figures 12). Toutefois, il a été aussi noté, aprés la
révélation par chimioluminescence (ECL), la présence d’un fragment protéique
d’approximativement 26 kDa dans les lysats des cellules 293 A infectées avec le rAdP97c
ou transfectées avec pAdP97c (figure 13B). Ce fragment a été également observé lors de
production de la P97c chez E. coli (figure 11). 1l est fort possible que celui-ci ne soit pas
un produit de dégradation de la P97c. En effet, il a été rapporté auparavant que 1’adhésine
P97 subit des modifications post-traductionnelles générant plusieurs produits (dont un de
26 kDa) et dont les tailles varient selon les souches M. hyopneumoniae (Djordjevic et al.,
2004). Par ailleurs, le mécanisme du clivage de la P97 reste inconnu. Les informations
obtenues dans cette €tude, bien que partielles, permettent de suspecter un mécanisme
d’autoclivage, car nous pensons qu’il est peu probable que la protéase responsable du
clivage de cette protéine soit conservée aussi bien chez les procaryotes que chez les
eucaryotes. Cette hypothese peut étre supportée par le fait que I’autoclivage a été décrit

chez d’autres adhésines bactériennes et il serait indispensable pour leur sécrétion, pour
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leur localisation a la surface membranaire ou encore pour le contrdle de I’adhérence

(Charbonneau et al., 2006).

Le deuxiéme volet de notre étude consistait & examiner la capacité du vecteur
rAdP97c a stimuler une réponse immunitaire contre la P97¢ chez la souris. Ainsi, nos
résultats ont clairement démontré que I’immunisation des souris BALB/c avec le vecteur
rAdP97c¢, que ce soit par voie intramusculaire ou par voie intranasale, induit une forte
réponse immunaitre contre la P97c tant au niveau systémique que des muqueuses
respiratoires. Toutefois, la meilleure réponse au niveau des muqueuses respiratoires,
caractérisée par la production d’IgA anti-P97c, n’a été obtenue que suite a 1’inoculation
du virus par voie intranasale (Tableau 5). Cette derniére a donc été choisie pour la
vacciner les porcs avec le vecteur rAdP97c. Et, cela d’autant plus que notre approche
vaccinale a été développée dans le but de stimuler préférentiellement une immunité
mucosale qui est jugée importante contre les agents pathogénes des muqueuses, comme

M. hyopneumoniae (Neutra et Kozlowski, 2006).

Par notre approche, nous voulions stimuler une réponse immunitaire de type Th1 ou
a mediation cellulaire et de type Th2 ou humorale. D’autres auteurs ont postulé que la
réponse de type Thl est cruciale dans la protection contre M. hyopneumoniae (Messier et
al., 1990; Thacker et al., 2000 ; Shimoji et al., 2003). Suite a la vaccination de souris
avec rAdP97c, une réponse en anticorps anti-P97c dominée par les IgG2a et IgGl a été
induite tant au niveau systémique que des muqueuses respiratoires (figure 15). Il est
décrit que chez la souris la présence d’IgG1 indique I’activation des lymphocytes Th2
CD4+ lesquels stimulent la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes. Tandis
que la production d’IgG2a résulte de 1’activation des lymphocytes Thl CD4+ lesquels
activent les cellules T CD8+ et soutiennent la réponse CTL (Stevens ef al., 1988). De ce
fait, nos résultats démontrent que le vaccin rAdP97c est capable de susciter a la fois une
réponse de type Thl et Th2 contre la P97c, confirmant ainsi la capacité décrite pour les
vecteurs AdV a stimuler 4 la fois une réponse immunitaire de type Thl (3 médiation

cellulaire) et de type Th2 (humorale) (Tatsis et Ertl, 2004).
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Dans cette étude, il a été interessant d’apercevoir que les sérums et les LBAs
provenant des souris immunisées avec rAdP97c inhibaient de maniére significative la
croissance de M. hyopneumoniae in vitro (figure 16). Mentionnons que I’inhibition de
croissance de M. hyopneumoniae n’est pas un attribut unique aux anticorps dirigés contre
I’adhésine P97 car il a été décrit que les anticorps contre les antigénes du mycoplasme
qui ne sont pas les adhésines, tel que la P42, inhibent également la croissance du
microorganisme in vitro (Chen et al, 2003 ; Yang et al., 2005). Le mécanisme par lequel
les anticorps inhibent la croissance des mycoplasmes implique le systéme du complément
qui, en interagissant avec les anticorps spécifiques et I’antigéne exprimé a la surface du
mycoplasme, va désintégrer la membrane et provoquer la lyse cellulaire (Bredt et al.,

1977).

D’autres approches vaccinales utilisant la P97 comme antigéne ont été développées
au cours de ces dernieres années. Par exemple, des vaccins a base de souches atténuées
d’Erysipelothrix rhusiopathiae YS-19 ou de Salmonella enterica serovar Typhimurium
exprimant la région RR1 de la P97 ont été décrits (Shimoji et al, 2003, Chen et al.,
2003). Un autre systéme a été développé en fusionnant la région RR1 a la sous-unité B de
’entérotoxine labile & la chaleur d’E coli (Conceigao et al, 2006). D’aprés les essais
d’immunisation réalisés chez les souris, ces systémes vaccinaux induisent une réponse
immunitaire & médiation cellulaire mais pas humorale contre le transgéne, rapportent les
auteurs. En comparant avec ces approches vaccinales, le vecteur rAdP97¢ stimule une
réponse humorale et & médiation cellulaire contre le transgéne. Par conséquent, il semble
avoir un avantage en termes d’induction d’une réponse immunitaire contre 1’antigéne
vaccinal par rapport a ces systémes concurrents. Il convient cependant de noter que,
contrairement & ces systémes, la portion antigénique de la P97 qui a été utilisée dans
notre étude ne contient pas uniquement la région RR1 mais les deux régions (RR1 et
RR?2) de la protéine. La différence de réponse immunitaire entre ces systémes vaccinaux

et le nétre pourrait aussi s’expliquer par la nature de I’antigéne utilisé.
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Nos résultats d’immunobuvardage de type Western blot avec les sérums de souris
immunisées avec le vecteur rAdP97¢ ont permis d’identifier un probléme dans la nature
immunogénique de la région RR1. Nous avons observé que ces sérums réagissaient avec
le fragment de 26 kDa correspondant 4 la région RR2 mais pas avec le fragment de 35
kDa qui contient la région RR1, si I’on tient compte du clivage de la P97c (figure 14).
Nos résultats associés a ceux des études citées ci-haut suggerent que la région RR1 est
peu immunogéne ou qu’elle ne contient pas d’épitopes reconnus par les lymphocytes B,
d’ou I’absence d’une réponse humorale dirigée contre elle. Ces épitopes seraient localisés
dans la région RR2. La co-existence de deux régions antigéniques contenant des €pitopes
distincts a été décrite pour 1’adhésine P1 de M. pneumoniae (Jacobs et al., 1990). Ces
auteurs ont démontré que cette adhésine contient deux régions adjacentes séparées par
une courte séquence de 3 acides aminés (TNT): celle en N-terminale contient les
épitopes reconnus par les lymphocytes T, tandis que celle en C-terminale renferme les
epitopes reconnus par les lymphocytes B. 1l est intéressant de s’apercevoir que les régions
RR1 et RR2 de I’adhésine P97 sont aussi séparées par la séquence TNT (Djordjevic et
al., 2004).

Le troisiéme volet de notre projet consistait & évaluer le potentiel de rAdP97c a
conférer une protection contre M. hyopneumoniae. L’efficacité de notre approche
vaccinale a été évaluée contre I’infection épreuve avec la souche 232 du microorganisme.
Cette derniére a été d’ailleurs utilisée pour infecter les porcs dans plusieurs études
(Thacker et al, 1999; Thanawongnuwech et al, 2004; Reynolds et al, 2008).
Mentionnons que le recours a une infection épreuve hétérologue a été choisi pour des
considérations pratiques étant donné, d’une part, la difficulté de reproduire in vitro de la
souche homologue 25934 vis-a-vis de la P97c, et du fait, d’autre part, de I’exposition des
animaux vaccinés en conditions de terrain & des infections naturelles hétérologues.
Toutefois, avant d’utiliser la souche 232 pour les infections épreuves de cette étude, il a
été jugé nécessaire de vérifier son pouvoir pathogéne de cette souche. A titre de
comparaison, nous avions inclus la souche commerciale ATCC 25095. Nos résultats ont

effectivement confirmé que la souche 232 est virulente et induit des lésions pulmonaires
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typiques de I’infection & M. hyopneumoniae. En revanche la souche ATCC 25095 s’est
montrée avirulente; aucune lésion n’a été observée au niveau des poumons de porcs
qu’elle a infectés. Il n’existe d’ailleurs pas dans la littérature des études décrivant
I’utilisation de la souche ATCC 25095 lors des infections expérimentales de porcs. Nous
avons vérifié par PCR que ces deux souches possédent la séquence du géne de la P97
(données non présentées). Par contre, I’analyse des séquences protéiques (figure 17) a
révelé une différence majeure dans le nombre d’unités répétées AAKPV(E) de la région
RR1: 15 pour la souche 232 contre seulement 10 chez la souche ATCC 25095. Ceci
pourrait expliquer la différence du pouvoir pathogéne entre ces souches (Meyns et al,,
2007). Toutefois, il est rapporté qu’au moins 7 unités répétées de la région RR1 sont
requises pour qu’une souche de M. hyopneumoniae soit considérée comme
potentiellement virulente (Hsu et Minion, 1998°, Minion ef al., 2000). Alors, la différence
de virulence entre les deux souches de 1’agent pathogéne pourrait aussi impliquer d’autres

facteurs protéiques qui restent a déterminer.

