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Résumé

Depuis la fin des années 80, le Syndrome Reproducteur et Respiratoire Porcin (SRRP)
constitue un probléme majeur dans les élevages porcins & travers le monde. L’agent
étiologique de la maladie, le virus du Syndrome Reproducteur et Respiratoire Porcin
(VSRRP), est un membre de la famille des Artérivirus, sous I’ordre des Nidovirales. Ce
virus posséde un tropisme restreint pour les macrophages tissulaires porcins in vivo. In
vitro, il est en mesure d’infecter seulement des cultures primaires de macrophages
alvéolaires, les leucocytes du sang périphérique et les cellules MARC-145. Des travaux
préliminaires sur I’entrée du VSRRP chez la cellule hote suggérent la présence d’un
récepteur cellulaire spécifique a la surface des cellules permissives (Kreutz, 1998;
Nauwynck et al., 1999). Mais jusqu’a maintenant, aucun récepteur cellulaire n’a encore
été identifié dans la famille des Artérivirus. Cependant, une molécule de 210 kDa,
exprimée a la surface des macrophages alvéolaires porcins (MAP) a été suggérée comme
un potentiel récepteur cellulaire pour le VSRRP (Duan et al., 1998). L’objectif des
présents travaux est d’approfondir les connaissances sur les éléments impliqués dans le

tropisme du VSRRP.

Initialement, un test permettant d’observer I’attachement du VSRRP par cytométrie de
flux a été mis au point. Ce test s’est avéré sensible et spécifique. A I’aide de cette
méthode, il a été démontré que I’ensemble des cellules MARC-145 et des MAP est en
mesure d’attacher le virus. Des traitements des cellules MARC-145 avec des protéases,
effectués avant le test d’attachement, démontrent qu’un facteur protéique spécifique est
impliqué dans I’attachement du virus sur ces cellules susceptibles. Le traitement du virus
avec du chloroforme et ou du trichloro-trifluoroéthane, dans le but d’altérer 1’enveloppe
du VSRRP, bloque totalement I’attachement du virus. Ceci suggére qu’une ou des
protéines de I’enveloppe du virus, et non la nucléocapside, interagissent avec la cellule
susceptible pour permettre I’attachement. De plus, P’attachement du VSRRP n’est pas
restreint aux cellules permissives a D’infection in vitro. Les expériences d’attachement
effectuées sur des cellules reconnues pour étre réfractaires a I’infection du VSRRP in

vitro, démontrent qu’elles peuvent aussi attacher le virus. Ces résultats, combinés avec



ceux de Kreutz, 1998, suggérent qu’il existe plus d’un facteur impliqué dans

I’attachement et la pénétration du VSRRP a la surface des cellules permissives.

L’infection des leucocytes du sang périphérique au cours de I’'infection du VSRRP in
vivo, plus précisément les monocytes, est toujours débattue. Dans les présents travaux, a
’aide du test d’attachement, il est démontré que seules les cellules CD14+ et CD11b+,
caractéristiques phénotypiques des monocytes, peuvent attacher le VSRRP, et donc étre
infectées in vitro. Ces résultats suggérent que I’élimination d’une large quantité de
cellules de type monocyte/macrophage lors de I’infection in vivo, affecte la capacité de
I’animal a combattre d’autres infections, principalement celles de type bactériennes. Ce
phénomeéne expliquerait la fréquence accrue et ’amplification des dommages causés par

ce type d’infection chez les animaux infectés par le VSRRP.

Des anticorps monoclonaux ont été obtenus a partir de souris immunisées avec des lysats
de cellules MARC-145, de MAP, ou avec du VSRRP purifié sur coussin de sucrose 30
%. Deux anticorps, 18-A7 et 18-F6, ont été en mesure de bloquer I’infection du VSRRP
et partiellement son attachement. Ces anticorps sont tous deux dirigés contre une protéine
de masse moléculaire approximative de 60 & 66 kDa. Ces travaux suggérent donc qu’une
protéine de 60 a 66 kDa a la surface des MARC-145 soit un récepteur cellulaire potentiel
pour P’infection du VSRRP de ces cellules in vitro. L’absence de cette protéine a la
surface des MAP souléve I’hypothése que I’entrée du VSRRP dans les cellules MARC-
145 passe par un mécanisme différent de celui des MAP. Le clonage et I’expression de ce
récepteur, ainsi que celui de 210 kDa identifié par un autre groupe de chercheurs, dans
des lignées non-susceptibles et susceptibles au VSRRP, nous permettra de mieux

comprendre la restriction du tropisme de ce virus.
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1.1 Historique

Les premiers cas de SRRP ont été observés en 1987 aux Etats-Unis (Keffaber, 1989) et
au Canada (Bilodeau et al., 1991). Cependant, une étude rétrospective sur des sérums de
porc a démontré la présence d’anticorps contre le VSRRP dans un certain nombre
d’échantillons au cours de I’année 1979 (Carman et al., 1995). Au départ, cette maladie
fut associée a d’autres pathogénes qui provoquent des symptémes similaires chez les
animaux infectés, ce qui peut expliquer en partie la présence sérologique de VSRRP chez
les porcs a des dates antérieures & 1987. En effet, des virus, comme le virus de
I’encéphalomyocardite et le virus de I'influenza A, de par le type de symptdmes qu’ils
engendrent chez les porcs, ont été suspectés d’étre les responsables de ce syndrome
(Keffaber, 1989; Dea et al., 1992). Le role de ces agents a €té par la suite écarté, car
I’apparition du syndrome n’était pas toujours corroborée par la séro-conversion a ces
virus (Goyal, 1993). Aprés I’année 1987, la prédominance du syndrome fut trés élevée
dans les troupeaux nord-américains et a engendré des pertes économiques considérables
pour les éleveurs (Meredith, 1994). Le SRRP est ensuite apparu en Allemagne en juin
1990 et au cours de I’hiver qui suivi, s’étendant dans la plupart des régions de production
porcine du pays (Lindhaus et Lindhaus, 1991). Au début de I’année 1991, la maladie s’est
étendue rapidement vers les Pays-Bas (Cromwijk, 1991), la Belgique (Albina, 1997) et
I’Espagne (Plana Duran et al., 1992). En raison de I’ampleur du probléme, des mesures
ont été appliquées par la communauté européenne pour stopper I’expansion du syndrome
(Albina, 1997). Ces mesures furent abandonnées par la suite, étant donné leur inefficacité
a freiner la progression de la maladie. Les élevages de 1’ Angleterre (Paton et al., 1992), la
France (Baron et al., 1992) et le Danemark (Bgtner et al., 1994) furent par la suite
affectés par le SRRP. Vers la fin de I’année 1991, & Lelystad au Pays-Bas, 1’agent
étiologique de la maladie a été découvert. Le virus de Lelystad, en référence a la ville ot
il fut découvert, a été isolé a partir de cultures primaires de macrophages alvéolaires
porcins (MAP) (Wensvoort et al.,, 1991). Le virus fut également isolé par la suite au
Canada, aux Etats-Unis et dans d’autres pays d’Europe (Dea et al., 1992a; Collins et al.,
1992; Paton et al., 1992; Plana Duran et al., 1992 ). En raison de son génome d’ARN et

son aspect morphologique, le virus a été d’abord classé dans la famille des Togaviridae.
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Mais il fut par la suite reclassé dans la famille des Arteriviridae, considérant les
similarités partagées avec les autres membres de ce groupe (Cavanagh, 1997; De Vries et
al., 1997). Les données génomiques et antigéniques recueillies sur les différents isolats du
SRRP ont permis de séparer les souches en deux groupes: soit les souches européennes et
américaines. Bien que I’émergence de ces deux groupes soit apparue environ dans la
méme période, aucune donnée n’est connue sur leur ancétre d’origine et a quand remonte

leur séparation.

La composante reproductrice du syndrome, principaux symptdmes observés lors de
I’émergence du SRRP en Amérique du Nord, est devenue moins importante et a laissé sa
place aux symptdmes respiratoires qui constituent aujourd’hui le principal facteur des
pertes économiques au Québec (Dea et Martineau, 1994). Cependant, en Europe, les
problémes liés a la reproduction sont toujours aussi présents (Albina, 1997). Deux
vaccins ont été produits et utilisés a grande échelle, soit le CyblueTM, produit & partir
d’une souche virale européenne inactivée, et le RespPRRS™ ou Ingelvac PRRS™,
constitué d’un vaccin vivant (souche américaine atténuée aprés de multiples passages sur
culture cellulaire). Mais ces deux vaccins ne s’averent pas étre la solution au probléme du
VSRRP. En effet, la protection induite par ces vaccins n’a pas €té démontrée clairement.
De plus, ils ne permettent pas de différencier les animaux infectés de ceux qui ont regus
le vaccin et leur introduction peut engendrer un effet néfaste sur les troupeaux. Au
Danemark, I’introduction du vaccin Ingelvac PRRS™ a été catastrophique dans la
majorité des troupeaux ou il a été utilisé. Un nombre élevé d’avortements et de porcelets
chétifs a la naissance a été observé 2 mois aprés les premiéres vaccinations (Botner et al.,
1997b ; Nielsen et al., 2001). Aujourd’hui, le SRRP constitue toujours un probléme
d’actualité dans cette industriec en constante progression en raison de sa présence
endémique dans la majorité des pays producteurs de porc sauf I’ Australie et la Nouvelle-

Zélande.



1.2 Symptdmes et lésions

1.2.1 Signes cliniques du SRRP

Comme son nom l’indique, le SRRP comporte deux types de symptdmes, soit la forme
reproductrice et la forme respiratoire. Ils peuvent apparaitre simultanément dans un
méme troupeau ou séparés de quelques semaines, ne comprendre qu’un seul type, ou étre
absents. Dans ce dernier cas, le passage asymptomatique de la maladie ne peut-étre
détecté que par des tests pour diagnostiquer la présence de virus (Morrison et al., 1992).
L’infection peut provoquer une phase aigiie des symptomes, mais elle peut induire
également une forme chronique qui peut étre observée au cours d’une longue période de
temps au niveau d’un méme troupeau (Albina, 1997). Les signes dans les deux formes
sont trés variés et dépendent de plusieurs facteurs, en particulier la virulence de la souche
du VSRRP, mais également de |’dge des porcs, du type d’élevage, du statut
géographique, de la présence d’infections secondaires et des conditions sanitaires de

I’élevage (Albina, 1997).

La forme reproductrice se retrouve surtout chez les truies de toutes parités, mais elle peut
également provoquer des problémes au niveau des verrats (Albina, 1997).
L’hyperthermie et une perte de 1’appétit sont observées en premier lieu chez les truies
affectées (Albina et al.,, 1994; Baron et al., 1992; Dea et al., 1992; Keffaber, 1989;
Martineau et al., 1991; Terpstra et al., 1991). La cyanose des oreilles de courte durée (30
minutes & quelques jours), phénomeéne a 1’origine de 1’appellation « blue ears disease »,
peut parfois étre observée chez les truies autant dans les élevages que lors d’infection
expérimentale, et ce principalement chez les isolats Européens (Baron et al,. 1992,
Hopper et al., 1992; Terpstra et al., 1991). L’infection de truie au cours de leur gestation
peut induire différents problémes comme des avortements tardifs, des mises bas
prématurées, des porcelets mort-nés, des porcelets momifiés et des porcelets chétifs a la

naissance (Albina, 1997; Christianson et al., 1992; Hopper et al.,, 1992; Lager et al,,



1994). L’infection de la portée via le passage du virus par la barriére transplacentaire
varie en fonction de la période de la gestation ol I’infection se manisfeste. T.orsque
Iinfection se produit au début de la grossesse (dans les sept premiers jours), la
progéniture ne sera pas infectée. Cependant, si I’infection débute aprés les 90 premiers
jours de la gestation, jusqu’a 100 % de la portée peut étre infectée (Lager et al., 1996a;
Lager et al., 1996b; Prieto et al., 1996). L’infection des truies peut entrainer d’autres
séquelles, comme une baisse de la production lactée ainsi qu’une baisse de fertilité. Chez
les verrats, I’infection peut provoquer la diminution du volume des éjaculats et de la

mobilité des gamétes (Yeager et al., 1993; Prieto et al., 1994).