La capacité des vecteurs AdVs recombinants & induire une réponse immunitaire
protectrice contre les maladies importantes en médecine vétérinaire a été rapportée dans
plusieurs études (voir références dans le tableau 4). Toutefois, la presque totalité de ces
études concernent les agents pathogénes viraux. A notre connaissance, cette étude est la
premicre qui décrit 1’évaluation d’une telle approche vaccinale contre une maladie
d’origine bactérienne en particulier chez le porc. Cette étude a été réalisée selon deux
axes : dans un premier temps, nous avons évalué sa capacité a stimuler une réponse
immunitaire contre la P97c. Le second axe a porté sur les aspects cliniques,
histopathologiques et bactériologiques suite a la vaccination et a I’infection épreuve avec
la souche 232 de M. hyopneumoniae. Suite a la vaccination des porcs avec rAdP97c,
celui-ci a clairement montré une capacité a stimuler une réponse immunitaire humorale
complete contre la P97c caractérisée par la présence d’IgA, d’IgG1 et d’IgG2a dans les
sérums, les salives et les LBAs. Au niveau des muqueuses respiratoires comme au niveau
systémique, la réponse dominante a été de type Thl (plus d’IgG2a que d’IgG1) (figures

25 et 28). Nos résultats corroborent une étude qui a aussi démontré que 1’administration
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par voie mucosale d’un vecteur AdV recombinant non réplicatif chez le porc suscite la
production des IgA ainsi que des IgGl et des IgG2a au niveau systémique et des
muqueuses respiratoires contre le transgéne (Guo et al., 2008) et le postulat selon lequel
les vecteurs AdV induisent préférentiellement une réponse de type Thl (Tatsis et Ertl,
2004). D’autre part, le vecteur rAdP97c induit également une réponse a médiation
cellulaire contre la P97c a partir de J14 post-vaccination, qui a ét€ mise en évidence,
dans cette étude, par des tests de stimulation PBMCs in vitro. Ces tests ont en effet
montré que ces cellules proliféraient en réponse a leur stimulation par la P97c (figure
29A), suggérant que ce vecteur induit une réponse immunitaire dirigée contre la P97c

qu’il a pu exprimer in vivo.

Il a été démontré que les bactérines induisent une réponse humorale et & médiation
cellulaire (Thacker et al., 1998; 20007). Ainsi, tel qu’attendu, nos expériences ont montré
que le vaccin Suvaxyn ® MH-one stimule les deux types de réponse immunitaire,
humorale et & mediation cellulaire, qui ont été mises en évidence par la présence d’IgG
dans les sérums et une réponse proliférative in vitro des PBMCs contre les antigénes
totaux de M. hyopneumoniae (Tableau 10 et figure 29B). Un résultat surprenant est que
ces réponses n’ont pas €té significativement détectées lorsque la P97c a été utilisée
comme antigéne dans les tests ELISA ou de TTLs. Inversement, elles n’ont pas été
révélées chez les animaux vaccinés avec le vecteur rAdP97c lorsque les antigénes totaux
du mycoplasme ont été utilisés dans ces tests. Cette contradiction apparente pourrait
s’expliquer par deux faits. D’une part, les adhésines ne représentent pas des composants
majeurs des membranes des mycoplasmes (Razin ef al., 1998). 1l est donc possible que la
P97 ne soit pas présente en quantité suffisante dans le vaccin Suvaxyn ® MH-one et dans
le kit commercial « HerdChek Mycoplasma hyopneumoniae ». D’autre part, certains
auteurs suggerent que la P97 n’est pas exprimée de fagon constitutive in vitro et elle ne
serait exprimée que durant ’infection (Assuncao er al., 2005 ; Chen et al., 2008). Ceci
expliquerait pourquoi nous avons observé une augmentation significative de la réponse
humorale chez les animaux vaccinés aussi bien avec le vecteur rAdP97c qu’avec

Suvaxyn ® MH-one apres I’infection épreuve.
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Chez les animaux vaccinés avec le vecteur rAdP97c comme chez ceux vaccinés
avec Suvaxyn ® MH-one, nous avons constaté une baisse de la réponse humorale a partir
de la deuxiéme semaine post-infection épreuve, soit & J42 post-vaccination. Okada et al.,
(2000) ont également observé une réduction de la réponse humorale suite & I’infection a
M. hyopneumoniae. Dans le cas présent, puisque les deux types de vaccins réduisent de
maniére significative le titre de M. hyopneumoniae dans les LBAs et les poumons, il est
possible que cette baisse soit due au fait qu’une partie des anticorps induits par chacun
des vaccins ait été impliquée dans la formation des complexes immuns afin d’éliminer
’agent pathogéne. Par ailleurs, cela pourrait aussi étre 1’une des raisons de la diminution
progressive du niveau des IgG2a chez les animaux vaccinés, car ces anticorps sont les
plus impliqués dans la formation des complexes immuns en raison de leur forte affinite
pour les récepteurs Fc (Hulett et al., 1993). Suite a I’infection épreuve, nous avons aussi
noté une baisse de la réponse proliférative des PMBCs contre la P97c dans le groupe
rAdP97c/infecté ou contre les antigénes totaux de M. hyopneumoniae dans le groupe
Suvaxyn® MH-one/infecté. Cette baisse pourrait expliquer la diminution de la réponse en
anticorps observée a J56 post-vaccination. Le déclin de la réponse proliférative des
PMBCs a été clairement illustré dans tous les groupes infectés (y compris dans le groupe
non vacciné/infecté) lorsque ces cellules étaient stimulées avec le mitogéne ConA. Ces
données indiquent que I’infection par souche 232 de M. hyopneumoniae inhibe la réponse
a médiation cellulaire et corroborent d’autres travaux (Kishima et Ross, 1985; Messier et
Ross; 1991). Toutefois, les mécanismes par lesquels cet agent pathogéne inhibe la

réponse de type Thl ne sont pas définis.

Dans cette étude, 1I’isolement des PBMCs et les TTLs ont été réalisés de la méme
maniére  différents temps. La méme quantité de PBMCs (2 x 10’ cellules) était introduite
dans les puits. Alors, d’une part, cette baisse de la réponse lymphoblastique pourrait
s’expliquer par la migration des lymphocytes T mémoires circulants vers le tractus
respiratoire en réponse a I’inflammation locale causée par I’infection (Fagan et al., 2001 ;
Santosuosso ef al., 2006). Cela réduirait le nombre des cellules T réactives contre la P97c

ou contre les antigénes totaux du mycoplasme dans le sang et, en conséquence, la réponse
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proliférative des PBMCs. Un autre mécanisme proposé dans la littérature pour expliquer
la baisse de la réponse lymphoblastique suite & une infection est la polarisation de la
réponse immunitaire vers le type Th2. Nous avons en effet observé que M.
hyopneumoniae induit une réponse de type Th2 et une polarisation vers cette réponse
chez les animaux vaccinés aprés l’infection épreuve. La polarisation de la réponse
immunitaire vers le type Th2 a ét¢ également décrite chez d’autres mycoplasmes incluant
M. pneumoniae, M. pulmonis et M. bovis (Koh et al, 2001; Vanden et Rosenbusch,
2003), et il est suggéré que cette polarisation serait une stratégie pour ces agents
pathogénes d’échapper a la surveillance immunitaire de 1’héte afin d’établir une infection

chronique (Vanden et Rosenbusch, 2003).

L’examen des poumons a la nécropsie a clairement montré que la vaccination de
porcs avec rAd97c résulte en la réduction significative des lésions macroscopiques
causées par la souche 232 de M. hyopneumoniae (figure 19) En effet, il a été noté en
moyenne trois fois moins de surface pulmonaire présentant des lésions pathognomoniques
de la PEP chez les porcs vaccinés avec rAdP97c qui ont présenté en moyenne 16 +
4,535% de lésions macroscopiques contre 47,2 + 13,863% chez les animaux non vaccinés
mais infectés. Quant aux animaux vaccinés avec le Suvaxyn® MH-one, ils ne
présentaient en moyenne que 1,44 + 1,72% de lesions macroscopiques. L’examen des
lésions microscopiques (figure 20) confirmait que les animaux du groupe Suvaxyn®
MH-one/infecté présentaient beaucoup moins de 1ésions microscopiques que ceux des
deux autres groupes infectés. Ce qui confirme la valeur protectrice de ce type de vaccin
contre une infection a M. hyopneumoniae, telle qu’observée dans une autre étude
(Thacker et al., 1998). 11 a été tout de méme intéressant d’apercevoir que la sévérité des
lésions microscopiques €tait moins prononcée chez les animaux vaccinés avec rAdP97¢c

comparée aux animaux non vaccinés mais infectés.

Il est décrit que I’infection & M. hyopneumoniae induit la production de cytokines
pro-inflammtoires telles que d’IL-1B, d’IL-6, d’IL-8 et de TNF-o et celles-ci seraient

responsables du développement de 1ésions pulmonaires en favorisant I’accumulation des
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cellules inflammatoires dans les BALT (Sarradell et al., 2003 ; Lorenzo et al., 2006). 11 a
été en effet noté une forte production de ces cytokines dans les LBAs des animaux
infectés par M. hyopneumoniae (figure 22). L’une des principales fonctions de I'IL-1p est
d’augmenter la réponse immunitaire en activant les lymphocytes T CD4+ et en favorisant
ainsi leur accumulation dans les tissus infectés (Murtaugh et Foss, 2002). L’IL-6 joue un
réle dans 1’élaboration de la réponse inflammatoire aigué et dans la prolifération des
lymphocytes. En effet, de fortes concentrations des ces deux cytokines, corrélant avec la
proportion de lymphocytes, ont été trouvées dans les LBAs des animaux vaccinés avec le
rAdP97c. Par ailleurs, ces deux cytokines ont été beaucoup moins produites dans le
groupe Suvaxyn® MH-one comparativement aux deux autres groupes infectés. Ceci
suggére qu’elles sont impliquées dans la pathogenése de M. hyopneumoniae.Quant au
TNF-q, il est principalement produit par les macrophages activés. A forte concentration,
il augmente l’activité microbicide et phagocytaire des macrophages (Marshall et al,
1995). 11 a été rapporté que sa forte production correle positivement avec la diminution du
nombre de macrophages dans les LBAs (Meyns e al, 2007) et que la baisse de sa
sécrétion est associée a la protection contre la M. hyopneumoniae (Okada et al., 2000).
Comme I’IL-8, le TNF-a est aussi un chemoattractant des neutrophiles (Smart et Casale,
1994). Nos résultats sont en accord avec ces études car nous avons en effet observé une
augmentation du niveau de TNF-o et de I'IL-8 dans tous les groupes infectés,

proportionnellement au nombre de macrophages et de neutrophiles dans les LBAs.

Finalement, I’efficacité du vaccin rAdP97c a été évaluée pour sa capacité a
prévenir le retard de croissance causé par M. hyopneumoniae, ceci est le principal signe
clinique qui intéresse les éleveurs et qui est considéré comme I’une des principales causes
des pertes économiques considérables engendrées dans les élevages infectés par 1’agent
pathogéne. En effet, ce retard de croissance contraint les éleveurs 4 augmenter [’age des
porcs 4 I’abattage de plusieurs jours et, par conséquent, des cofits additionnels de
production a I’engraissement pouvant dépasser des dizaines de dollars par animal
(Thacker ef al., 2006). Il a été intéressant de noter que le GMQ (gain moyen de poids

quotidien) des porcs vaccinés avec rAdP97c était plus élevé (0,672 kg/jour) que celui des
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animaux non vaccinés mais infectés (0,586 kg/jour)(Tableau 9). Toutefois, cette
différence n’était pas significative, sans doute en raison des écarts-types observés. Alors,
ces résultats indiquent que le vaccin rAdP97c tend a prévenir le retard de croissance causé

par M. hyopneumoniae.

En conclusion, les résultats de cette étude ont démontré que le vaccin rAdP97c
suscite des réponses immunitaires spécifiques au niveau des muqueuses respiratoires,
humorale (IgG et IgA) et a médiation cellulaire lesquelles sont souhaitées pour la
protection contre I’infection & M. hyopneumoniae. De plus, ces résultats ont aussi
démontré que ce vaccin protége les porcs vaccinés contre I’infection par 1’agent
pathogéne en prévenant le retard de croissance et la réponse inflammatoire et en réduisant
de fagon significative les 1ésions pathognomoniques de la PEP. Par ailleurs, il a été aussi
clair, dans cette étude, que le vaccin rAdP97c est moins efficace que le vaccin

commercial Suvaxyn® MH-one.

L’une des raisons qui peuvent étre évoquées pour expliquer la différence
d’efficacité entre les deux vaccins est le nombre d’antigénes dans chacune des
compositions vaccinales. Rappelons que le vaccin Suvaxyn® MH-one, comme toutes les
autres bactérines, contient plusieurs antigénes. Par conséquent, il suscite une réponse
immunitaire large dirigée contre tous les antigénes immunodominants de M.
hyopneumoniae qui le composent. Au vu des résultats de cette étude, il est possible qu’un
seul antigéne dans une formulation, méme si celui-ci est une adhésine, ne soit pas
suffisant pour conférer une protection contre 1’agent pathogene a la hauteur de celle
provoquée par les bactérines. D’autres études ont d’ailleurs démontré que la vaccination
des porcs avec la P97 recombinante ou avec sa région RR1, qui médie 1’adhérence de M.
hyopneumoniae aux cils épithéliaux, vectorisée par une souche atténuée d’E.
rhusiopathiae YS-19 ne résulte pas en la réduction importante des lésions pulmonaires
(King et al., 1997; Shimoji et al, 2003). De plus, il a ét¢ démontré que les anticorps
dirigés contre la P97, plus particuliérement contre sa région RR1, n’inhibent pas de fagon

compléte ’adhérence de M. hyopneumoniae aux cellules cibles (Zhang et al., 1995). Cela



159

suggere que d’autres protéines sont aussi impliquées dans ce processus d’adhérence. En
effet, une protéine du mycoplasme nommée P159 a été aussi identifiée comme une
adhésine (Burnett e al., 2006) et pourrait jouer un réle, comme d’autres adhésines non
encore décrites dans le développement d’une immunité durable et efficace contre M.

hyopneumoniae.

L’analyse des séquences (figure 17) des régions RR1 et RR2 de la P97 a révélé
une forte homologie (95,3%) entre la souche 25934 de M. hyopneumoniae, a partir de
laquelle la P97c a été isolée, et la souche hétérologue 232 utilisée lors des infections
épreuves. Le faible polymorphisme antigénique constaté pourrait étre a 1’origine d’un
défaut d’immunité contre 1’épreuve hétérologue et, par conséquent, expliquer la
protection partielle induite par le vaccin rAdP97c. En effet, Schneider et al. (2001) ont
expliqué I’absence de protection chez des chimpanzés vaccinés par ’antigéne TRAP de
Plasmodium falciparum (Thrombospondin Related Adhesive Protein) et exposé a une
infection épreuve hétérologue, par la présence d’une différence en résidus aminés entre le
variant vaccinal et celui de la souche hétérologue utilisée dans les infections épreuves.
Cependant, méme en présence d’antigénes présentant une diversité antigénique
importante, il y a persistance d’une immunité croisée responsable de la présence d’une

protection partielle telle que notée dans notre étude.
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- CONCLUSION GENERALE et PERSPECTIVES -
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Mycoplasma hyopneumoniae est 1’agent causal de la pneumonie enzootique
porcine. Il s’agit d’une maladie respiratoire chronique qui est prédominante dans les
¢levages porcins a travers le monde et qui, lorsqu’elle est associée & d’autres maladies
comme celles causées par VSRRP, le CVP-2 ou I’APP, est responsable de pertes
économiques considérables dans I’industrie porcine. A ce jour, il n’existe aucune
alternative aux vaccins de type bactérine contre M. hyopneumoniae. Ce projet de doctorat
avait donc pour objectif d’évaluer le potentiel vaccinal de 1’adhésine P97 de Mycoplasma
hyopneumoniae vectorisée par un adénovirus recombinant non réplicatif comme une

alternative a ces vaccins existants.

Comme nous I’avons démontré au cours de nos travaux avec le vaccin Suvaxyn ®
MH-one, les bactérines protegent contre 1’infection & M. hyopneumoniae. Toutefois, ces
vaccins présentent plusieurs limitations incluant le fait que leur production est difficile et
qu’ils soient adjuvantés, ce qui justifie leur prix de vente relativement élevé. De surcroit,
ils ne permettent pas de différencier des animaux vaccinés de ceux qui sont naturellement
infectés par ’agent pathogéne. Ceci en raison du fait qu’elles contiennent tous les
antigeénes de I’agent pathogene. De plus, une étude rapporte que ces vaccins peuvent
favoriser d’autres infections chez le porc notamment celle due au CVP-2 (Opriessnig et

al., 2006).

Au cours de nos travaux de recherche, nous avons pu générer un systéme vaccinal,
désigné rAdP97c, qui contient les régions RR1 et RR2 lesquelles sont impliquées dans le
processus d’adhérence de M. hyopneumoniae aux cellules épithéliales respiratoires de
porc. Nos essais d’immunisation de souris et de porcs avec le vaccin rAdP97c ont
clairement démontré que ce dernier stimule une réponse immunitaire compléte contre la
P97c, a la fois de type Thl et de type Th2, aussi bien au niveau des muqueuses

respiratoires qu’au niveau systémique.

Suite a la vaccination des porcs, il a été possible de constater que le rAdP97c¢ agit

contre M. hyopneumoniae en réduisant les lésions pulmonaires ainsi que la réponse
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inflammatoire pathologique résultant de I’infection par I’agent pathogeéne. De maniére
intéressante, une amélioration du gain moyen de poids quotidien (GMQ) a également pu
étre observée chez les animaux vaccinés avec le rAdP97c. Toutefois, sur tous ces aspects,
le rAdP97¢ s’est montré inférieur face a la bactérine qui a été utilisée dans cette étude
(Suvaxyn ® MH-one). Néanmoins, en regard des résultats de ce premier essai, il est

possible de croire que le rAdP97c pourrait étre plus efficace s’il est amélioré ou renforcé.

En définitive, notre travail souligne 1’importance d’un vaccin multi- antigénique
dans la protection contre M. hyopneumoniae. Ainsi, I’efficacité du vaccin rAdP97c
pourrait étre grandement renforcée en y ajoutant d’autres antigénes du mycoplasme. Au
cours de nos travaux, nous avons également produit un adénovirus recombinant non
réplicatif qui exprime I’antigéne P65 dont I’'immunogénicité a déja ét¢ démontrée.
D’autres antigénes tels que la P159 qui est une autre adhésine du mycoplasme ainsi que la

réductase ribonucléotidique (nrDF) pourraient aussi étre considérés.

Les travaux effectués au cours de cette thése de doctorat ont permis de confirmer
certains faits relatifs aux vecteurs adénovirus. En effet, ils sont faciles a produire en
grandes quantités in vitro et ils stimulent de préférence une réponse de type Thl contre le
transgéne. Nos résultats ont également permis de confirmer que l’infection a M.
hyopneumonaie retarde la croissance des porcs qui sont séverement affectés et qu’elle
stimule une forte réponse de cytokines pro-inflammatoires. Par ailleurs, il reste beaucoup
d’aspects a découvrir sur M. hyopneumonaie, en particulier sur I’adhesine P97. En effet,
au cours de nos travaux, nous avons suspecté que cette protéine est capable de se cliver
par elle-méme (autoclivage). Il serait donc logique d’essayer de comprendre 1’importance

de cet autoclivage dans la pathogenése de M. hyopneumoniae.

Nos résultats nous ont également permis de suspecter que la région RR1 (qui initie
I’adhérence de M. hyopneumoniae aux cellules épithéliales respiratoires) ne contient pas
d’épitopes qui stimulent une forte réponse humorale. Puisque cette derniére est requise

pour bloquer I’adhérence de I’agent pathogéne aux cellules cibles, cela pourrait étre une
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des raisons de 1’efficacité partielle de notre approche vaccinale ainsi que de celle d’autres
vaccins basés sur la région RR1 de la P97 décrits dans la littérature. Ceci souligne la
nécessité, autant que possible, d’une évaluation préliminaire des antigénes candidats sur
la base d’indicateurs immunologiques afin de mieux prédire leur reconnaissance par le
systtme immunitaire et leur implication dans I’induction de réponse immunitaire

potentiellement protectrice contre I’infection & M. hyopneumoniae
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Mycoplasma hyopneumoniae, the causative agent of porcine enzootic pnenmonia, colonizes the respiratory
cilia of affected swine, causing significant economic losses to swine production worldwide. Vaccination is the
most cost-effective strategy for the control and prevention of this disease. The goal of this study was to design
and evaluate a replication-defective recombinant adenovirus, rAdP97c, expressing the C-terminal portion of
P97 adhesin (P97c), an important pathogenesis-associated protein of M. hyopneumoniae, as a new vaccine
candidate against M. hyopneumoniae infection. P97c-specific immune responses were evaluated in BALB/c mice
following intranasal and intramuscular inoculation with rAdP97¢. Mice inoculated by both routes of immu-
nization produced significant levels of specific immunoglobulin G (IgG) antibodies in the serum and in
bronchoalveolar lavage fluids (BALs). Animals immunized intranasally also produced a significant level of
P97¢-specific IgA in BALs. Intramuscular inoculation of rAdP97c¢ induced a systemic and mucosal Thl-type
biased response, evidenced by the predominance of IgG2a in the serum and BALSs, whereas intranasal
inoculation resulted in a mixed Th1/Th2-type response (balanced levels of IgG1 and IgG2a) in both sytemic and
mucosal compartments. P97c-specific antibodies were able to inhibit the growth of M. hyopneumoniae cells in
vitro. These data suggest that rAdP97¢ vaccine may represent a new strategy for controlling infection by M.

hyopneumoniae.