La forme respiratoire se retrouve chez tous les types d’élevage et a tous les ages. Elle se
traduit par un syndrome de type influenza avec montée de fiévre, dyspnée, toux,
éternuement et perte de D’appétit (Albina, 1997). Ces signes sont particuliérement
évidents chez les souches nord-américaines. Le taux de mortalité suite aux symptdmes
respiratoires causé par le SRRP est trés élevé chez les porcelets non-sevrés (Baron et al.,
1992; Hopper et al., 1992; Martineau et al., 1991). Toutefois, les porcelets en sevrage ou
en engraissement peuvent aussi mourir de ces problémes respiratoires, mais a une plus
faible fréquence. Cependant de nombreuses pertes économiques sont encourues chez ces
derniers, notamment en raison des pertes de gain de poids quotidien et en frais
vétérinaires (Albina, 1997, Halbur et al.,, 1995; Halbur et al.,, 1996). Les troubles
respiratoires observés au cours du SRRP sont également causés par des infections
secondaires comme celles causées par Mycoplasma hyopneumoniae, Streptococcus suis
ou Haemophilus parasuis. Cette combinaison SRRP et pathogénes secondaires semble
amplifier les troubles respiratoires chez I’animal, bien que ce phénoméne n’ait pas

vraiment été observé lors d’expérience de co-infection in vivo (Goyal, 1993).

1.2.2 Lésions

Comme pour les signes cliniques, les lésions engendrées par le SRRP sont trés variées,
dépendent de la virulence souche et ne sont pas toujours présentes. La présence
d’infections secondaires a également une influence sur I’importance des lésions (Rossow,

1998). Chez les truies en gestation affectées par le SRRP, on observe la présence de
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séparations des couches épithéliales au niveau du placenta, signe de nécrose cellulaire.
Le placenta prend une couleur grise et peut-étre infiltré de cellules mononuclées. Malgré
la présence de ces lésions aux tissus d’origine maternelle, c’est au niveau du foetus que
Pon retrouve les tissus infectés (Albina, 1997). L’endométre et utérus ne sont
normalement pas infectés par le VSRRP (Vynckier et Pensaert, 1993). Les avortements
et/ou la mort prématurée des foetus ne sont pas dus a I’attaque du systéme reproducteur
de la truie, mais a I’infection du foetus par le virus (Albina, 1997). Chez les foetus morts,
en fonction du moment de la mort au cours de la gestation, on peut observer de légéres
lésions externes jusqu’a la momification (Christianson et al., 1992; Dea et al., 1992;

Mengeling et al., 1994).

Le principal organe oul I’on retrouve des Iésions induites par le VSRRP est le poumon.
Cependant, des affectations & d’autres organes ou tissus comme le coeur, la rate, les
ganglions lymphatiques, les amygdales, les testicules, les vaisseaux sanguins et le
systéme nerveux central, ont été décrites et reproduites expérimentalement (Collins et al.,
1992; Rossow et al., 1994; Sur et al., 1997; Thanawongnuwech et al., 1997). Les lésions
macroscopiques observées sur les poumons se caractérisent par des foyers de quelques
centimétres, de teinte grisdtre ou brundtre, et généralement situées dans les lobes
antérieurs (Albina, 1997; Dea et al., 1992; Rossow, 1998). Sur le plan histologique, on
retrouve au niveau de ces foyers des lésions de type «pneumonie interstitielle», souvent
accompagnées d’infiltration de cellules lympho-mononuclées dans les septas alvéolaires.
A des degrés plus sévéres, on peut observer Iinfiltration de neutrophiles, I’hyperplasie
des pneumocytes de type I, et une accumulation de débris cellulaires et d’exudats séro-
protéiques dans la lumiére alvéolaire (Albina, 1997; Collins et al., 1992; Dea et al., 1992;
Rossow et al., 1994). L’apoptose, la mort cellulaire programmée, a été rapportée au
niveau des macrophages du poumon, de méme qu’au niveau des cellules germinales

testiculaires (Suarez et al., 1996; Sur et al., 1997; Sur et al., 1998).

1.3 Isolement du VSRRP

Dans les premiéres années de 1I’émergence du SRRP, plusieurs chercherus ont tenté en

vain de découvrir ’agent causal de cette maladie. Comme nous le verrons plus loin, en



raison de son tropisme cellulaire restreint, il était impossible d’observer la réplication du
VSRRP sur I’ensemble des lignées cellulaires utilisées dans I’isolement de pathogénes
infectieux. C’est en 1991, a Lelystad au Pays-Bas, que le virus fut isolé pour la premiére
fois. Des homogénats de poumons de porc affectés par le SRRP inoculés sur des cultures
primaires de macrophages alvéolaires de porc, provenant de lavages broncho-alvéolaires,
ont permis ’isolement du virus (Wensvoort et al., 1991). Des infections expérimentales
in vivo, avec cet isolat, ont permis de reproduire les signes cliniques de la maladie et
remplir les 4 postulats de Koch, test classique essentiel dans I’association d’un agent

pathogéne & une maladie (Terpstra et al., 1991).

1.4 Caractéristiques morphologiques et physico-chimiques du VSRRP

Le VSRRP est un virus enveloppé de forme sphérique d’environ 45 a 70 nm de diameétre
(Benfield et al., 1992; Dea et al, 1992). Son enveloppe origine du réticulum
endoplasmique et de I’appareil de Golgi (Dea et al., 1992; Poll et Wagenaar, 1992). Le
corps du virus est formé par une capside icosahédrique d’environ 25 4 35 nm de diamétre.
Le VSRRP posséde une densité de flottation de 1,13-1,15 sur un gradient de sucrose et de
1,18-1.19 sur un gradient de chlorure de césium (Benfield et al., 1992; Mardassi et al.,
1994a). A pH moindre que 5 ou plus élevé que 7, le VSRRP perd plus de 90 % de son
infectivité. La demi-vie du virus est de 3 heures a 37°C, et elle est inversement
proportionnelle & la température a laquelle il est exposé. Il peut étre conservé 4 mois a —
70°C sans perdre son titre infectieux. Cependant, le virus est inactivé trés rapidement a

des températures supérieures a 37°C (Bloemraad et al., 1994).

1.5 Taxonomie

C’est en 1992, lors du congrés de I’ American Association of Swine Practitioners, que le
terme VSRRP, ou en anglais PRRSV, est adopté par I’ensemble de la communauté
internationale pour désigner 1’agent étiologique de cette maladie. Initialement, en raison
de ses caractéristiques morphologiques, le VSRRP a été identifi¢ dans la famille des
Togaviridae (Benfield et al., 1992). Suite a la caractérisation de son génome, le VSRRP

fut identifié comme un membre de la famille des Arteriviridae (Conzelmann et al., 1993 ;
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Meulenberg et al., 1993). En 1996, le Comité International de Taxonomie des Virus
(ICTV), a décidé de créer un nouvel ordre viral, soit les Nidovirales. Cet ordre comprend
les familles Arterividae et Coronaviridae, qui différent principalement par leur taille et la

forme de leur capside, mais possédent toutes deux la méme organisation génomique
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Figure 1 . Schématisation du VSRRP de type Nord-américain
Adapté de Dea et al., 2000
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(DeVries et al., 1997; Cavanagh, 1997). La famille des Arteriviridae comprend le genre
Arterivirus, qui en plus du VSRRP, possede trois autres membres; le virus d’élevation de
la lactate déshydrogénase murine (LDV), le virus de Partérite équine (EAV) et le virus de
la fiévre hémorrhagique simienne (SHFV). En plus de leur organisation génomique et
morphologique, les virus de cette famille peuvent persister pendant de longues périodes
chez I’animal infecté et ils possédent tous un tropisme restreint aux macrophages

tissulaires in vivo (Plagemann, 1996; Snijder et Meulenberg, 1998).

1.5.1 Les autres membres de la famille des Arteriviridae.

Le LDV infecte seulement une sous population de macrophages chez la souris qui jouent
un role important dans la dégradation de la lactate déshydrogénase musculaire, de
Pisocitrate déshydrogenase et d’autres enzymes retrouvées dans le sang périphérique
(Plagemann et Moenning, 1992). Il induit infection persistante qui peut étre fatale
principalement chez les souches qui ont tropisme pour le systéme nerveux (Plagemann,
1996). Le LDV induit également une diminution de la réponse immune (Plagemann,
1996). L’EAV est capable d’infecter I’ensemble des macrophages tissulaires équins. Ii a
été isolé pour la premiére fois sur des poumons de foetus avortés pres de Bucyrus, en
Ohio (Doll et al., 1957). La plupart des animaux infectés sont asymptomatiques ou ont
des problémes respiratoires de type influenza. Cependant, chez les juments en gestation,
Iinfection méne a des avortements (Plagemann et Moenning, 1992). Ce virus peut
persister pour une longue période chez I’animal. Peu de travaux ont été réalisés sur le
SHFV. 1l infecte les macrophages simiens et induit une infection asymptomatique et
persistante chez certains types de singes (singes Africain et Patas), alors qu’il provoque

une infection aigué, rapide et fatale chez les macaques (Plagemann, 1996).

1.6 Hotes

Le porc est la seule espéce connue pour répliquer le VSRRP, dont les signes cliniques ont
été observés dans les élevages ou lors d’expérimentation. Dans le cas du sanglier, la
présence de I’infection a été démontrée par sérologie, bien que ’observation de signes

cliniques n’a pu étre démontrée (Oslage et al., 1994; Albina, 1997). Jusqu’a maintenant
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I’homme semble résistant a I’infection par le VSRRP (Paton, 1995). Une étude sur des
oiseaux de ferme exposés a de I’eau contaminée avec du VSRRP a démontré la présence
de virus dans les féces, ce qui suggére que le virus pourrait se répliquer chez ces espéces

et avoir une implication dans I’épidémiologie du SRRP (Zimmerman et al., 1997).

1.7 Caractéristiques moléculaires du VSRRP

1.7.1 Génome

Le génome du VSRRP est constitué d’une molécule d’ARN simple brin de polarité
positive et d’une longueur de 15088 nucléotides. Il posséde une coiffe a extrémité 5’ et
une queue de poly-A a I’extrémité 3’ (Conzelmann et al., 1993; Meulenberg et al., 1993).
Il comporte 9 cadres ouverts de lectures, comm inément appelés "ORF" (Conzelmann et
al., 1993; Meulenberg et al., 1993; Snijder et al., 1999). Les deux premiers, les ORF1a et
1b, forment environ 75% du génome et codent pour I’ensemble des protéines impliquées
dans la réplication (Dea et al., 2000). Les autres ORFs 2 a 7 codent pour des protéines
structurales, hormis le produit de I’ORF3 pour les isolats nord américains, qui code pour
une protéine qui ne fait pas partie du virion et dont la fonction demeure inconnue
(Mardassi et al., 1995; Mardassi et al., 1998, Meulenberg et al., 1995). L’analyses des
séquences nucléotidiques de différents isolats ont permis d’identifier deux génogroupes,
soit les isolats de type nord-américains et de type européens, qui proviennent
probablement d’un ancétre commun (Meng et al., 1995; Murtaugh et al., 1995; Nelsen et
al., 1999).

1.7.2 Protéines non-structurales

1.7.2.1 Produit de ’ORFla et 1b

Peu de travaux ont été réalisés jusqu’a maintenant concernant les génes non-structuraux
du VSRRP. L’ensemble des connaissances a ce sujet originent d’études réalisés chez
I’EAV. Les protéines impliquées dans la réplication du génome et dans la fabrication

d’ARNm pour la production des protéines structurales du virus se retrouvent encodées



par ’ORFla et 1b. Ces génes sont directement transcrits par les complexes ribosomiques
des cellules hétes. Dans le cas de ’ORF 1b, un changement de cadre ribosomal est requis
pour permettre la poursuite de la transcription (Den Boon et al., 1991). L’expression de
ces geénes résulte en deux polyprotéines de masses moléculaires variable chez les
artérivirus, soit de 187 a 260 kDa pour le produit de I’'ORF1a, et de 345 a 421 kDa pour
le produit de I’ORF lab (Snijder et Meulenberg, 1998). Ces polyprotéines sont ensuite
clivées a 10 endroits par protéolyse, ce qui permet la création douze protéines appellées
NSP1-12 (Snijder et Meulenberg, 1998). Les protéines responsables de ce clivage sont
NSP-1 et NSP-2, qui contiennent des sites d’auto-protéolyse, et NSP-4 (Snijder et
Meulenberg, 1998). Les autres protéines résultant de ce clivage forment le complexe de
la réplicase. Ce complexe produit une molécule d’ARN de polarité négative
complémentaire 2 la totalité du génome viral. Ce segment d’ARN intermédiaire servira
par la suite de matrice & la fabrication de nouveau génome viral et d’ARNm sous-
génomiques ayant tous la méme séquence de téte & I’extrémité 5’ qui serviront a
I’expression des génes structuraux. Bien que les nouveaux ARNm créés soient
polycistroniques, & ’exception de celui contenant I’ORF7, il y aura la traduction d’une

seule protéine, celle encodée par le géne en aval de la séquence de téte (voir figure 2).

20



21

5,

¢ Traduction

1

i T ) 1 ek
!

W ARNm2a

Protéines non-structurales

=P ARN2y
m e . ARNm3
=R ARNmd
m L ARNmS
m T ARNmG

wm ] ARNm7

l \4 Formation B

ARNm Sous-génomiques

ARN génomique /

lProtéines structurale—s|

N/

Assemblage et relargage du virus

Figure 2. Schématisation de la réplication du VSRRP
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1.7.3 Les protéines structurales

1.7.3.1 La protéine N de la nucléocapside

La protéine N, le produit de I'ORF 7, est une protéine hautement basique d’environ 14 a
15 kDa (Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al., 1995). Cette protéine est fortement
exprimée dans les cellules infectées et constitue entre 20 et 40 % du contenu du virion
(Bautista et al., 1996; Mardassi et al., 1994; Nelson et al., 1993). Sa composition riche en
acides aminés basiques (26 %) comme [’arginine, I’histidine et la lysine, permet son
interaction avec I’ARN génomique du virus (Mardassi et al., 1994b; Meulenberg et al.,
1995). Des expériences d’immunoprécipitation démontrent que la protéine N du VSRRP
est normalement présente sous forme d’un dimére lié par lien disulfure (Mardassi et al.,
1996; Meulenberg et al., 1995). L’expression de la N, la premiere a étre observée en
immunofluorescence indirecte (IFI), est suivie d’une multimérisation qui prendra la
forme d’une structure icosahédrique dans la cellule infectée, soit la capside du VSRRP
(Mardassi et al., 1994a; Pol et Wagenaar, 1992). En raison de sa forte immunogénicité,
cette protéine, ou les anticorps monoclonaux dirigés contre elle, ont été utilisés pour
fabriquer des outils diagnostiques. La séquence en ARN de la N est trés conservée entre
les différents isolats nord américains, mais beaucoup moins entre les isolats européens et
américains (Dea et al., 2000). L’une de ces différences est une délétion de S acides
aminés chez les isolats nord-américains (Mardassi et al., 1994). Toutefois, plusieurs
anticorps monoclonaux sont en mesure de reconnaitre les isolats américains et européens
(Nelson et al., 1997). Une région conservée de 54 acides aminés présente chez les isolats
américains et européens contient des domaines antigéniques conformationels

(Meulenberg et al., 1998).

1.7.3.2 La protéine M de la matrice

La protéine M, produit de I’ORF6, posséde une masse moléculaire de 18 a4 19 kDa. Sa
séquence nucléotidique est la plus conservée entre tous les isolats du VSRRP (Dea et al,.
2000). Le pourcentage d’identité est de plus 96 % entre les isolats du méme génogroupe
et entre 78 4 81 % entre les deux génogroupes (Gagnon et Dea, 1998; Meng et al., 1995).

La structure de cette protéine ressemble a celle observée chez la protéine de la matrice
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des coronavirus (Dea et al,. 2000). On y retrouve trois régions hydrophobes dans sa partie
N-terminale qui représentent possiblement des segments transmembranaires de cette
protéine (Mardassi et al., 1995; Rottier et al., 1986). Lors d’infection in vitro avec le
VSRRP, mais également dans le cas de ’EAV et du LDV, I’interaction entre la M et la
GPs via des ponts disulfures a été observée (Mardassi et al., 1998; Devries et al.,1995;
Faaberg et al., 1995). Le role de la M semble étre li¢ a ’assemblage du virus et au
bourgeonnement de celui-ci, en raison de son association avec la membrane du virus et
ses interactions avec les autres protéines virales. Des expériences ont démontré que la
protéine M du VSRRP induit la plus forte immunité de type cellulaire (Baustita et al.,
1999).

1.7.3.3 La GP,

La GP; est un produit de I’ORF2 qui possede une masse moléculaire d’environ 29 a 30
kDa. Cette protéine est une constituante mineure de ’enveloppe du VSRRP (Dea et al.,
2000). Elle contient deux régions riches en acides aminés hydrophobes et deux sites de
N-glycosylation (Meulenberg et Pedersen-Den Besten, 1996; Morozov et al., 1995). Des
analyses par électrophorése sur gels SDS-PAGE en conditions non-réductrices ont
démontré que cette protéine ne forme pas d’homo- ou d’hétérodimeres (Meulenberg et
Pedersen-Den Besten, 1996). Le traitement avec des glycosidases indique que cette
protéine contient une portion carbohydrate (Meulenberg et Pedersen-Den Besten, 1996).
Peu d’informations sont disponibles quant a la fonction de cette protéine. Cependant des
analyses de comparaison de séquences indiquent qu’elle s’apparente & la protéine Gs de
I’EAV (Dea et al., 2000). Cette protéine est essentielle pour la réplication du virus chez
PEAV (Van Dinten et al., 1997). Récemment, un nouveau cadre de lecture ouvert,
ORF2a, a été identifié dans la partie 5° de I’ORF2 (aussi appelé ORF2b) pour les
Artérivirus (Snijder et al., 1999). Il a été démontré que ce géne code pour une protéine de
10 kDa, appelée GP,, ou E, qui serait essentielle a la réplication du VSRRP (Wu et al,,

2000). Comme pour la GP2 le r6le de cette protéine est encore inconnu.
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1.7.3.4 La GP;

Produit de I’ORF3, la GP; est la plus grosse protéine, a I’exception de celles encodées par
I’ORF1la et 1b, du VSRRP. Elle posséde une masse qui varie entre 42 a 50 kDa, selon le
degré de glycosylation (Gonin et al., 1998; Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al.,
1995). Elle est la protéine la plus riche en carbohydrates du VSRRP, avec 7 sites de N-
glycosylation (Dea et al., 2000). Cette protéine est également la moins conservée entre les
isolats des deux génogroupes (Mardassi et al., 1995; Murtaugh et al., 1995). Un segment
de 12 acides aminés, qui est absent chez les souches du génogroupe nord-américain a
I’extrémité C- terminale, change grandement le profil ionique de la protéine (Gonin et al.,
1998; Katz et al., 1995). La fonction de la GP; n’a pas encore été définie, cependant elle
pourrait en avoir plusieurs et avoir un effet sur la virulence des souches. En effet, cette
protéine a été identifiée comme constituante du virion chez la souche européenne LV
(Van Nieuwstadt et al., 1996). Ce qui est différent chez la souche nord-américaine IAF-
Klop ou cette protéine serait en grande partie bloquée dans le réticulum endoplamisque et
serait absente du virion (Gonin et al., 1998; Mardassi et al., 1998). Une fraction soluble
est également sécrétée a I’extérieur de cellule infectée (Gonin et al., 1998; Mardassi et al.,
1998). Cette protéine semble étre trés immunogéne chez les porcs infectés (Dea et al,,
2000). La vaccination avec cette protéine pourrait protéger contre I’infection du VSRRP

par un mécanisme autre que des anticorps neutralisants (Plana Duran et al.. 1997).

1.7.3.5 La GP..

La GP, est le produit de I’ORF4 qui posséde une masse moléculaire prédite d’environ 20
kDa, mais en raison de sa forte glycolysation, sept sites de N-glycosylation, cette protéine
lorsqu’associée au virion, posséde une masse de 31 a 35 kDa (Dea et al., 2000; Van
Nieuwstadt et al., 1996). Comme la plupart des protéines du VSRRP, sa séquence est
relativement bien conservée chez les isolats de méme génogroupe, mais trés variable
entre des souches provenant de I'autre génogroupe (Dea et al., 2000). Des anticorps
monoclonaux contre cette protéine ont démontré que la GP4 posséde des épitopes
impliqués dans la neutralisation (Meulenberg et al., 1997). Cependant ces épitopes ne
sont pas conservés entre les deux génogroupes (Meulenberg et al., 1997; Weiland et al,,

1999). Pour les isolats nord-américains, une étude sur des sérums de porcs infectés a
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démontré que plus de 60 % des animaux possédaient des anticorps contre la GP,4, mais
que ceux-ci ne semblaient pas étre impliqués dans la neutralisation (Gonin et al., 1999).
Le role de la GP4 n’a pas encore été défini. Cependant, la possibilité que cette protéine
posséde des domaines impliqués dans la neutralisation suggére son implication dans

I’entrée du virus (Meulenberg et al., 1997).

1.7.3.6 La GPs

La GPs, protéine majeure de I’enveloppe du VSRRP, est encodée par I'ORF5. Cette
protéine possede une masse moléculaire d’environ 24,5 & 26 kDa. C’est dans le géne de
’ORFS que P’on retrouve le plus de variabilité entre les différents isolats (Dea et al.
2000). Comme pour la protéine Gy de I’'EAV, cette protéine interagit avec la protéine de
la matrice par des ponts disulfures (Mardassi et al., 1996). Son réle dans I’infection du
VSRRP n’a pas encore été déterminé. Cependant, cette protéine est capable d’induire des
anticorps neutralisants (Pirzadeh et Dea, 1997). Plusieurs hypothéses ont été soulevées
quant a son rdle dans I’attachement et la pénétration du virus dans la cellule cible.
Cependant, Dobbe et al., (2001) ont démontré a I’aide de virus chiméres (formés de
PEAV et de I’ectodomaine de la GPs du VSRRP) que la GPs du EAV n’est pas impliquée
dans la détermination du tropisme en culture cellulaire. Les anticorps contre la GPs sont
normalement les premiers a €tre observés dans le cadre d’une infection normale avec du
VSRRP (Loemba et al., 1996). La GP5 a été démontrée comme étant apoptotique (Suarez
et al., 1996) et impliquée dans le phénoméne communément appelé "antibody-dependant
enhancement” (ADE) (Yoon et al., 1994). L’immunisation génétique de porcelet avec
I’ORF5 diminue grandement les lésions causées par le VSRRP (Pirzadeh et Dea, 1998).

Cette protéine est donc une cible de choix pour I’élaboration de vaccin.

1.8 Réponse Immunitaire contre le VSRRP

Les connaissances sur la réponse immunitaire contre le VSRRP sont peu approfondies et
ont été utilisées principalement dans le développement d’outils diagnostiques pour le
virus (Betner, 1997a). On peut expliquer ce fait par le caractére récent de ce virus, et par

son tropisme in vivo restreint au porc. De plus les connaissances sur le systéme
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immunitaire porcin, ainsi que les réactifs pour en permettre son étude, sont trés peu
élaborés. Les animaux qui survivent & une premiére infection au VSRRP sont
normalement protégés lors d’infections ultérieures par une souche homologue (Lager et
al., 1997 et 1999). Cependant les éléments impliqués dans cette protection n’ont pas été
encore clairement définis. Les porcelets nouveau-nés sont protégés contre |’infection au
VSRRP pour environ 3 semaines par le colostrum de méres immuno-compétentes
(Albina et al., 1994). De plus, il a été rapporté que ’injection d’anti-sérum hyperimmun
neutralisant a des truies en gestation protége complétement contre les problémes de
reproduction (Osorio et al., 2002). Ces études suggérent que la réponse humorale est
suffisante pour contrer I’infection. Cependant le role de I’immunité de type cellulaire et
de ’immunité mucosale dans la protection contre cette infection n’a pas encore été

réellement étudiées.