Mycoplasma hyopneumoniae is the etiological agent of enzo-
otic porcine pneumonia (PEP), one of the most economically
significant diseases in the swine industry worldwide. The dis-
ease is characterized by chronic nonproductive cough, retarded
growth rate, and inefficient food conversion (29). Adherence of
M. hyopneumoniae to the swine respiratory epithelial cells
causes reduction of ciliary activity, ciliostasis, and loss of cilia
(7), predisposing the swine to secondary infections. For exam-
ple, it is now clear that M. hyopnewmoniae potentiates and
exacerbates the severity and duration of pneumonia caused by
the porcine reproductive and respiratory syndrome virus (38).
After colonizing, M. hyopneumoniae stimulates numerous
changes, consisting of infiltrates, mononuclear cells (macro-
phages and lymphocytes) around bronchi and bronchioles, se-
cretion of proinflammatory cytokines, and lymphoid hyperpla-
sia of bronchus-associated lymphoid tissue (22, 26, 30).
Traditionally, M. hyopneumoniae infection is controlled by the
use of antibiotics. However, this practice does not prevent
infection, and treatment cost is prohibitive. In addition to the
use of antibiotics and animal management procedures, the
prevention of PEP through vaccination is needed. The com-
monly used vaccines against M. hyopneumoniae are in the form
of inactivated whole cells or bacterins. These vaccines are
efficacious against M. hyopneumoniae challenge (8, 37) but do
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not prevent colonization by the pathogen or completely elim-
inate pneumonia (14). In addition, their preparation is very
expensive, because the growth of M. hyopneumoniae in vitro
requires a rich culture medium and is time-consuming (19).
To develop the next generation of M. hiyopneumoniae vac-
cines, several research groups are pursuing different strategies,
including subunit vaccines (6, 18) and utilization of bacterial or
plasmid vectors expressing M. hiyopneumoniae proteins (4, 5,
32). Some immunodominant antigens of M. /iyopneumoniae
have been identified. They include the cytosolic 36-kDa pro-
tein (P36), lipoproteins P65 and Mhp378 (17, 23, 35), and the
P97 protein. The last is identified as a ciliary adhesion mole-
cule on the basis that monoclonal antibodies against P97 in-
hibit adherence of M. hyopneumoniae to swine cilia in vitro
(45). P97 contains two repeat regions, R1 and R2, located in its
C-terminal portion (15). The cilium binding site is located in
R1, and at least seven AAKPV/E repeats are required for
functional binding (15, 24). R2, located downstream of R1, is
involved in attachment of M. hyopneumoniae to the host ex-
tracellular matrix (16). P97 is typically well conserved among
different strains of M. hyopneumoniae, and the lack of cytoad-
hesion of avirulent strains of M. hyopneumoniae is related to
the absence of functional P97 adhesin (41). Therefore, P97
adhesin could represent an attractive target to develop effec-
tive vaccines against M. hyopneumoniae. However, when used
as a recombinant vaccine, P97 did not protect swine from
infection or reduce the severity of lung lesions caused by M.
hyopneumoniae (18). On the other hand, Shimoji et al. (32)
showed that intranasal immunization of pigs with an attenu-
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TABLE 1. Oligonucleotide primer sequences

Designation” Nucleotide sequence (5' to 3')" Description®
P97¢546EcoRI(F) TGATGAATTCGGGGCCTTTAAATCCGTGCTTAATTCCT Cloning and SDM
GGACAGGAAAAATTCAGC

P97c546(R) GTCTAATTTTGCCCAAGGAGCAAAATT SDM

P97c766(F) AATAATTTTGCTCCTTGGGCAAAATTAGAC SDM

P97c766(R) CAACCTCTGTTTTCCAATTTTTACCTTG SDM

P97c1054(F) CAAGGTAAAAATTGGAAAACAGAGGTTG SDM
P97¢c1054(R) TTGTCGACTTATTTAGATTCTGGTTCCTC Cloning and SDM
pAd97cBglII(F) GGAAGATCTGCCACCATGAATTCGGGGCCTTTAAATCC Cloning
pAd97cBglII(R) GGAAGATCTTTATTTAGATTCTGGTTCCTC Cloning

“The numbers indicate the position of the nucleotide A (in TGA codons) replaced by the nucleotide G during site-directed mutagenesis. F, forward primer; R,

reverse primer.

" The underlined sequences represent EcoRI, Sall, or Bglll restrictions sites. GCCACC, Kozak sequence.

< SDM, site-directed mutagenesis.

ated strain of Erysipelothrix rhusiopathiae YS-19 expressing the
C-terminal portion of the P97 protein significantly reduced
lung lesions caused by M. hiyopneumoniae, despite the absence
of antigen-specific antibody responses. This finding indicates
that the P97 antigen can be protective if administered in a
manner that increases its immunogenicity.

As M. hyopneumoniae infection is restricted to the swine
respiratory tract, the ideal vaccine would be mucosally admin-
istered and able to stimulate a suitable mucosal immunity,
including specific T helper (Th) response and immunoglobulin
A (IgA), which can prevent the adherence of pathogens to
mucosal cell surfaces (25). Replication-defective recombinant
adenoviruses (rAds) are extensively used as antigen delivery
vehicle vectors (11, 36). They display several attractive fea-
tures, including (i) natural tropism for epithelial cells, (ii) ef-
ficient gene delivery to antigen-presenting cells, and (iii) high
immunogenicity to induce both humoral and cellular immune
responses to the transgene product, in some cases after a single
inoculation (36).

The purpose of the present study was to construct a rAd
expressing the C-terminal portion of M. hyopneumoniac P97
adhesin (rAdP97c) and to characterize the P97c-specific im-
mune response induced in a murine model. Alternative routes
of administration of rAdP97c and their effects on humoral
immunity were evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Cells, virus, and plasmids. M. hyopneumoniae strain 25934 was obtained from
the American Type Collection Culture (ATCC) (Manassas, VA). Escherichia coli
DIS5 and BL21(DE3)pLysS strains were used for plasmid DNA amplification
and production of recombinant proteins, respectively, and were grown in Luria-
Bertani medium at 37°C. Human embryonic kidney (HEK) 293 cells (ATCC
CRC-1573) were used for the production of rAds, and they were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum and 2 mM t-glutamine at 37°C in a 5% CO,
incubator. The Ad used in this study was a replication-defective El- and E3-
deleted human serotype 5 (AdS). The pAdPS-CMV5-Cuo-IRES-GFP (pAd)
plasmid was used as an Ad5 transfer vector for the generation of rAds (28). Both
pAd and AdS were obtained from B. Massie, Biotechnology Research Institute,
National Research Council of Canada. The pGEX4T1 plasmid (Amersham
Pharmacia Biotech, Baie d'Ur{¢é, Québec, Canada) was used to express recom-
binant proteins in fusion with glutathione S-transferase (GST).

PCR amplification of the P97¢ gene and site-directed mutagenesis. Genomic
DNA from M. hyopneumoniae was prepared as previously described (3) and was
used as a template for the amplification of a 1,676-bp fragment (containing the
R1 and R2 regions), which was designated the C-terminal portion of the P97
gene (P97c). The oligonucleotide primers used for amplification were
P97c546EcoRI(F) and P97c1054Sall(R) (Table 1). They were designed from the
previously published sequence of the P97 adhesin gene (GenBank accession no.
U50901). To express the full-length P97¢ protein in heterologous cells, myco-
plasmal TGA codons (tryptophan) found in the P97c gene were replaced with
the universal TGG (tryptophan) codons by site-directed mutagenesis using the
overlapping extension-PCR method (Fig. i). Primers each carrying the appro-
priate substitution used for site-directed mutagenesis are listed in Table 1.
Amplification reactions were carried out using Vent DNA polymerase. After

A EcoRl
5 (1g03 bp) R1 R2 3
I M hyopnaunmonias strain 25934-P97 gene (3279 bp)
A s A
TGA P TGA TGA T6A 1
(2a72) ,, (a8 346) (28 766) (88 1054)§
7’ ]
rd
4 ]
e l
P97cS46EcoRKF) P9Tc66(F (MAb 8H4-G6)  po7c1054(F) ]
— — sovece —_—
B P97¢ (1676 bp)

TG PYcH6(R
(00 546)

TG PITCT6R
(22766)

1o P97clas4Sal(R)
(an1034)

FIG. 1. (A) Schematic representation of the P97 adhesin gene of M. hyopnewmoniae strain 25934 showing the R1 and R2 regions (hatched) and
the positions of TGA codons. (B) Schematic representation of site-directed mutagenesis of TGA codons to TGG codons in the C-terminal portion
of the P97 adhesin gene (P97c). The arrows indicate the orientations of the overlapping primers used. The region of the P97c¢ protein recognized

by MAb 8H4-G6 is indicated (square dot).
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amplification, all products were sequenced to confirm that changes from A to G
occurred at the third position of the targeted codons.