1.8.1 Réponse humorale

La présence d’anticorps contre le VSRRP peut-étre détectée a partir du cinquiéme jour
post-infection (Albina et al., 1992; Loemba et al.,1996; Nelson et al., 1994; Vézina et al.,
1992; Yoon et al., 1992). Les IgM, le premier type d’anticorps a apparaitre, atteignent
leur titre maximum aprés 2 semaines post-infection, mais par la suite ils décroissent
graduellement jusqu’a n’étre plus détectables aprés 6 semaines (Loemba et al., 1996). Les
IgG apparaissent eux aussi assez tot aprés I’infection, mais leur niveau maximum est
observé entre la troisitme et la sixiéme semaine post-infection. Ces niveaux
ultérieurement peuvent perdurer pendant plusieurs mois (Loemba et al., 1996; Yoon et
al., 1995). Des études sur la cinétique d’apparition des anticorps ont démontré que la GPs
était normalement reconnue une semaine post-infection, alors que la M et N sont
normalement reconnues que lors de la deuxiéme semaine post-infection (Loemba et al.,
1996). Malgré 1’apparition tardive d’anticorps contre la N, cette protéine est la plus
immunogénique, ce qui en fait une cible de choix pour le diagnostic sérologique du
VSRRP. Cependant, les anticorps contre la N, en dépit de leur abondance, ne sont pas
neutralisant. La N n’est donc pas considérée comme une cible de choix dans I’élaboration
d’un vaccin (Yoon et al., 1995). Il a été démontré que I’ensemble des protéines produites

a partir des ORFs 2 a 7 sont en mesure de générer une réponse en anticorps (Gonin et al.,
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1998; Gonin et al.,1999; Kreutz et Mengeling, 1997; Loemba et al., 1996; Meulenberg et
al., 1996; Nelson et al.,, 1994; Wu et al., 2000; Yoon et al., 1995). Dans le cas des
protéines codées par ’ORF 1a et 1b, peu de travaux ont €té réalisés sur leur antigénicité.
Cependant il a été observé que des épitopes linéaires de la protéines NSP 2 sont reconnus

par des sérums d’animaux infectés par le VSRRP (Oleksiewicz et al., 2001).

La présence d’anticorps neutralisants est normalement détectée & partir de 4 a 6 semaines
post-infection (Albina et al., 1994; Loemba et al., 1996; Nelson et al., 1994). Jusqu’a
maintenant, seuls des anticorps monoclonaux dirigés contre la GP4 et la GP5 ont été en
mesure de neutraliser le VSRRP (Meulenberg et al., 1997; Ostrowski et al., 2002;
Pirzadeh et Dea, 1997; Weiland et al., 1999). Des anticorps neutralisants ont été généres
suite a I’immunisation de porcelet avec un plasmide contenant le géne de I’ORFS5,
suggérant un avenir prometteur pour cette nouvelle génération de vaccin (Pirzadeh et

Dea, 1998).

1.8.2 Réponse cellulaire

Peu de travaux ont &té réalisés sur la réponse cellulaire durant I’infection par le VSRRP.
En fait, les connaissances sur I'immunité cellulaire du porc sont peu approfondies.
Néanmoins, des tests de prolifération lymphoblastique utiles pour caractériser la fonction
des lymphocytes T auxiliaire, avec I’ utilisation de protéines du SRRP purifiés a partir de
SDS-PAGE, ou des protéines recombinantes produites dans un vecteur du virus de la
vaccine comme antigénes ont été réalisés (Bautista et al, 1999). Les épitopes
lymphocytes T-spécifiques contenus dans la protéine M du VSRRP ont été ceux qui
générent le plus haut niveau de prolifération, et ceci peu importe la source de I’antigéne
utilisé (Bautista et al., 1999). L’induction de prolifération lymphoblastique a également
été observée en présence de la GP; et la GPs, mais a des niveaux inférieurs a la M
(Bautista et al., 1999). Dans ces mémes travaux, la GP4 et la N n’induisent aucune
prolifération (Bautista et al., 1999). La détection d’hypersensibilité de type retardée
(DTH), normalement représentative de la fonction TH2 chez I’homme et la souris, a aussi
été observée chez des porcelets infectés avec le VSRRP (Bautista et Molitor, 1997). Des

travaux réalisés sur les lymphocytes T et NK ont démontré: 1) une diminution du ratio
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CD4/CD8; 2) l'augmentation du niveau IFN-y, cytokine multifonctionnelle et
caractéristique de la fonction TH;; 3) ’augmentation de [’activité cytotoxique non-
spécifique via les cellules NK (Lopez et al., 1999; Osorio 2002; Samsom et al., 2000;
Shimizu et al., 1996). Ces résultats suggérent la présence d’une activité cytoxique
spécifique médiée par les lymphocytes T CD8+. Il y a donc une activation de la réponse
cellulaire lors de I'infection par le VSRRP. Cependant le role de I'immunité cellulaire

dans I’élimination et la protection contre le VSRRP reste a étre évalué.

1.9 Relations virus-hotes

De part leur évolution, les virus ont développé une multitude de mécanismes pour
atteindre leur but ultime, la survie. Ils peuvent étre au niveau de l’attachement, la
pénétration, la réplication de son génome, la prise de contréle de la machinerie cellulaire,
I’évasion du systéme immunitaire, de sa propagation dans d’autres cellules ou individus,
et méme dans sa subsistance dans l’environnement hors de son hote. L’hoéte,
principalement par I’intermédiaire de son systéme immunitaire, a pour objectif d’éliminer
cet envahisseur génant et nuisible a sa survie. L’effet de ces mécanismes d’attaques et de
défenses peut €tre dévastateur pour I’intégrité de la fonction des organes de [I'hote et
méme pour sa survie. La compréhension de ces différents mécanismes est essentielle
dans I’élaboration de mesures préventives et prophylactiques. Dans le cadre de ce
mémoire, nous étudierons seulement les événements précoces du cycle viral, soit

I’attachement et la pénétration.

1.9.1 Tropisme in vivo du YSRRP

L’une des caractéristiques des Artérivirus est leur tropisme restreint & des populations de
macrophages tissulaires. Le VSRRP infecte normalement en premier les macrophages
alvéolaires de porc. Par la suite, il se propage vers d’autres tissus pour infecter d’autres
types de macrophages dans le foie, la rate, le coeur et dans certains cas les cellules de la
microglie (Larochelle et al., 1996; Sur et al., 1996). Cependant, des études ont démontré

qu’il ne pouvait pas infecter les cellules souches de la moelle osseuse, les macrophages
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péritonéaux et les monocytes du sang périphérique (Molitor et al., 1997; Duan et al,,
1997). Dans le cas des monocytes, les opinions sont contradictoires en raison de la
difficulté a conserver leur état non-différencié en culture cellulaire. Les cellules
germinales testiculaires, les spermatides, peuvent aussi étre infectées par le VSRRP in
vivo (Sur et al., 1997). La présence de ces cellules, ainsi que de macrophage patrouillant

ces tissus, sont probablement responsables du mode de transmission via le sperme.

1.9.2 Tropisme in vitro du VSRRP

L’étude du VSRRP in vitro n’est pas sans difficulté. Peu de lignées cellulaires sont en
mesure de répliquer le virus. De plus les titres viraux obtenus ne dépassent que rarement
10® particules virales par ml. Une des deux fagons d’isoler ou de propager le virus in
vitro, est lutilisation de cultures primaires de macrophages tissulaires porcins.
Principalement les macrophages alvéolaires, qui sont obtenus suite a des lavages
broncho-alvéolaires (Wensvoort et al., 1991). Ces cellules sont les seules capables de
répliquer I’ensemble des différentes souches de SRRP et normalement aux titres viraux
les plus élevés. Cependant, cette technique nécessite une chirurgie complexe pour
extraire les poumons, non sans risque de contamination, ainsi que le sacrifice de
I’animal. De plus, I’4ge de ’animal, son pedigree ainsi que d’autres facteurs inconnus,
peuvent avoir un effet sur la permissivité des MAPs au VSRRP in vitro (Albina 1997,
Kim et al., 1993). L’isolement de virus a partir de cellules du sang périphérique porcin,
mises en culture au moins 24 heures avant infection, est possible mais génére des

rendements insuffisants, méme si le sacrifice de 1’animal est évité (Voicu et al., 1994).

Plusieurs groupes de recherches ont tenté, sans succés, de répliquer le virus sur une
panoplie de lignées cellulaires couramment utilisées in vitro (Meng et al., 1996). Seules
les cellules dérivant de la lignée MA-104, les cellules MARC-145 et les cellules CL2621,
sont en mesure de répliquer le VSRRP a de hauts titres in vitro (Benfield et al., 1992;
Kim et al., 1993). L’utilisation de ces cellules facilite I’étude du VSRRP, notamment
chez les isolats nord-américains. Cependant, dans le cas de plusieurs souches

européennes et de rares cas chez des souches nord-américaines, 1’isolation du virus ne
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peut étre réalisée sur ce type de cellules. Ces cellules peuvent aussi répliquer ’EAV et le

SHFYV in vitro (Plagemann, 1996).

1.9.3 Différences entre MAP et les cellules MARC-145

La permissivité des cellules MARC-145 au VSRRP et la capacité du virus d’infecter
presque qu’exclusivement des cellules de type macrophage in vivo, soulévent de
nombreuses questions sur les facteurs qui régissent ce tropisme restreint du virus. Les
cellules MARC-145 partagent peu de caractéristiques avec les macrophages porcins.
Cette lignée de cellules origine de cellules épithéliales de rein de singe. Les cellules MA-
104, sont couramment utilisées pour le diagnostic de différentes infections virales (Kim
et al., 1993). Les macrophages sont des cellules trés différenciées présentes dans les
différents tissus de I’individu. Ils proviennent de cellules progénitrices de la moelle
osseuse. Les monocytes du sang périphérique se différencieront en macrophage suite a
leur passage du sang périphérique aux tissus via endothélium des vaisseaux sanguin et a
leur activation sous I’effet de différentes cytokines ou de chemokines. Les fonctions des
macrophages peuvent varier selon le type de tissus ou ils ont émigré. En général, ils
éliminent les déchets cellulaires a I’aide de la phagocytose et de leurs lysosomes. Ils
peuvent présenter des antigénes via leur complexe majeur d’histocompatibilité pour
activer la réponse immune spécifique. Ils reconnaissent et détruisent les complexes
antigéne-anticorps, et peuvent éliminer de fagon spécifique différents pathogénes par la

reconnaissance via les récepteurs Toll (TLR) (Janeway et al., 2001).

1.9.4 Récepteurs généralités

Pour sa survie, un virus doit cibler la bonne cellule a infecter. La reconnaissance de cette
cellule se fait par I’interaction d’une ou des protéines de la surface externe des virus avec
une ou des molécules spécifiques de la membrane cytoplasmique (appelée récepteur
cellulaire) de la cellule héte. Cette interaction ne requiert aucune énergie et est réversible.
Une cellule est dite susceptible si elle posséde & sa surface un récepteur cellulaire capable
d’attacher le virus. Cependant la présence du récepteur n’est pas suffisante pour

I’accomplissement du cycle d’infection. Une cellule est dite permissive si I’infection de
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celle-ci génere de nouvelles particules virales infectieuses. La permissivité peut-étre liée
a d’autres étapes du cycle viral ultérieures a la liaison du récepteur. La présence d’un co-

récepteur peut-étre requise.

Les molécules a la surface du virus appelées protéines virales d’attachement (PVA)
dicteront le tropisme cellulaire. Dans le cas du VIH, par exemple, la protéine gp120
reconnait spécifiquement la molécule CD4. Cependant elle posseéde des régions variables
qui dicteront I’interaction avec le co-récepteur, et de ce fait, le tropisme (Clapham et
McKnight, 2002). Chez d’autres virus, comme I’herpesvirus félin, plusieurs molécules du
virus sont en mesure de reconnaitre seule ou en synergie la cellule cible (Maeda et al.,
1997). Des anticorps dirigés contre les PVAs sont souvent neutralisants, car ils bloquent
P’initiation de I’infection, soit par un encombrement stérique ou par liaison avec le ou les
sites spécifiques d’interaction avec le récepteur cellulaire. La détermination de ou des

PVAs d’un virus peut donc étre utile dans la génération de vaccins efficaces.

Différentes molécules a la surface des cellules peuvent servir de récepteur cellulaire pour
les virus. De part leur évolution, certains virus ont choisi des molécules présentes sur
’ensemble des cellules et d’autres uniques a des types cellulaires. Chez un méme type
cellulaire, le stade de différentiation peut-étre crucial pour I’expression de molécule
spécifique servant de récepteur cellulaire. Une molécule peut-étre le récepteur de
plusieurs virus comme la molécule CD4 pour le VIH et le virus de I’herpés 7 (Maddon et
al., 1986; Flint et al., 2000), ou le sulfate d’héparan pour le CMV, FMDV, HSV et le
virus de la vaccine (Chung et al., 1998; Flint et al, 2000; Shieh et al., 1992). Un méme
virus peut également utiliser différents récepteurs pour entrer dans une cellules (Flint et

al., 2000).

1.9.5 Attachement et récepteur pour le VSRRP

Les facteurs impliqués dans la reconnaissance par le VSRRP de sa cellule hote ont été
peu étudiés. Aucune protéine virale a été identifiée comme responsable de I’attachement
a la cellule cible, méme si des anticorps neutralisants contre la GP4 et GPs ont été obtenus

(Meulenberg et al., 1997; Ostrowski et al., 2002; Pirzadeh et Dea, 1997; Weiland et al.,
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1999). Des travaux avec le génome d’ARN positif du virus ont mis en évidence
I’importance d’un ou des récepteurs spécifique(s) a la surface des cellules cibles. Lorsque
I’ARN est transfecté dans des cellules reconnues comme réfractaire a I"infection par le
VSRRP, la production de nouvelles particules virales infectieuses a été observée (Kreutz,
1998; Meulenberg et al., 1998). La présence de polyéthyléne glycol, un agent qui permet
la fusion des membranes bi-lipidiques, permet également au VSRRP d’infecter les
cellules Vero, normalement réfractaires a I’infection par le VSRRP (Kreutz , 1998). Ces
résultats suggérent la présence d’un second récepteur cellulaire lors de I’infection par le
VSRRP. Une protéine de 210 kDa a été identifiée comme un récepteur cellulaire potentiel
4 la surface des macrophages alvéolaires de porc (Duan et al., 1998). Cette protéine est
reconnue par deux anticorps monoclonaux qui bloquent I’infection par le VSRRP sur les
MAP. Ces anticorps ont été produits par immunisation de MAP a des souris
préalablement rendues immunotolérantes aux monocytes du sang périphérique de porc
(Duan et al., 1998). Des expériences de co-localisation en immunofluorescence indirecte
démontrent que les sites de liaison de ces anticorps sur les MAP correspondent également
au site d’attachement du virus sur ces cellules (Nauwinck et al., 1999). Cependant, la
détermination du géne codant pour cette protéine et la vérification de son activité
biologique via la transfection de ce géne dans des lignées non-permissives a 'infection
du VSRRP, preuves nécessaires et incontestables dans la caractérisation de récepteurs
pour des virus, n’ont toujours pas été réalisées. Dans le cadre de I’infection au LDV, il a
été suggéré que ’antigéne du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH
1), Ia chez la souris, pourrait étre impliqué dans D’entrée de ce virus (Inada et Mims,
1985). Cependant des traitements de macrophages murins a la trypsine empéchaient
I’attachement du virus sans toutefois altérer I’expression de I’antigéne Ia (Buxton et al.,

1988)

Il a été rapporté que le VSRRP posséde une activité d’hémaglutination des globules
rouges de souris (Jusa et al., 1997a et 1997¢). De plus cette activité semble &tre retrouvee
chez ’EAV (Kubota et al., 1997; Sano et al., 1998). Cette activité hémaglutinine n’a pas
été encore associée avec une protéine virale spécifique. Comme pour d’autres virus, cette
activité pourrait avoir un rdle dans la reconnaissance des cellules cibles. L’héparine

inhibe cette activité ainsi que la propagation du virus (Jusa et al., 1997a et 1997b;
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Vanderheijden et al., 2001). Ceci indique que le VSRRP pourrait avoir plus d’une fagon
d’entrer chez la cellule hote. Une molécule de type héparine ou sulfate d’héparan a la
surface des cellules cibles pourrait étre a I’origine de I'infection (Delputte et al., 2002;
Jusa et al., 1997b). Plusieurs virus, dont les herpésvirus, ont été identifiés comme utilisant
des glycoprotéoglycans, sulfate d’héparan, a la surface des cellules pour récepteur
cellulaire (Flint et al. 2000). Cependant dans le cas du VSRRP, comme pour d’autres
virus, cette voie d’entrée n’est peut-étre qu’une conséquence de 1’adaptation a la culture

cellulaire in vitro.

Etant donné que les macrophages tissulaires porcins possédent la propriété d’attacher la
portion Fc des anticorps, il a été suggéré que le VSRRP pouvait également entrer dans la
cellule cible via ce mécanisme. L’ADE, pour «antibody-dependent enhancement», qui
peut étre traduit comme la facilitation de I’infection dépendante d’anticorps, est une
problématique importante dans des infections par des virus comme la fiévre jaune et le
VIH (Fust 1997; Lei et al., 2001). La diminution de la réponse humorale inférieure au
niveau de protection augmente Pinfectivité de ces virus. Des expériences in vivo ont
révélé, dans le cas du VSRRP, des infections plus séveres chez des animaux
préalablement immunisés que les non-traités (Yoon et al., 1994; Pirzadeh et Dea, 1998).
Ce phénoméne semble étre attribué aux anticorps dirigés contre la gp5 du VSRRP (Yoon
et al.,, 1994; Pirzadeh et Dea, 1998). Ces données mettent en évidence ce phénomene
comme une porte d’entrée du virus chez le macrophage porcin et doivent étre prises en

considération lors de 1’élaboration de protocole de vaccination.

1.9.6 Pénétration du VSRRP et entrée de son génome dans la cellule

Aprés I’attachement du VSRRP 2 la cellule, une polarisation des molécules de clathrine
s’effectue autour de la liaison virus-récepteur. Une invagination de la membrane se
produit et on observe un phénomeéne appelé «puits de clathrine». Ce phénoméne a été
décrit lors de l’infection in vitro de MAP et de cellules MARC-145 (Kreutz et
Arkermann, 1996; Nauwynck et al., 1999). Cette invagination se referme autour du virus
et forme un endosome qui va fusionner avec d’autres vacuoles ou le virus subira les

attaques enzymatiques de la cellule qui provoqueront la destruction de son enveloppe et
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de sa capside ainsi que la libération de son génome d’ARN dans le cytoplasme de la
cellule (Flint et al., 2000). Cet endocytose est sensible au pH et est efficace seulement a
pH acide. Des expériences avec des substances comme le chlorure d’ammonium (NH,4Cl)
ou de la chloroquine, substances qui induisent a I’endosome une déprotonification et
une neutralisation du pH, bloquent la réplication du virus ( Kreutz et Arkermann, 1996).
De plus, des expériences en microscopie confocale ont démontré que les particules
virales, qui normalement disparaissent aprés 6 heures d’infection dans le cytoplasme de
la cellule, restent intactes suite & ces traitements (Nauwynck et al., 1999). Les
mécanismes impliqués dans la destruction de la membrane virale et la décapsidation du

virus n’ont pas encore été identifiés dans le cadre des infections par les Artérivirus.
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Deuxiéme Partie : Résultats

35



Chapitre 1
Mise en évidence de I’attachement du VSRRP sur différentes lignées

cellulaires.
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Introduction

Le tropisme du VSRRP in vitro est spécifique aux MAP, aux leucocytes du sang
périphérique de porc, et aux lignées de cellules dérivées de la lignée épithéliale de rein de
singe MA-104, soit les cellules MARC-145 et CL2621. Les macrophages porcins et les
cellules de rein de singe sont trés différents au niveau de leur fonction et de leur origine.
Il n’existe aucune étude sur les caractéristiques que ces cellules pourraient partager. Des
études ont cependant démontré que l’entrée artificielle du génome viral dans le
cytoplasme (par transfection) chez des lignées cellulaires reconnues pour €tre réfractaires
a I’infection par le VSRRP pouvait permettre la réplication du virus (Kreutz et al., 1998;
Meulenberg et al., 1998). Ces résultats suggérent que la restriction du tropisme lors de
Pinfection par le VSRRP est liée a des événements précoces du cycle viral, soit

I’attachement du virus a la cellule ou a sa pénétration.

Dans le but d’obtenir d’avantage d’information sur les phénoménes li€s a la restriction du
tropisme du VSRRP, un test a été élaboré pour suivre I’attachement du virus a la surface
des cellules. Brievement, les cellules étaient incubées en présence du virus pour une
période d’une heure & 4°C. Aprés des lavages, les cellules étaient incubées avec un
anticorps monoclonal dirigé contre la protéine de la nucléocapside. Cet anticorps avait été
biotinylé au préalable, ce qui a permis par la suite le marquage du complexe anticorps-
virus-cellules avec la streptavidine conjuguée & un fluorochrome, la phycoerythrine. La
fluorescence émise était analysée par cytométrie de flux. Le déplacement du niveau de
fluorescence vers des niveaux de fluorescence de plus forte intensité signifie la présence
de particules virales attachées & la surface des cellules. Diverses expériences ont été
réalisées par la suite afin de vérifier la spécificité du test et la nature du ou des facteurs
responsables de I’attachement. Finalement, d’autres analyses ont été effectuées pour
identifier quel était le phénotype des leucocytes du sang périphérique pouvant étre
infectées par le VSRRP et pour démontrer si I’attachement du VSRRP était restreint aux

cellules permissives & I’infection.
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Article 1

Preliminary characterization of protein binding factor for porcine
reproductive and respiratory syndrome virus on the surface of
permissive and non-permissive cells.

Dominic Therrien, Yves St-Pierre et Serge Dea

Cet article a du étre retiré en raison de restrictions liees au droit d’auteur.

Archives ofVirology 2000. 145: 1099-1116
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Contribution des auteurs

Cette premiére publication a pour sujet l'attachement du VSRRP sur différentes lignées
cellulaires. Les principaux objectifs consistaient a: 1) verifier si Il'attachement du virus
VSRRP sur les cellules susceptibles via un récepteur cellulaire était 1l'unique étape
nécessaire a I'amorce d'un cycle complet d'infection et, 2) a déterminer le phénotype des
leucocytes du sang periphérique de porc susceptibles a l'infection par le virus. Nos
résultats ont démontré que les cellules exprimant les CD14 et SWC3, marqueurs de
monocytes circulants chez le porc, étaient susceptibles au VSRRP. De plus, les résultats
obtenus nous ont permis de mettre en évidence un ou plusieurs facteur(s) de nature
protéique responsable(s) de [lattachement du VSRRP a la surface des -cellules
permissives. De plus, nous avons démontré que l'attachement n'etait pas spécifique aux

lignées cellulaires permissives.