Cloning and purificatlon of recombinant P97¢c. The mutated P97c gene was
digested with EcoRI and Sall and cloned into the pGEX4T1 plasmid. The
resulting pGEX/P97c¢ vector was transformed into E. coli BL21(DE3)pLysS. An
overnight culture was diluted in 1 liter of LB medium supplemented with 100
wg/ml ampicillin and incubated at 37°C until late log phase (the A4y, reached 0.6
to 0.8). Protein expression was induced by the addition of isopropyl-8-n-thioga-
lactopyranoside to a final concentration of 1 mM for 3 h. Cells were harvested
and resuspended in ice-cold 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS) (pH 7.4)
containing 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mg/ml lysozyme, and protease
inhibitors. The cells were sonicated, and 1% Triton X-100 was added, followed
by a 30-min incubation period at room temperature (RT). The GST-P97c protein
was purified by affinity chromatography on glutathione-Sepharose 4B beads
(Amersham Pharmacia) and either eluted with reduced glutathione (20 mM
glutathione, 50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 120 mM NaCl) or directly cleaved for
16 h at RT with 20 units of thrombin protease. The recombinant P97c protein
(rP97c) was then dialyzed against PBS and decontaminated using a Detoxi-Gel
endotoxin-removing column (Pierce, Rockford, IL). The protein concentration
was determined using a Bio-Rad protein assay in conjunction with a bovine
serum albumin standard curve (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada). The
rP97c protein was identified by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) and confirmed by Western blot analysis with mouse
monoclonal anti-P97¢ antibody (MAb 8H4-G6). This MAb was previously pro-
duced in our laboratory by intraperitoneally immunizing BALB/c mice with the
recombinant GST-P97c fusion protein (unpublished data).

Construction of replication-defective rAds. The mutated P97¢ gene was ream-
plified by PCR from the pGEX/P97c plasmid using the forward primer
pAd9I7cBglI(F) (including a GCCACC Kozak consensus sequence and an ATG
initiation codon) and the reverse primer pAd97¢BglII(R). After digestion with
Bglll, the PCR product (1,676 bp) was inserted between the Bglll and BamHI
sites of the pAd plasmid under the control of the constitutive cytomegalovirus
immediate-early promoter/enhancer, yielding the pAdP97c plasmid. The pAd
vector was digested with Bglll and BamHI to remove the gene encoding green
fluorescent protein (GFP), in order to screen the positive clones by immunoflu-
orescence analysis. rAdS carrying P97c (rAdP97c) was generated using the trans-
fection/infection method (10). pAdP97c was linearized by Pacl digestion and
transferred into HEK 293 cells using polyethylenimine as a transfection reagent
(Polysciences Inc.). The next day, cells were infected with Ad5 at various mul-
tiplicities of infection and incubated for 4 days to maximize homologous recom-
bination. The cells were lysed by freeze/thaw cycles, and supernatant was used to
reinfect fresh 11EK 293 cells for 6 h. After being overlaid with 1.25% agarose
SeaPlaque-Dulbecco’s modified Eagle’s medium mixture, the cells were incu-
bated until lysis plaques formed. The viral plaques were screened for P97¢
expression by immunofluorescence and Western blotting. One positive clone was
plaque purified and amplified on HEK 293 cells. After frecze/thaw cycles,
rAdP97c was purified by double cesium chloride centrifugation and dialyzed
against PBS. The rAdS expressing GFP (rAdGFP) was constructed in the same
way. Viruses were titered by the 50% tissue culture infectious dose (TCIDsy)
method (27) and stored at —80°C.

Immunofluorescence analysis. Indirect immunofiuorescence assays were per-
formed on HEK 293 cells seeded in 24-well plates and transfected with 2 pg of
pAdP97c or infected with rAdP97c (multiplicity of infection, 100:1). Mock-
infected cells were used as negative controls. After 48 h of incubation, the cells
were washed with PBS-0.1% Tween 20 (PBST) and fixed with cold acetone-
methanol (1:1). The plates were incubated with MAb 8H4-G6 for 1 h at 37°C.
After the plates were washed, bound MAb was detected with fluorescein iso-
thiocyanate-conjugated goat anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario,
Canada) and visualized by fluorescence microscopy (Leica; Leitz, Wetzlar, Ger-
many).

SDS-PAGE and Western blot analysis. To determine the expression of rP97c
in E. coli, proteins from transformed cells were subjected to 12% SDS-PAGE
under reducing conditions and then visualized by Coomassie blue staining or
transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad). Cells transformed by
pGEX-4T1 served as negative controls. To check for P97c expression in eukary-
otic cells, HEK 293 cells were seeded in 60-mm dishes and transfected with
pAdP97¢ or infected with rAdP97c as described above. Cells transfected with
pAd or infected with rAdGFP or mock-infected cells were used as negative
controls. The cells were lysed in a buffer containing 150 mM NaCl, 10 mM Tris
[pH 7.8], 1% Triton X, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, and complete
protease inhibitors. Cell lysates were separated on 12% SDS-PAGE and blotted
onto a nitrocellulose membrane. For Western blot analysis, the membrane was
blocked overnight at 4°C in 5% nonfat milk in PBST and then probed with MAb
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8H4-G6 for | h at RT. After being washed with PBST, the membrane was treated
with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-mouse IgG (Sigma).
Immunoreactive protein bands were detected with 0.005% (wt/vol) 4-chloro-1-
naphthol-0.015% (vol/vol) hydrogen peroxide in PBS.

Mice and immunization experiments. Female BALB/c mice aged 7 to 8 weeks
were obtained from Charles River Breeding Laboratory (Montreal, Quebec,
Canada) and maintained under specific-pathogen-free conditions al the Exper-
imental Biology Center of the Armand-Frappier Institute (Laval, Quebec, Can-
ada). Immunization experiments were performed according to the Institutional
Animal Care and Use Committee guidelines. Mice (# = 5 per group) were
immunized either intranasally (i.n.) or intramuscularly (i.m.) with rAdP97c or
rAdGFP (as a negative control). For i.n. immunization, mice were anesthetized
with isofluorane and inoculated with 20 .l in each nare using a Finn pipette for
atotal of § x 107 TCIDg, in PBS. For i.m. inoculation, a total volume of 100 i
of viruses (5 % 107 TCIDs,) was injected into each quadriceps (50 pl/quadriceps)
using a 25-gauge needle. The mice received a booster at day 30 with the same
dose. The mice were bled at days 14, 30, and 60 postinfection (p.i.). At day 60,
the mice were sacrificed, and bronchoalveolar lavages were performed by infu-
sion of 0.5 ml of PBS-5 mM EDTA into the lungs, using a 0.58-nm polyethylene
catheter. Bronchoalveolar lavage fluids (BALs) were then filtered through a
sterile 100-pm membrane to remove mucus and cell debris. Sera and BALs were
heat inactivated at 56°C for 30 min, pooled by immunization group, and stored
at —80°C until they were used.

Detection of P97c-specific antibodies. P97¢c-specific antibody responses in im-
munized mice were assayed by Western blotting and enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). For Western blot analysis, rP97c was submitted to SDS-
PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. The membrane was
blocked overnight at 4°C in 5% nonfat milk-PBST and cut into strips. Individual
strips were probed with sera (diluted 1:200 in PBST) from rAdP97c-immunized
mice. P97c-specific antibodies were detected with HRP-conjugated goat anti-
mouse 1gG and visualized as described above. Preimmune serum and sera from
rAdGFP-immunized mice were used as negative controls. Levels of P97c-specific
1gA and IgG were determined by indirect ELISA. Ninety-six-well plates (ICN
Biomedicals) were coated with rP97c (0.5 pg/well, diluted in PBS). After over-
night incubation at 4°C, the plates were washed three times with PBST and
blocked for 2 h at RT with 100 ) of PBST plus 2% bovine serum albumin. The
wells were washed, and 100 pl of sera (1:200 dilution in PBST) or BALs (1:50
dilution) was added to each well. Each sample was assayed in duplicate. The
plates were incubated for 2 h at 37°C and then washed, and detection of bound
immunoglobulins was performed by adding 100 pl of HRP-conjugated anti-
mouse 1gG (1:2,000) or IgA (1:1,000) (Sigma). After incubation for 1 h, the
plates were washed four times, and 100 pl of 3,3'-5,5'-tetramethyl benzedine
substrate (Sigma) was added to each well. The reaction was stopped by adding 30
pl of 2N HCI per well, and optical densities were read at 405 nm (ODy5) with
a spectrophotometer plate reader (Bio-Tek Instruments). In another set of
experiments, P97c-specific 1gG isotype responses were assayed using HRP-con-
jugated anti-mouse IgGl, 1gG2a, IgG2b, or 1gG3 as a secondary antibody
(Boehringer Mannheim).

Growth inhibition assay. M. hyopneumoniae cells were grown at 37°C for 3
days in Friis medium (12) supplemented with 20% (vol/vol) porcine serum, 5%
yeast extract, 0.15 mg/ml bacitracin, 0.08 mg/ml thallium acetate. Cells were
harvested by centrifugation at 20,000 X g for 25 min and resuspended in growth
medium. Mycoplasma cells (approximately 1 X 10* color-changing units/100 ul)
were seeded in triplicate in 96-well plates in the presence of sera or BALs (100-p.l
serial dilutions in PBS). Phenol red (40 pg/ml) was added to increase the
sensitivity of the assay. Cells incubated with sera or BALs from mice immunized
with rAdGFP or with medium without antibodies were used as negative controls.
The change in color-changing units with phenol red as the indicator at ODsg, was
measured as an estimate of the growth of mycoplasmal cells (5).

Statistical analysis. Statistical differences were determined by using a two-
tailed Student ¢ test. Data are expressed as the means * the standard deviations
of the means. A P value of <0.05 was considered significant.

Nucleotide sequence accession number. The GenBank accession number for
the C-terminal portion of the P97 gene (P97c) is AY512905.