L'ensemble du travail technique, incluant la production de virus, l'enrichissement des
cellules leucocytaires de porc, la culture et propagation des différentes lignées cellulaires
testées, de méme que leur infection, la biotinylation d'anticorps monoclonaux et les
expériences de marquage ont été réalisées par Dominic Therrien, qui a également
participé a I'élaboration des protocoles d'analyse en cytométrie en collaboration avec
Marcel Desrosiers. Dominic Therrien a également rédigé l'article avec l'aide du Dr Serge
Dea. L'ensemble des travaux a été sous la supervision des Drs S. Dea et Y. St-Pierre. Le

Dr. St-Pierre a également révisé le manuscrit.

Résumé

Chez son hote naturel, il a été démontré que le VSRRP possede un tropisme restreint pour
les cellules de type monocyte/macrophage. In vitro, les cellules MARC-145 et CL2621,
clonées a partir de la lignée de cellules de rein singe MA-I 04, sont les seules lignées de
cellules non-porcines reconnues pour leur permissivité au VSRRP. L'article qui suit

présente présente les résultats de la mise au point d'un test pour suivre l'attachement du
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VSRRP a la surface de cellules permtsstves et non-permissives a l'infection virale.
L'attachement du VSRRP aux macrophages alvéolaires de porc et les cellules en lignée
continue MARC-145 fut dabord confirmé. Nous avons également démontré que le
VSRRP s‘attache spécifiquement aux monocytes parmi les leucocytes du sang
périphérique de porc, ce qui suggere que les lymphocytes sont réfractaires a l'infection
par ce virus. La capacité des cellules MARC-145 a lier le VSRRP a pu étre bloquée
lorsque ces cellules étaient préalablement incubées avec la chymotrypsine et la pronase
E, mais non avec la neuraminidase. Les cellules traitées avec les protéases récupéraient
leur activité d'attachement 8 heures aprés le traitement. Cependant, si les cellules au
cours de cette peériode étaient incubées en présence de cycloheximide, un agent
pharmacologique qui inhibe la synthése protéique, il n'y avait pas de régénération de
I'activité d'attachement.  Ces résultats confirment la nature protéique du facteur
d'attachement. Des expériences conduites sur des lignées cellulaires reconnues comme
étant réfractaires a l'infection par le VSRRP ont démontré que plusieurs lignées non-
permissives peuvaient attacher le virus. Les données obtenues démontrent que
I'interaction entre le VSRRP et un facteur d'attachement spécifique a la surface de la
cellule n'est pas suffisante pour obtenir une infection productive. La présence d'un
second récepteur ou d'un autre phénoméne survenant peu apres la pénétration du virus est

donc requise pour la poursuite du cycle viral.
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Chapitre 2
Production d'anticorps monoclonaux contre les protéines de surface des
cellules MARC-145
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Introduction

Jusqu'a ce jour, peu de travaux ont été réalisés en regard du ou des récepteurs cellulaires
des Artérivirus des animaux domestiques. Aucun récepteur cellulaire n'a été identifié
chez les membres de la famille Arteriviridae. Cependant, les travaux récents de Duan et
al., (1998) suggeérent qu'une molécule de 210 kDa exprimée a la surface des MAP
pourrait potentiellement agir comme récepteur cellulaire. Dans le but d'approfondir les
travaux présentés dans la premiere partie, d'autres expériences ont été réalisées afin
d'identifier et de caractériser ou les facteur(s) d'attachement a la surface des MAP et des
cellules MARC-145 spécifique(s) au VSRRP. Pour ce faire, des anticorps monoclonaux
dirigés contre des protéines de surface des MAP et des cellules MARC-145 ont été
générés. Des souris Balb/c ont été immunisées par la voie intra-péritonéale avec des
lysats de cellules enrichies en protéines de surface ou avec du virus semi-purifié.
L'utilisation du virus semi-purifié est basée sur I'nypothese selon laquelle, lors de sa
purification, le virus migre sur un gradient de sucrose 30 % avec son récepteur cellulaire
lié a l'enveloppe virale. Cette stratégie permet d'obtenir une préparation enrichie de
récepteurs cellulaires malgré la présence en grande concentration des protéines
structurales d'origine virale. Ce type d'immunisation a été fructueux dans notre cas car il
nous a permis d'obtenir plusieurs hybridomes secrétant des anticorps dirigés contre les
protéines de surface des cellules MARC-145. Environ 25 anticorps monoclonaux dirigés
contre les MAP et ou les cellules MARC-145 ont été ainsi été obtenus. Des tests de
blocage de l'infection et de 1'attachement ont été réalisés. Parmi les anticorps testés, seul
I'anticorps monoclonal 18-F6 s'est avéré efficace pour bloguer entierement I'infection et
partiellement l'attachement. Des études ont été réalisés pour identifier la protéine
reconnue par cet anticorps a la surface des cellules MARC-145. Un autre anticorps a été
caractérisé comme étant spécifique a un épitope de la nucléocapside du VSRRP. Cet
anticorps monoclonal s'est averé tres utile dans -t'élaboration d'un test d'ELISA de
compétition pour détecter la présence danticorps anti-VSRRP dans les sérums

d'animaux de champ.
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Article 11

Monoclonal antibody directed against a membranous protein of
MARC-145 cells blocks infection by PRRSV.

Dominic Therrien et Serge Dea

Cet article a du étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Advances in Experimental Medecine Biology 2001. 494: 395-3909.
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Contribution des auteurs

Cette seconde publication porte sur les caractéristiques d'un anticorps monoclonal dirigé
contre une protéine membranaire des cellules MARC-145, et ayant la capacité
d'empécher l'infection de ces cellules par le VSRRP. La génération de cet anticorps
découle de travaux visant a établir une banque d'anticorps monoclonaux capables de
bloquer I'attachement ou l'infection du VSRRP afin d'éventuellement identifier le
récepteur du VSRRP. Nos résultats indiquent qu'une protéine de 66 kDa pourrait
potentiellement agir comme récepteur ou co-récepteur cellulaire pour le VSRRP. Nos
résultats démontrent également que I'entrée du VSRRP se fait via des récepteurs
cellulaires différents chez les cellules MARC-145 et les MAP.

La préparation de lysats cellulaires, l'immunisation des souris, les expériences de fusions,
la sélection et le sous-clonage, les tests d'attachement et de blocage, ainsi que les tests
d'immunofluorescence et d'immunobuvardage ont été réalisées par Dominic Therrien,
sous la supervision Dr Serge Dea. Une partie des travaux présentés dans cet article
proviennent de ceux réalisés dans le premier article de ce mémoire. Le manuscrit a éete

rédigé entierement par Dominic Therrien sous la supervision du Dr Serge Dea.

Résumé

In vivo, le VSRRP possede wun tropisme restreint aux cellules de type
monocyte/macrophage ainsi qu'aux cellules germinales testiculaires. In vitro, le VSRRP
peut se répliquer uniquement sur les cultures primaires de macrophages alvéolaires de
porc et les cellules MARC-145 ou CL2621, sous-clones d'une lignée de reins de singe,
les cellules MA-104. Les facteurs impliqués dans le tropisme sont trés peu connus. Une
protéine de 210 kDa a été proposée comme un récepteur potentiel pour le VSRRP a la
surface des macrophages alvéolaires de porc (Duan et al., 1998). Cependant cette
molécule n'est pas présente a la surface des MARC-145. Dans l'étude qui suit, des

anticorps monoclonaux ont été produits chez des souris immunisées avec des lysats de
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cellules MARC-145 ou de MAP ou du VSRRP purifié sur coussin de sucrose 30 %.
Aprés sélection ct sous-clonage et production de liquide d'ascites, les anticorps ont été
caractérisés pour leur capacité a bloquer l'infection et I'attachement du virus aux cellules
cibles. L'anticorps monoclonal 18-F6, dirigé contre une protéine de 60 a 66 kDa, bloque
completement l'infection et partiellement [I'attachement du VSRRP sur les cellules
MARC-145. Ces résultats suggeérent que cette protéine pourrait agir comme un récepteur

potentiel ou second récepteur a la surface des cellules MARC-145.
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Article 111

Competitive ELISA for detection of antibodies to porcine reproductive
and respiratory syndrome virus using recombinantE. coli-expressed

nucleocapsid protein as antigen.

Serge Dea, Louise Wilson, Dominic Therrien et Estella Cornaglia

Cet article a du étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Journal ofVirological Methods 87 2000:109-122
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Contribution des Auteurs

Ce troisieme article discute de I'élaboration et de la validation statistique d'un test de
compeétition ELISA pour la détection d'anticorps anti-VSRRP dans des sérums de porcs
utilisant comme antigéne la protéine de nucléocapside recombinante exprimée chez E.
coli. L'objectif principal consistait a deémontrer [I'efficacité de ce test ELISA de
compétition comme outil diagnostic pour l'identification d'animaux infectés par le
VSRRP. Le clonage du géne dans le vecteur pGEX, de méme que l'expression, la
production, et la purification de la protéine de fusion recombinante, et lI'ensemble des
parameétres du test ELISA, ont été réalisés par Louise Wilson. Jai été responsable de la
production de l'anticorps monoclonal 1AF-2B4, amsl que des épreuves
d'immunoprécipation de la protéine de la nucléopcapside aprés incubation en présence
des anticorps IAF-2B4 et IAF-K8. Les sérums de champs ont été fournis et testés par
Estella Cornelia de Biovet Recherche Inc. Les analyses statistiques ont été réalisées par le
Dr Serge Dea. La rédaction du manuscrit a été réalisée par le Dr Serge Dea avec ma
collaboration pour la présentation des résultats. N. Sawyer et G. Laganiére ont également
participé a cette article principalement pour les expériences d'immunofluorescence

indirecte.

Bien que l'objectif principal de cet article, i.e. la détection d'anticorps anti-VSRRP a
partir d'un test ELISA, ne correspond pas aux objectifs spécifiques de ce mémoire, il est
important souligner que ces mémes AcMo ont été utilisés dans les tests de
cytofluorométrie pour I'identification des cellules susceptibles au VSRRP. Il est
également important de noter que lors de I'immunisation des souris, du virus semi-purifié
a été utilisé pour l'immunisation. Ceci dans I'hypothese que le VSRRP, lors de la
purification sur un coussin de sucrose, sedimente avec son récepteur cellulaire par
I'entremise de la protéine d'attachement du virus, inconnue encore dans le cas du
VSRRP. Ce type d'immunisation a été fructueux dans notre cas, car l'anticorps
monoclonal 18-F6 bloque l'infection des cellules par le virus. L'anticorps monoclonal

2B4, un outil trés important dans le test de compétition par sa capacité a reconnaitre la
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souche vaccinale NEB-1, provient également de cette expérience. Une partie de la

discussion commentera I'hypothese mentionné ci-haut.

Résumé

La protéine de la nucléocapside est la plus abondante du VSRRP. Cette protéine est
hautement antigénique, ce qui en fait une bonne candidate pour la détection d'anticorps
specifiques au VSRRP. Un segment d'ADN complémentaire au géne de la nucléocapside
de souche IAF-KLOP a été cloné dans le vecteur d'expression procaryotique pGEX-4T-1
en aval du gene codant pour la glutathione S-transférase. La protéine recombinante de
fusion, exprimée chez E. coli, a été purifiée par chromatographie daffinité et utilisée
comme antigene pour la mise au point d'une épreuve ELISA de compétition. Deux
anticorps monoclonaux spécifiques (IAF-K8 et IAF-2B4) pour la nucléocapside ont été
obtenus a partir d'expériences de fusion avec les splénocytes de souris immunisées avec
du VSRRP semi-purifié sur un coussin de sucrose 30 %. Ces deux anticorps
reconnaissent des eépitopes conformationnels trés conservés chez les isolats nord-
américains de VSRRP. Les sérums de 95 porcs infectés expérimentalement avec la
souche IAF-KLOP ont été testés dans un ELISA de compétition. Au total, 86 % des
sérums positifs en immunofluorescence indirecte et 92,6 % des serums positifs avec le
test ELISA commercial HerdCheck® (IDEXX) ont été détectés par le test ELISA de
compétition. La spécificité du test était de 100 % par rapport a I'immunofluorescence
indirecte et 96,2 % par rapport au test ELISA commercial HerdCheck®. Des tests
réalisés sur des échantillons cliniques provenant de troupeaux positifs ou négatifs pour le
VSRRP ont permis de déterminer que cet ELISA de compétition donne au niveau
individuel des résultats similaires a ceux obtenus en immunofluorescence indirecte ou
avec le test ELISA commercial HerdCheck®. Au niveau des troupeaux, la sensibilité et

la specificité du test ELISA de compétition sont de 100 %.



Troisieme Partie : Discussion

86



L’agent étiologique du SRRP, le VSRRP, posséde un tropisme restreint aux cellules de
type monocyte/macrophage et aux cellules germinales testiculaires chez son unique héte
naturel, le porc. In vitro, des cultures primaires de macrophages alvéolaires et de
leucocytes du sang périphérique de porc ainsi que les cellules MARC-145 et CL2621
peuvent répliquer le virus. Les facteurs qui dictent cette restriction dans le tropisme n’ont
pas été encore identifiés. Les deux principaux objectifs de ces travaux de maitrise furent
’étude des facteurs responsables du tropisme restreint du VSRRP et la caractérisation
préliminaire du récepteur du VSRRP chez ces cellules cibles. Afin de faciliter la lecture
de ce la discussion, il est bon de réitérer la définition des termes susceptibilité et
permissivité. Ainsi, une lignée cellulaire est dite susceptible a I’infection par le VSRRP si
elle est en mesure d’attacher le virus a sa surface alors qu’une lignée cellulaire est dite
permissive a ’infection par le VSRRP si de nouvelles particules virales sont produites

suite a ’infection.

L’attachement du virus a sa cellule cible est la premiére étape essentielle a I’initiation du
cycle viral. Ce processus se produit normalement sans aucun apport énergétique et est
réversible. Dans but de mieux comprendre cette étape du cycle viral dans le cadre de
Pinfection au VSRRP et les facteurs impliqués dans ce phénomeéne, un test d’attachement
a été développé. La propriété d’une lignée cellulaire a attacher le VSRRP était
déterminée suite a I’analyse en cytométrie de flux du niveau de fluorescence de cellules
qui ont ét¢ mises en présence de virus a une température de 4°C, empéchant ainsi
’internalisation du complexe virus-récepteur, et ensuite marquées a I’aide d’un anticorps
biotinylé, conjugué ensuite avec un conjugué streptavidine-fluorochrome. L’utilisation de
virus marqués a I’aide d’un isotope radioactif, comme le S$*°, pour I’étude de récepteur
cellulaires s’avere une technique fort utile pour suivre P’attachement de virus (Lachance
et al.,, 1998). Cependant le choix de la technique d’observation de l'attachement par
cytométrie de flux se justifie pour deux raisons. Premiérement, la préparation d’une
suspension virale de titre supérieur 4 107 particules infectieuses par millilitre, quantité
minimale pour ce type d’essai avec un isotope radioactif, est difficile & obtenir dans le cas
du VSRRP et nécessite beaucoup de matériel cellulaire. Deuxiémement, la cytométrie en

flux permet I’analyse de la capacité d’attachement d’une cellule ou d’une population de

cellules, en plus de permettre d’observer les différences dans le niveau d’attachement de
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cellules d’une méme suspension cellulaire. De plus, gridce a des analyses
multiparamétriques avec des marqueurs de surface spécifiques, il est possible de
déterminer le phénotype des cellules dans une population hétérogéne qui attachent le

virus, comme c’est le cas avec les leucocytes du sang périphérique.

3.1 Présence d’un facteur d’attachement spécifique pour le VSRRP a la

surface des cellules permissives.

Les premiers essais ont été réalisés avec des lignées cellulaires permissives a I’infection.
Le VSRRP est en mesure de s’attacher de fagon spécifique a ces cellules. En effet,
I’ensemble des MAP et des cellules MARC-145 lient le virus. Ceci se traduit par un
déplacement vers des niveaux de fluorescence plus élevés chez I’ensemble des cellules.
Etant donné que ces lignées sont assez homogenes (les cellules MARC-145 origine d’un
méme clone (Kim et al., 1994) et 90 a 99 % des cellules extraites apres des lavages
broncho-alvéolaires sont des macrophages (Ganter, 1997), ce n’est pas surprenant que
I’ensemble de ces populations possedent la capacité d’attacher le VSRRP. Ces résultats
sont en accord avec ceux normalement obtenus lors d’infection in vitro de ces lignées
cellulaires. L’ensemble des cellules, aprés 48 heures post-infection, sont positives en IFI
avec un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine N. Pour ce qui est des leucocytes
du sang périphérique, seulement une partie des cellules peuvent attacher le virus, ce qui
corrobore également avec des résultats obtenues lors de I’infection in vitro de ces cellules
(Voicu et al., 1994). Ces résultats suggérent la présence d’un ou des facteur(s)

d’attachement spécifique(s) au VSRRP a la surface des cellules permissives.

Plusieurs données obtenues démontrent la spécificité de ce ou ces facteurs d’attachement.
Premiérement, on observe, 48 heures post-infection, que I’ensemble des cellules est
infecté lorsque les cellules MARC-145 son! incubées une heure en présence du virus a
4°C, dans des conditions similaires au test d’attachement, et remises en culture par la
suite. Cependant, si ces cellules sont traitées au préalable avec de la chymotrypsine ou de
la pronase E, et incubées par la suite avec le virus a 4°C, I’attachement du virus sur les
cellules est fortement réduit, atteignant des niveaux de fluorescence similaires & ceux

obtenus avec les cellules en absence de virus. De plus, lorsque ces cellules traitées et
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infectées sont par la suite mises en culture, seuls quelques foyers d’infection sont
observés aprés 48 heures. Cette présence de cellules infectées pourrait étre une
conséquence de cellules dont la protéolyse du ou des facteur(s) d’attachement n’a(ont)
pas été compléte(s) ou par du virus résiduel qui a été en mesure d’infecter ces cellules
aprés un certain temps en culture, lorsque le ou les facteur(s) d’attachement ont été
synthétisés de nouveau. Ces résultats suggérent que le virus qui s’attache aux cellules

susceptibles est infectieux.

Deuxiémement, I’anticorps monoclonal IAF-K8 a été utilisé pour détecter la présence de
virus a la surface des cellules susceptibles au VSRRP. Cet anticorps monoclonal
reconnait un épitope sur la nucléocapside du VSRRP (Dea et al., 1996). La nucléocapside
est une protéine basique et trés adhérente et théoriquement non-exposée a la surface du
virus (Dea et al., 2000). On pourrait croire dans ce contexte que cet anticorps ne devrait
pas étre en mesure de détecter des particules virales infectieuses, mais ce n’est pas le cas.
Des essais avec des anticorps monoclonaux dirigés contre la GPs du virus ne donnent pas
des résultats clairs comme ceux obtenus avec IAF-K8. Probablement en raison du fait
qu’ils sont dirigés contre des épitopes linéaires qui ne sont peut-étre pas exposés lorsque
le virus est attaché a la cellule (Pirzadeh et Dea, 1997). L’utilisation de sérums
polyclonaux monospécifiques de lapins, dirigés contre la GPs, ou des sérums de porcs
convalescents n’a pas été retenue. Bien que donnant des résultats de meilleures intensités
chez les MAP, leur réactivité contre la lignée cellulaire MARC-145 était trop forte pour
que 1’on puisse déterminer de fagon convaincante si le virus était attaché. Nous avons
plutdt choisi d’utiliser I’anticorps monoclonal IAF-K8, avec lequel on pouvait facilement
suivre la présence ou non de virus a la surface des cellules et dont la réactivité contre les
différentes lignées cellulaires utilisées dans ces travaux était négligeable. Selon nos
résultats, il semble que 1’enveloppe du VSRRP est perméable au passage des anticorps ou
qu’elle soit suffisamment endommagée pour permettre au complexe anticorps-
nucléocapside de se former. Des traitements du virus, avec des substances comme le
chloroforme ou le trichloro-trifluoroéthane (communément appelé le fréon), qui libérent
soit en totalit¢ ou en partie ’enveloppe du VSRRP donnant des particules non-
infectieuses essentiellement composé de la nucléocapside, ont été réalisés. Ces

nucléocapsides libres ont été démontrées comme étant incapables de s’attacher a la
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surface des cellules permissives, confirmant ainsi I’hypothése que la présence de
particules attachées a la surface est reconnue de fagon spécifique par I’anticorps

monoclonal biotynilé IAF-KS.

Troisiemement, les essais avec les leucocytes du sang périphérique démontrent que
seulement une partie des cellules est en mesure d’attacher le virus. Le phénotype de ces
cellules correspond & celui de monocytes, de part leur expression de CD14 et de
CDI11b/CD18 & leur surface. Ces expériences démontrent clairement que le test
d’attachement développé dans le cadre de cette étude pouvaient différencier les cellules
susceptibles et non-susceptibles et que 1’attachement généralement observé n’est pas un
phénoméne induit par le traitement fait aux cellules. L’ensemble de ces résultats
démontrent donc que le test d’attachement est spécifique et qu’il existe un ou des facteurs
spécifique(s) d’attachement & la surface des cellules permissives au VSRRP. Des travaux
sur I’entrée du VSRRP chez les MAP et MARC-145 démontrent que la pénétration du
virus dans la cellule se produit par endocytose suite & ’attachement du virus a la surface
de la cellule. (Kreutz et Arkermann, 1996; Nauwynck et al., 1999). Ces résultats, comme
ceux de notre étude, démontrent également la présence d’un récepteur spécifique ou

facteur d’attachement a la surface des cellules permissives.

3.2 VSRRP peut infecter seulement les cellules CD14 et CD11b/CD18

positives dans le sang périphérique porcin.

Il est possible de retrouver du VSRRP dans I’ensemble des tissus ou se trouve des
cellules de type macrophages lors de ’infection in vivo (Molitor et al., 1997; Sur et al.,
1996). Les deux voies connues pour I’entrée du VSRRP chez les animaux sains sont la
voie aérienne et par le sperme des verrats (Wensvoort et al., 1991; Sur et al., 1997). Dans
les deux cas, la propagation du virus a travers les différents tissus de I’animal corrobore
avec la présence d’une virémie élevée dans le sang périphérique. Voicu et al. (1994) ont
émis 1’hypothése que les monocytes agissait comme réservoir dans le cadre de 1’infection
avec le VSRRP suite a ’infection de leucocytes du sang périphérique de porc. Dans les
présents travaux, l’infection des leucocytes a été reproduite in vitro. De plus, a 1’aide de

marquage avec différents marqueurs de surface des leucocytes porcins, il a été possible
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de déterminer que les cellules CD14+ et CDI 1b/CD18+ (SWC3 ou Mac-1) étaient les
scules capable d’attacher le VSRRP lors de notre essai. Cc phénotype cellulaire est
caractéristique des monocytes chez le porc (Dominguez et al., 1998; Goyert et al., 1988;
Kielian et al., 1994). Duan et al. (1997) suggerent que les monocytes du sang
périphérique ne peuvent pas étre infectés in vivo, car in vitro ces cellules ont besoin d’étre
24 heures en culture avant de produire une infection compléte par le VSRRP. Cependant,
dans la présente étude, les leucocytes de porc étaient immédiatement utilisés dans le test
d’attachement. La différentiation du monocyte en macrophage, phénoméne observé aprés
24 heures en culture de leucocytes du sang périphérique, n’est donc pas essentielle pour
permettre ’attachement du virus in vitro. Toutefois, des travaux supplémentaires sont
nécessaires pour déterminer si la poursuite du cycle viral est possible chez les monocytes.
Les lymphocytes étant incapables d’attacher le virus ne peuvent étre infectés in vivo ou in

vitro.