RESULTS

Construction of a rAd expressing P97c. In order to ensure
full-length expression of P97c in heterologous cells, the TGA
codons (which encode a tryptophan rather than a translation
stop in mycoplasmas) within the DNA sequence of P97c were
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FIG. 2. Expression of P97c in E. coli. (A) SDS-PAGE detection of IPTG (isopropyl-p-h-thiogalactopyranoside)-induced expression of P97c in
BL21(DE3)pLys. The pGEX/P9c plasmid was transformed into the BL21(DE3)pLys strain of E. coli and induced by 1 mM IPTG for 3 h at 37°C.
Proteins were separated on 12% SDS-PAGE, followed by Coomassie blue staining. (B) Western blot analysis using an anti-P97c MAb (MAb
8H4-G6). Lane 1, E. coli transformed with pGEX-4T1; lane 2, E. coli transformed with pGEX/P97c; lane 3, purified GST protein; lane 4, purified
GST-P97c protein; lane 5, purified P97¢ protein after thrombin cleavage. M, molecular mass marker (in kDa).

converted to TGG codons by site-directed mutagenesis (Fig.
1). The mutated P97c gene was cloned into the pGEX-4T1
plasmid and expressed as a fusion protein with GST in E. coli.
The expected mass of the P97c protein is 61 kDa. After puri-
fication, the SDS-PAGE analysis revealed a prominent band of
87 kDa corresponding to the GST-P97c fusion protein (Fig.
2A, lane 4). After thrombin cleavage, the expected protein
band of 61 kDa was observed, as well as two other bands of
approximately 26 and 35 kDa (Fig. 2A, lane 5). Western blot-
ting using an anti-P97c MAb (MAb 8H4-G6) revealed the
expected 61-kDa band, together with the product of 26 kDa,
but not 36 kDa (Fig. 2B, lane 5). No immunoreactive bands
were detected with controls (Fig. 2B, lanes 1 and 3). These
results suggest that the epitope recognized by this MAb is
located in the 26-kDa polypeptide, as indicated in Fig. 1. A
previous study reported that the P97 cilium adhesin is cleaved
at multiple sites during its expression in host cells, generating
a family of peptides (9).

Next, the mutated P97c gene was subcloned into the AdS
transfer vector. The resulting plasmid (pAdP97c) was used to
generate rAdS carrying the P97c gene (rAdP97c) by homolo-
gous recombination in HEK 293 cells. To assess whether P97¢c
protein could be expressed in mammalian cells, cells were
transfected with pAdP97c¢ or infected with rAdP97c. Indirect
immunofluorescence analysis performed with MAb 8H4-G6
demonstrated that the protein was expressed by both con-
structs. A strong immunofluorescence signal was detected in
cells transfected with pAdP97c or infected with rAdP97c (Fig.
3A, a and b). As expected, no fluorescence signal was visible in
mock-infected cells (Fig. 3A, c). The cell lysates were assayed
by Western blotting using the same MAb. A band of 61 kDa,
corresponding to the expected size of P97¢, was detected in the
lysates from cells transfected with pAdP97c or infected with
rAdP97c (Fig. 3B, lanes 3 and 5, respectively), but not from
controls (Fig. 3B, lanes 1, 2, and 4). However, the P97c protein
seemed not to be cleaved in HEK 293 cells, since the 26-kDa
product was not detected.

Systemic antibody responses elicited by rAdP97c. The ability
of rAdP97c to stimulate an antibody response to P97c was
determined after i.n. or i.m. immunization of BALB/c mice at

day 0 and boost at day 30. Mice inoculated with rAdGFP were
used as negative controls. First, preimmune serum and sera
collected at days 14, 30, and 60 were analyzed for the presence
of P97c-specific antibodies by Western blotting using the pu-
rified rP97c as the antigen. As expected, P97c-specific antibod-
ies were not detected in the preimmune serum and serum from
mice immunized with rAdGFP (Fig. 4, lanes 1 and 2, respec-
tively). P97c-specific IgG antibodies were detectable in sera of
mice immunized with rAdP97c by either the i.n. or the i.m.
route (Fig. 4, a and b, respectively). Sera collected at days 14,
30, and 60 p.i. immunoreacted with the 61-kDa protein (P97c).
In addition, sera collected at days 30 and 60 also immunore-
acted with the cleaved product of 26 kDa, but not of 35 kDa,
suggesting that the immunogenic epitopes of P97c are located

(c) Mock cells

A (a) pAdP97c

() rAdP97c

i 4 P97¢ (61-kDa)

FIG. 3. Expression of the P97c gene in 293 cells. (A) Indirect im-
munofluorescence analysis. HEK 293 cells were transfected with
pAdP97c (a), infected with rAdP97c (b), or mock infected (c) and
probed with an anti-P97c MAb (MAb 8H4-G6). (B) Western blot
analysis. Proteins were separated on 12% SDS-PAGE, transferred
onto nitrocellulose membranes, and probed with MAb 8H4-G6. Lane
1, mock-infected cells; lane 2, cells transfected with original transfer
vector; lane 3, cells transfected with pAdP97c; lane 4, cells infected
with rAdGFP; lane 5, cells infected with rAdP97c. The arrow indicates
the expected mass of the P97c protein.
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FIG. 4. Western blot analysis for P97c-specific antibody responses.
The recombinant P97¢ protein was submitted to 12% SDS-PAGE and
transferred onto a nitrocellulose membrane. Individual strips were
incubated with serum (diluted 1:200). Lane 1, preimmune serum; lane
2, serum from rAdGFP-immunized mice; a and b, sera collected at
days 14, 30, and 60 postimmunization from mice immunized with
rAdP97c via the i.n. or i.m. route, respectively. These sera reacted with
the expected protein corresponding to P97c (61 kDa) and also with the
product of 26 kDa.

in the 26-kDa fragment (containing the R1 region), as indi-
cated in Fig. 1.

Levels of P97c-specific antibodies induced by rAdP97c were
further determined by indirect ELISA. As shown in Table 2,
mice immunized (i.n. and i.m.) with rAdP97c produced signif-
icant levels of specific IgG as early as day 14 p.i. compared with
the control groups (P < 0.05). There was no considerable
difference between the i.n. and i.m. routes for the induction of
specific antibodies at days 14 and 30. In contrast, we found that
at day 60, the P97c-specific IgG level was two times higher in
i.m.-inoculated animals than i.n.-immunized mice.

Mucosal antibody responses elicited by rAdP97¢. To deter-
mine levels of mucosal IgG and IgA responses against P97c
induced in mice following immunization with rAdP97c, BALs
were collected at day 60 p.i. and examined by indirect ELISA
(Table 1). Significant levels of P97c-specific 1gG were detected
in BALs of mice inoculated with rAdP97c by the i.n. and i.m.
routes (P < 0.05). There was no considerable difference be-
tween the routes for the induction of local IgG. Immunization
using the i.m. route did not induce P97c-specific IgA in BALs.
In contrast, mice immunized i.n. gave a significant IgA re-
sponse. This result indicates that P97c-specific IgA antibodies
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FIG. 5. Specific IgG isotype responses in mice immunized with
rAd97c. Mice (five per group) were immunized with rAdP97c or with
rAdGFP (negative control). Pools of sera (A) and BALs (B) collected
at day 60 p.i. were examined for P97c-specific IgG isotypes by ELISA
in duplicate. The data represent the mean OD,s plus the standard
deviations. *, significant difference (P < 0.05) compared with negative
controls.

detected in BALs were locally produced in the respiratory
tract.

P97c-specific IgG isotypes. The P97c-specific IgG isotypes in
sera and BALs were measured at day 60 p.i. in order to deter-
mine which Th subset responses were elicited. In mice, IgG1 is
indicative of a Th2-type response, whereas IgG2a is predomi-
nantly produced during a Thl-type response (34). In sera of
mice immunized with rAdP97c i.n. and i.m., IgG1 and IgG2a
were significantly detected (P < 0.05); levels of IgG2b and
IgG3 did not rise significantly above those of negative controls
(Fig. 5A). Mice immunized i.m. produced more IgG2a than
IgG1 (I1gG2a/IgG1 ratio = 4), whereas those immunized i.n.
had approximately equal levels of IgG2a and IgG1, with a ratio
of 1.4. Analysis of P97c-specific IgG isotypes in BALs also
revealed that IgG1 and IgG2a were predominantly induced

TABLE 2. ELISA for P97c-specific antibody responses of BALB/c mice immunized with rAdP97¢”

Mean ODy,s *+ SD (P)

Serum BAL
Group
180 on: IgA on day 60 IgG on day 60 IgA on day 60
on day 2G on day on day
Day 14 Day 30 Day 60

rAdGFP in.  0.068 = 0.003 0.071 + 0.0049 0.066 = 0.0063 0.075 + 0.009 0.087 = 0.009 0.071 = 0.002
rAdGFP im.  0.065 = 0.002 0.071 = 0.0063 0.058 + 0.0014 0.058 + 0.0014 0.081 = 0.015 0.067 * 0.001
rAdP97c i.n.  0.249 % 0.003 (0.008)*  0.36 + 0.029 (0.026)*  0.668 = 0.046 (0.019)*  0.106 = 0.018 (0.054) 0.781 = 0.028 (0.012)* 0.378 x 0.037 (0.029)*
rAdP97c im. 0.231 + 0.005 (0.004)* 0.487 = 0.022 (0.0084)* 1.138 + 0.108 (0.0229)* 0.106 = 0.018 (0.054) 0.587 = 0.012 (0.01)*  0.096 + 0.022 (0.154)

# Groups of five mice were immunized with rAdP9c or rAJGFP (negative control) by the i.n. or i.m. route. Samples were collected at days 14, 30, and 60 and pooled
by group. Sera were diluted 1:200 and BALs 1:50 and then analyzed for P97c-specific antibodies by ELISA in duplicate. *, significant difference (P < 0.05) compared

with rAdGFP groups.

8002 ‘g Auenuer uo Aq 610" wse'1Ad Wwolp papeojumog



772 OKAMBA ET AL.

A Serum gy AdP9 7 in
16 - w=lmyAdP9 7 1.m
wohumy AJPGFP i1
1,2 - wdimey AAPGFP i,
Sos
O
04 4 S =
0 T —r———
40 80 160 320 640 1280
Reciprocal dilution
B BAL
1.6 5 ==y AdP9 % in
12 by AAP97¢ i,
) wsome AAPGFP in
Q§ 038 bt AJPGFP im.
(@]
044 a :
0 ' y . ' ' \

10 20 40 8 160 320
Reciprocal dilution

FIG. 6. Growth inhibition of M. hyopneumoniae. Mycoplasma cells
were cultured in the presence of serial dilutions of sera (A) or BALs
(B) from mice immunized with rAdP97c or with negative control
rAdGFP. The growth inhibition was determined by measuring the
ODy,,. The results are means of triplicate experiments * standard
deviations.

(Fig. 5B). Both i.n. and i.m. inoculation of rAdP97c generated
profiles similar to those observed in the sera. These resuits
suggest that the Th-type response to P97c stimulated in mice
by rAdP97c is modulated by the route of immunization. Im-
munization by the i.m. route seems to favor a Thl-type re-
sponse against P97c, while the i.n. route induces rather a mixed
Th1/Th2-type response in both systemic and mucosal compart-
ments.

Growth inhibition of M. hyopneumoniae. We examined
whether P97c-specific antibodies induced by rAdP97c were
capable of interfering with the growth of M. iiyopneumoniae.
The growth of M. hyopneumoniae can be monitored in vitro by
the color and OD change of the indicator (phenol red) in the
growth medium (5, 44). As the mycoplasmal cells grow, the red
color of phenol red gradually turns yellow, resulting in a de-
crease in the OD. We performed growth inhibition assays by
incubation of M. tyopneumoniae cells in the presence of me-
dium without antibodies (as a negative control) or with serial
dilutions of sera or BALs of immunized mice collected at day
60 p.i. The OD decreased from 1.22 (at day zero) to 0.4 (after
3 days of incubation) as M. hyopneumoniae cells grew in the
culture medium without antibodies, indicating cell growth dur-
ing the incubation period (data not shown). In contrast, in the
presence of sera of mice immunized (i.n. and i.m.) with
rAdP9%7c, the inhibitory effect was observed. The best inhibi-
tion was obtained with dilutions of 1:40 and 1:80 (Fig. 6A).
BALs of mice inoculated (i.n and i.m.) with rAdP97c also
exhibited inhibitory activity, and the best inhibition was
achieved with dilutions ranging from 1:10 to 1:40 (Fig. 6B). As
expected, the growth of cells was not affected by the samples
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from mice immunized (i.n and i.m.) with rAdGFP. The results
indicate that the growth of M. hyopneumoniae was inhibited by
P97c-specific antibodies in the sera and BALs and that the
inhibitory effect was concentration dependent.

DISCUSSION

The most effective strategy to prevent diseases caused by
bacteria may be to block interactions between microbial ad-
hesins and their host cell receptors. Many studies have dem-
onstrated the efficiency of adhesin-based vaccines in blocking
attachment in vitro, as well as in vivo (42). As a more successful
example, vaccination with the FimH adhesin of uropathogenic
E. coli reduced in vivo colonization of the bladder mucosa by
the pathogen up to 99% in the murine cystitis model (20).
However, pure adhesins generally elicit poor immune re-
sponses and need to be administered together with an immu-
nostimulative carrier molecule or vector (6, 42). The initial
event in M. hyopneumoniae pathogenesis is its adherence to the
cilia of the respiratory tract epithelial cells (46), which is me-
diated by specific regions of adhesins, such as the R1 motif
located in the C-terminal portion of P97 (15, 24). Therefore,
vaccines inducing immune responses to the R1 region could
prevent colonization of pigs by the microorganism. Replica-
tion-defective rAds display a natural tropism for the respira-
tory epithelial cells and are known to be efficient in eliciting
both humoral and cellular immunity to the expressed antigens
(36).

In the present study, a rAd vector carrying the C-terminal
portion of the P97 adhesin (rAdP97c) was constructed and
evaluated for its potential to induce P97c-specific immune re-
sponses in mice. First, we demonstrated that the P97c protein
was sufficiently expressed in vitro in cells infected with
rAdP97c and could be detected by immunoblotting. To our
knowledge, this is the first report of the construction of a rAd
expressing a mycoplasmal antigen. P97c-specific immune re-
sponses induced by rAdP97c were examined in BALB/c mice.
We found that when inoculated by either the i.n. or i.m. route,
rAdP97c stimulated the production of systemic and mucosal
antibodies to P97c, likely directed to the fragment containing
the R1 repeat region. Significant P97c-specific IgG responses
were induced after a single inoculation and were considerably
enhanced by a booster immunization. Interestingly, inocula-
tion of rAdP97c by the i.n. route (the natural route of M.
hyopneumoniae infection) elicited a suitable mucosal immune
response, as evidenced by the presence of P97¢c-specific IgA in
BALs. IgA is produced primarily by plasma cells in the mucosa
and is actively secreted, whereas IgG can appear in mucosal
secretions as a transudate from serum (2). Passive diffusion
could account for a portion of IgG detected in BALs after i.m.
inoculation. Our results are in agreement with previous studies
showing that mucosal immunization with rAd results in both
local and systemic immune responses, while parenteral immu-
nization preferentially induces a systemic immune response
(21, 43).

The rAdP97c-induced antisera and BALs were shown to be
able to inhibit the growth of M. hyopneumoniae cells. The
inhibition activity was likely related to the presence of IgG,
since despite their IgA levels, BALs from i.n.-immunized mice
did not demonstrate a higher inhibition than those from mice
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immunized by the i.m. route (Fig. 6A). In addition, the inhi-
bition effects of samples were proportional to their IgG titers.
The mechanism by which antibodies inhibit the growth of M.
hyopneumoniae remains unknown, and thus, we cannot rule
out the possibility that P97c-specific IgA could interfere with
the pathogen in vivo and specifically during the adherence
process.

Conceicao et al. (6) have shown that immunization of mice
with pure recombinant R1 of P97 adhesin did not induce spe-
cific systemic and mucosal antibodies to R1. In contrast, im-
munization with the R1 region fused to the B subunit of the
heat-labile enterotoxin B subunit of E. coli (rLTBR1) pro-
duced high levels of specific antibody and cellutar responses.
Other systems have been developed in which the R1 region is
expressed by an attenuated strain of Salmonella enterica sero-
var Typhimurium aroA (4) or E. rhusiopathiae YS-19 (32). Mice
immunized with these vectors failed to elicit a humoral im-
mune response to the antigen, indicating that these live strat-
egies are less effective than rAdP97c for the induction of an-
tibody responses against the P97 adhesin. Our results also
demonstrate that rAdP97c displays the ability to enhance the
immunogenicity of the R1 antigen.

The induction of P97c-specific antibodies in BALs could be
important, since local IgA can prevent attachment of myco-
plasmas to the ciliated epithelium and IgG can participate in
opsonization and phagocytosis (31, 40). However, the relation-
ship between locally secreted antibody responses and protec-
tion against mycoplasma infections is still controversial. In
humans, Mycoplasma pulmonis-specific IgA responses have
been found to correlate better with protection than serum (33).
Similarly, Avikan and Ley (1) found a positive correlation
between Mycoplasma gallisepticum-specific IgA levels in tra-
cheal secretions and decreased lesions caused by the microor-
ganism. In contrast, Djordjevic et al. (8) reported that locally
secreted antibodies appeared to play a limited role in recovery
from M. hyopneumoniae infection, since the pathogen can
survive despite vigorous local antibody responses in the host.

It is suggested that an effective immunity against M. hyo-
pneumoniae requires humoral and cell-mediated immune re-
sponses (14, 37). Both immune responses are driven by acti-
vation of CD4" Th cells. Differentiation of naive CD4* Th
cells into Thl and Th2 cells determines whether humoral or
cell-mediated immunity will be predominant (13, 34). CD4*
Thl cells are involved in the cell-mediated immune response
and activate B cells to produce opsonizing antibodies, such as
IgG2a, whereas CD4™ Th2 cells favor humoral immunity and
secretion of IgG1 and IgA. Here, we have demonstrated that
rAdP97c is capable of inducing both Thl and Th 2 responses to
P97c, as evidenced by the presence of IgG2a and IgG1 in sera
and BALs of immunized mice. After i.m. immunization of mice
with rAdP97c, there is a clear predominance of P97c-specific
1gG2a in sera and BALs, suggesting a Thl-biased immune
response. Of note, i.n. inoculation stimulated a mixed Thl/
Th2-type response in both systemic and mucosal compart-
ments. However, many factors, such as the vector, the delivery
route, and the antigen, may modulate immune responses
(13, 39).

In summary, the data presented in this study demonstrate that
vaccination of mice with rAdP97c leads to the elicitation of both
systemic immune responses to the encoded antigen, suggesting

IMMUNE RESPONSES OF M. HYOPNEUMONIAE P97 BY ADENOVIRUS 773

that this strategy may represent a new approach to the design of
vaccines against M. hiyopneumoniae. However, the immune re-
sponse of mice should not be extrapolated, and the effectiveness
of rAdP97c for the control of PEP requires further studies in pigs.
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Protection induced by a recombinant
replication-defective adenovirus vaccine
expressing the P97 protein of Mycoplasma
hyopneumoniae in challenged pigs:

Comparison to Suvaxyn® MH-one vaccine
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Introduction

Mycoplasma hyopneumoniae is the causative agent of en-
zootic pneumonia in pigs, a chronic respiratory disease
that causes major economic losses to the pig industry
worldwide. The disease is characterized by chronic non-
productive cough, retarded growth rate, and inefhicient
food conversion. Vaccination against M hyopneumoniae
is an important prophylactic approach used to control
mycoplasma pneumonia in pigs. The commonly used
vaccines consist of inactivated whole cells, such as Su-
vaxyn® MH-one. Although numerous studies report
that these vaccines are protective against experimental
challenge, vaccination failure in production settings is
also documented.! Adherence to epithelial cells of the
respiratory tract of swine is crucial in the pathogenesis
of M hyopneumoniae and the surface protein called P97,
particularly its C-terminal portion, is implicated.?!2
Therefore, this protein could represent an attractive
target to develop effective vaccines against M hyopneu-
moniae. Replication-defective recombinant adenovirus-
es (rAd) are extensively used as antigen delivery vehicles
vectors and are known to induce both humoral and
cellular protective immune responses against several dis-
eases.8 In addition, as live vectors; rAd can be admin-
istered by mucosal route to stimulate the mucosal im-
munity. The objective of this study was to compare the
vaccination efficiency of a subunit vaccine based on rAd
expressing the C-terminal portion of P97 adhesin of M
hyopneumoniae and the commercial vaccine (Suvaxyn®
MH-one) following experimental infection of pigs with
M hyopneumoniae.

Materials and methods

Vaccines. The rAdP97c vector, a recombinant replica-
tive-defective human adenovirus serotype 5 expressing
the C-terminal portion of the P97 adhesin of M hyo-
pneumoniae, was constructed as previously described.4
The commercial vaccine, Suvaxyn® MH-one (Wyeth
Animal Health, Guelph, Ontario, Canada), was used

according to the manufacture’s recommendations.

Experimental animal challenge and design. Twenty-
eight pigs aged from 18 to 21 days were obtained from
a herd serologically negative for M hyopneumoniae. Pigs
were randomly assigned to four groups as summarized
in Table 1. The experiment was conducted at the ani-
mal facility of the Canadian Food Inspection Agency
(St-Hyacinthe, Quebec, Canada) in accordance with
the guidelines of the Canadian Council on Animal
Care. The duration of the experiment was 56 days.

Pigs were challenged at day 28 after the first vaccina-
tion with the 232 virulent strain of M hyopneumoniae,
obtained from Dr E. L. Thacker (College of Veterinary
Medicine, lowa State University, USA). Pigs were ob-
served regularly for clinical signs. Animals were weighed
biweekly to measure the average daily gain (ADG)
which was determined as follows: (mean of weight at
day 56 post-vaccination minus mean of weight at day

0 post-vaccination)/56. At necropsy, the percentage of
macroscopic lung lesions was determined using the dia-
gram described by Sorensen et al.” At days 0, 14, 28, 42
and 56 post-vaccination, blood samples were collected
for serological analysis and lymphocyte stimulation test.
The bronchoalveolar lavage (BAL) fluids were collected
at necropsy (day 56 post-vaccination).
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Table 1: Experimental design and groups

Vaccination Challenge

Groups

day 0 day 14 day 28
Control (N = 5) None None None
Non-vaccinated/ None None 108 CCU
challenged (N = 5) Intratracheal
Suvaxyn MH-one/ 2ml None 108 CCU
challenged (N = 8) Intramuscular Intratracheal
rAdP97c/ 2x10'°TCID,, 2x10'°TCID,, 106 CCU
challenged (N = 10) Intranasal Intranasal Intratracheal

CCU, Color Changing Unit.
TCID,, the tissue culture infectious dose 50.

Note: All pigs were necropsied at four weeks post-challenge (at day 56 post-vaccination).

Serological analysis. The detection of anti-M hyo-
preumoniae specific antibodies in sera was achieved
using a commercial ELISA kit (HerdChek Mycoplasma
hyopneumoniae Antibody test kit, IDEXX Laboratories,
Inc., Westbrook, Maine) according to the manufacture’s
recommendations. Sample was considered seropositive
if the sample/positive (S/P) ratio was > 0.3. For the de-
tection of P97c-specific antibodies, ELISA plates were
coated with the recombinant P97¢ (rP97c¢) produced in
Escherichia coli. Sera were diluted 1:200 and the BAL
fluids were not diluted. The specific antibody isotype
(IgG or IgA) was determined using peroxidase-labelled
heavy-chain specific goat anti-swine IgA or IgG (Bethyl
Laboratories, Montgomery, Texas). The experiment
was done in duplicate or triplicate and the results were
reported as optical density (OD) at 450 nm * the stan-
dard deviation (SD).

Lymphocyte proliferation test. Blood samples were
collected into sodium-heparinized tube (Monoject,
Mansfield, MA, USA). Peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated by differential centrifuga-
tion of diluted blood in PBS over Histopaque 1.077
density gradient (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario,
Canada). The PBMCs were resuspended in RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) containing 10% FBS, 2 mM L-
glutamine, penicillin-streptomycin (100 U/ml and 100
pg/ml, respectively) and 50 uM B-mercaptoethanol. The
PBMC:s were dispensed into each well of a flat-bottomed
96-well microplate and incubated in presence of P97¢ or
total proteins of M hygpneumoniae 232 strain cell lysate.
The PBMCs stimulated with Concanavalin A (ConA)
were included as positive controls. After incubation for

three days, the lymphocyte proliferative response was
measured using the 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)
kit (Exalpha Biologicals, Inc., MA). The results were
expressed as a stimulation index + SD, which was cal-
culated by dividing the OD 450 nm of stimulated cul-
tures divided by those in non stimulated cultures.

Statistical analysis. Tukey’s test for one-way ANOVA
was used to determine differences among experimen-
tal groups. If the P value generated by ANOVA was

< 0.05, difference between groups was considered to be
significant.

Results

Animal health and clinical signs. No sign of cough-
ing was observed in control group during the experi-
ment. However, coughing was observed in all challenged
groups from week 1 post-challenge to the end of the
experiment (data not shown). At the end of experiment,
the mean of ADG in the control group was 830 + 37 g/
day and was not significandly different (P > 0.05) from
ADG Suvaxyn® MH-one group (743 * 88 g/day). On
the opposite, the mean ADG in non vaccinated/chal-
lenged group (586 * 10.4 g/days) and in rAdP97c/chal-
lenged group (627 £ 6.8 g/day) were significantly lower
compared to the control and Suvaxyn® MH-one groups
(P < 0.01). These results demonstrate that the Suvaxyn®
MH-one vaccine is more efficient than the rAdP97¢c vac-
cine in preventing the reduction of growth caused by M
hyopneumoniae infection. As shown in Figure 1, control
pigs had no macroscopic lung lesions, while all pigs in
the non vaccinated/challenged group had macroscopic
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lung from 33% to 67% (mean of 47.2%) All pigs in
the rAdP97c/challenged group also had macroscopic
lung lesions (2,5%-31%) but the mean (16%) was
significantly lower (P < 0.001) compared to non vac-
cinated group. In the Suvaxyn® MH-one /challenged
group the percentages of lung lesions were significantly
lower, ranging from 0% to 5% with a mean of only
1,4% (Figure 1). Furthermore, we have observed that
the Suvaxyn® MH-one vaccinated animals had a signif-
icant reduction of microscopic lung lesions compared
to rAdP97c¢ vaccinated and non-vaccinated animals
(data not shown).

Serological responses. All animals were seronegatives
for M hyopneumoniae at the prevaccination bleeding
(day 0) (Table 2). Animals in the control group re-
mained seronegatives over the course of the experiment.
The amount of anti-M hyopneumoniae antibodies in
the non-vaccinated/challenged animals was significant
only four weeks after infection (day 56 post-vaccina-
tion) indicating that the seroconversion after M Ayo-
pneumoniae infection is progressive. In the Suvaxyn ®
MH-one /challenged group, 2/8 animals had the S/P
ratio > 3 at day 14 post-vaccination. At day 28 post-
vaccination 5/8 animals were found positive (mean S/P

ratio of 0.455 + 0.164) and the level of the response
had increased after the challenge and decreased at day
56 post-vaccination. All animals in the rAdP97c/chal-
lenged group were negatives by HerdChek ELISA over
the course of the experiment. However, with a P97¢
specific ELISA, an antibody response was detected

in the sera of rAdP97c-vaccinated pigs as early as day
14 post-vaccination. This response was significantly
enhanced 2 weeks after the challenge and declined at
day 56 post-vaccination (Figure 2). By contrast, only a
small response against the P97c antigen was detected
at 42 days post-vaccination in the sera of animals vac-
cinated with Suvaxyn® MH-one and at 56 days in non-
vaccinated/challenged animals. In BAL fluids (Figure
3), a significant level of P97 specific IgG and IgA was
found in both vaccinated groups as well as in the non
vaccinated/challenged group (P < 0.001, compared to
control group) with a higher amount being detected in
rAdP97c vaccinated animals.

Lymphocyte proliferation. No lymphocyte prolifera-
tive response against the P97c protein or against the M
hyopneumoniae cell lysate was detected in the control
and non vaccinated/challenged groups over the course

Figure 1: Percentage of macroscopic lung lesions
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Significant difference compared to control group (**P < 0.01; ***P < 0.001)
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of the experiment. By contrast, the PBMCs from

fF~ =~ © animals vaccinated with rAdP97¢ proliferated upon
Sl 2 SN T stimulation with the P97c protein but not with M Ayo-
S M ® oS P )
oles X = I pneumoniae cell lysate (Figure 4A and B). On the con-
- o x® 2 § trary, the PBMCs from Suvaxyn® MH-one-vaccinated
K. fl ?I % <-|:->I animals proliferated in response to M hyopneumoniae
N o v O cell lysate but not against the P97c protein (Figure 4A
oY © ¥ Y g p g
g o S o and B). In both vaccinated groups, the maximum level
o e
of PBMC cells proliferation response was observed
R ) at day 28 post-vaccination. However after challenge
0 i —ta 2 y 40 p 8
S 2 5 the PBMC cells proliferation response dropped pro-
=8 & S p p pped p
=9 § 2 w gressively suggesting that M hyopneumoniae has an
slalea S & © immunosuppresive effect in infected animals. This im-
) 5 .
% s(H 2 9 munosuppressive effect was clearly demonstrated when
= g > e 3 the PBMC:s from all challenged groups were stimulated
o 5l B S with ConA while the response remained high with the
L] . . .
o PBMC cells from non-infected animals (Figure 4C).
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3 respiratory tract, are needed.®? Interestingly, we have
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Q . . . .
E s 2 = = immune reponse in Suvaxyn® MH-one vaccinated ani-
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¥ was used in the analysis (Figures 2, 3 and 4A). This
S observation is not surprising because the existence of
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Figure 2: Anti-P97c¢ IgG antibodies level in serum
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Figure 3: Anti-P97¢ IgG and IgA antibodies level in the bronchoalveolar lavage fluids
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Figure 4: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) proliferation response
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Figure 4 continued:

(C Response to Concanavalin A (Con A)
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that M hyopneumoniae infection substantially reduces
the number of lymphocytes.? In this study, we have ob-
served a reduction of macrophages in BAL fluids of pigs
infected by the pathogen (data not shown).

Despite the fact that the vaccination with the rAdP97¢
vector induced the desired immune responses to P97c,
it did not confer an efficient protection such as the Su-
vaxyn® MH-one against M hyopneumoniae challenge.
Contrary to this commercial vaccine, the vaccination
with rAdP97c¢ did not significantly improve the growth
performance (ADG) in challenged pigs. In addition,
although the percentage of macroscopic lung lesions in
the rAdP97c-vaccinated animals (16.7%) was signifi-
cantly reduced compared to those of non vaccinated/
challenged animals (47.2%), it was significantly higher
compared to those of Suvaxyn® MH-one —vaccinated/
challenged animals (1.4%). In conclusion, these results
indicate that the vaccination with the P97 antigen only
induces a partial protection effect and therefore, other
antigens should also be considered and included in rAd
vaccine vector for the development of an efficient sub-

unit vaccine against the enzootic pneumonia caused by
M hyopneumoniae.
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