3.3 Effet de ’infection du VSRRP sur la réponse immune.

Les fonctions lymphocytaires n’étant pas affectées directement par Pinfection du
VSRRP, tel que démontré dans les présents travaux, il est possible de spéculer sur effet
virus dans le cadre d’infections secondaires. Lors de P'infection par le VSRRP, il a été
suggéré qu'en raison d’'une fréquence accrue d’infections secondaires comme
Mycoplasma hyorinis, Streptococcus suis ou par le circovirus porcin, les animaux
peuvent développer une immunodéficience (Galina et al., 1994; Van Reeth et al., 1996).
Plusieurs symptomes pouvant aller jusqu’a la mort de I’animal lors de Pinfection du
VSRRP sont souvent dus & la présence de ces infections secondaires (Albina, 1997). Les
expériences d’infection mixte in vivo, pour évaluer si le VSRRP favorise I’infection et
amplifie les symptomes de d’autres pathogénes, n’ont pas produits des résultats ¢loquents
et sont contradictoires dans certains cas (Cooper et al., 1995; Galina et al., 1994; Solano
et al., 1997; Van Alstine et al., 1996; Van Reeth et al., 1996). Cependant, ce type
d’expérience n’est peut-étre pas représentatif des conditions physiologiques retrouvées
dans les troupeaux infectés. Ces données soulévent par contre la possibilité que
Pinfection du VSRRP affecte la capacité de I’animal de générer une réponse immune

normale, rendant propice D’apparition de d’autres pathogénes. Les macrophages
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tissulaires, composantes importantes dans I’amorce de I’immunité cellulaire, et également
composante centrale dans I'immunité innée, sont les principales cibles du VSRRP. La
perte importante de macrophages lors de I’infection, combinée également avec une baisse
de monocytes, macrophages non-différenciés, pourrait réduire les fonctions de défenses
du systéme immunitaire contre d’autres organismes. Lors d’infection bactérienne, les
récepteurs TLR , molécules qui reconnaissent spécifiquement des motifs de paroi externe
de bactérie ou de ’ADN nu (Akira et al., 2001) permettent aux macrophages d’éliminer
des agents pathogénes avant méme d’avoir un foyer d’infection ou du moins réduisent le
nombre de pathogénes et les dommages qu’ils produisent, jusqu’a la réponse immune
spécifique soit effectrice. Or, I’infection au VSRRP doit nécessairement altérer ce
mécanisme de défense, et pourrait en étre ainsi la cause de cette immunodéficience
temporaire. Cependant, I’infection par le VSRRP ne semble pas affecter la génération
d’une réponse humorale, facteur important dans I’élimination de pathogéne de type
bactérien (Loemba et al., 1996). Ceci pourrait expliquer ’absence d’effet négatif par

I’infection du VSRRP lors d’infection mixte.

3.4 Nature du facteur d’attachement.

Au cours de I’évolution, les virus ont trouvé différents moyens d’entrer dans leurs
cellules hétes via différents types de récepteur. Certains virus utilisent des protéines
spécifiques a des cellules particuliéres, comme le CD4 et les récepteurs de chemokines
pour le VIH, ou des glycans largement répandus sur un bon nombre de cellules, comme
le sulfate d’héparan pour le CMV (Bourg et al., 1993; Compton et al., 1993). Duan et al.
(1998) suggérent qu’une protéine de 210 kDa, & la surface des MAP agit comme
récepteur pour le VSRRP. Nos études avec des traitements avec des protéases et des
inhibiteurs de synthése protéique ont permis de déterminer la nature protéique du ou des
facteur(s) d’attachement spécifique(s) pour le VSRRP. En effet, la chymotrypsine et la
pronase E diminuent la présence de virus & la surface de la cellule & des niveaux
similaires & ceux obtenus avec les contrdles non-infectés. Cette activité d’attachement est
rétablie aprés une période de 8 heures d’incubation en culture & 37°C. De plus la présence
de cycloheximide, un inhibiteur de synthése protéique, empéche la formation de

nouveaux facteurs d’attachement a la surface des MARC-145. La génération d’anticorps
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monoclonaux a permis également d’identifier une protéine d’environ 60-66 kDa a la
surface des cellules MARC-145 qui est un potentiel facteur d’attachement pour le
VSRRP. Ces résultats démontrent que le ou les facteur(s) d’attachement étudié(s) sont de
nature protéique. Cependant, les travaux avec la tunicamicine, un inhibiteur de la
glycosylation, n’ont pas permis de mettre en évidence un rdle de groupement glycosylés
dans I’attachement du VSRRP a la surface des MARC-145 (Therrien et al., 1999a). Par
contre, lorsque le virus est incubé en présence d’héparine, sa capacité a s’attacher au
MARC-145 est fortement réduite (Therrien et al., 1999b). L’héparine semble donc
bloquer ’attachement du VSRRP a la surface des cellules MARC-145, laissant supposer
que le VSRRP est capable de s’attacher a des structures « heparin-like» a la surface des
cellules. Les travaux sur P’activité hémagglutinine et la propagation du VSRRP en
présence d’héparine suggérent également la présence d’une molécule « heparin-like » a la
surface des cellules MARC-145, servant de facteur d’attachement pour le VSRRP (Jusa
et al., 1997a et 1997b). La protéine M du VSRRP, méme si elle ne posséde qu’un court
segment exposé a la surface du virus, serait responsable de la liaison avec cette structure
de type «heparin-like» (Dea et al., 2000; Delputte et al., 2002). Plusieurs virus,
notamment le virus de I’herpes féline (Maeda et al., 1997) et le RSV (Bourgeois et al.,
1998), sont capables de reconnaitre des structures de type « heparin-like » pour infecter
leur cellule cible. Dans le cas du VSRRP, il reste & démontrer si cette liaison avec
I’héparine mime le phénoméne physiologique de I’attachement ou elle agit comme un

antagoniste qui n’a pas de similarité structurale avec le facteur d’attachement cellulaires.

3.5 L’attachement du VSRRP n’est pas restreint aux lignées cellulaires

permissives.

Les tests d’attachement réalisés sur des lignées cellulaires reconnues pour étre
réfractaires a ’infection par le VSRRP ont démontré que I’attachement du virus n’est pas
exclusif aux cellules permissives. Des lignées cellulaires comme les RK-13 et BHK-21,
reconnues pour étre en mesure de répliquer I’EAV, sont capables d’attacher le VSRRP.
D’autres lignées cellulaires comme les cellules PK-15, PT et 293A sont également en
mesure d’attacher le virus a leur surface. Ces résultats différent de ceux obtenus par

Kreutz (1998), qui dans ses travaux démontrent que le VSRRP ne s’attache que sur les
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cellules Vero, mais pas sur les BHK-21 ou les PK-15. Ces différences peuvent étre
expliquées par la technique pour évaluer I’attachement. Dans I’étude de Kreutz, la mesure
du virus attaché s’est fait par une méthode indirecte. Soit par la titration du virus attacher
par I’infection sur d’autres cellules (permissives) ou par la présence de virus sur un gel
de SDS-PAGE. Le test d’attachement élaboré dans ces présents travaux utilise la
cytométrie en flux, une technique reconnue pour étre trés sensible. A partir de cette
technique, on peut observer le niveau d’attachement sur chaque cellule individuelle au
lieu d’une lecture sur I’ensemble des cellules. De plus, le bruit de fond étant bas,
Putilisation de conditions de lavage stringentes ne fut pas nécessaire, ce qui suggére
moins de perte de I’intensité de signal. Lors de transfections du génome viral du VSRRP
dans les BHK-21 ou les cellules Vero, de nouvelles particules virales infectieuses ont été
obtenues (Kreutz, 1998). De plus le traitement des cellules Vero avec du PEG est
suffisant pour rendre ces cellules permissives a I’infection par le VSRRP. A la lumiére de
ces résultats, la restriction du tropisme du VSRRP semble étre au niveau de la pénétration
du virus. Nos travaux indiquent donc qu’un récepteur présent sur un grand nombre de
type cellulaire est en mesure d’attacher le VSRRP, mais qu’un second récepteur, présent

uniquement a la surface des cellules cibles pourrait permettre la poursuite du cycle viral.

Il est intéressant de constater que les cellules U-937 ne sont pas capables d’attacher le
VSRRP. Ces cellules immortalisées sont des monocytes/macrophages humains. Il est fort
probable que ces cellules ont perdu la capacité d’exprimer le facteur d’attachement pour
le VSRRP lors de leur transformation. Les cellules U-937 pourrait donc étre utilisées en
parallele avec des cellules RK-13 ou BHK-21 afin déterminer la présence d’un seul ou

plusieurs récepteurs responsable de I’infection au VSRRP.

3.6 Génération d’une banque d’anticorps monoclonaux

L’utilisation d’anticorps monoclonaux pour identifier un récepteur cellulaire est une
technique largement répandue (Flint et al.,, 1999). Si un anticorps monoclonal, dirigé
contre une protéine a la surface des cellules permissives, peut bloquer I’attachement du
virus ou I’infection, le produit contre lequel cet anticorps réagi sera un potentiel récepteur

cellulaire pour ce virus. Le matériel utilisé pour immuniser et la méthode de sélection des
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hybridomes positif ont une influence majeure dans I’obtention d’anticorps anti-récepteur.
Dans le cas du VSRRP, peu de choses sont connues sur ’interaction entre le virus et les
cellules hotes. Cependant, les résultats de cette étude et ceux de d’autres groupes tendent
a démontrer la présence d’une molécule spécifique, une protéine, a la surface des cellules
permissives. Ne détenant pas d’informations précises sur la protéine virale d’attachement,
la génération d’une banque anticorps monoclonaux a été choisie pour tenter d’identifier
ce facteur d’attachement spécifique. Pour ce faire, les hybridomes ont été sélectionnés de
par leur faculté a attacher a la surface des cellules MARC-145 et des MAP. Suite a cette
premiére sélection, des liquides d’ascites ont été produits pour les hybridomes positifs, et
des tests de blocage de I’attachement et de I’infection furent réalisés pour déterminer les
clones susceptibles de reconnaitre le ou les récepteur(s) potentiel(s) pour le VSRRP. En
raison du nombre de molécules différentes présentent a la surface des cellules MARC-
145 et des MAP, cette méthode de sélection s’est avérée difficile et inefficace dans le cas
des souris immunisées avec des lysats de cellules enrichis avec des protéines
membranaires. Le niveau d’expression du récepteur pour le VSRRP pouvant Etre
inférieur 4 une molécule sur mille. Ce résultat négatif n’est pas surprenant dans notre cas
puisqu’une vingtaine de clones seulement ont été sélectionnés pour la deuxiéme étape de
sélection. Cependant I’utilisation d’une suspension de virus obtenue sur coussin de
sucrose pour générer des anticorps monoclonaux s’est avérée fructueuse. Nous avions
comme hypothése que lors de la purification, le récepteur migrerait avec le virus dans le
culot aprés ultra-centrifugation. De cette fagon, il serait possible d’enrichir la préparation
en récepteur cellulaire pour le VSRRP. Les hybridomes 18-A7 et 18-F6, qui sécretent des
anticorps en mesure de bloquer I’infection au VSRRP sur des cellules MARC-145, ont

ainsi été obtenus par ce type d’immunisation.

Une autre hypothése envisageable est que le VSRRP, lorsque libéré hors des cellules,
puissent transporter dans son enveloppe des protéines de surface de la cellule infectée. Ce
phénoméne a été observé dans le cadre de I'infection au VIH (Tremblay et al., 1998). Ces
protéines cellulaires associées & la membrane du virus peuvent également agir comme
récepteurs ou co-récepteurs. Les anticorps monoclonaux caractérisés dans cette étude ont

peut-étre été générés via un tel mécanisme.
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Les hybridomes provenant de ce type d’immunisation ont également été testés pour leur
réactivité contre le VSRRP. I.¢ clonc TAF-2B4, dirigé contre la protéine N du VSRRP,
s’est avéré trés utile dans I’élaboration d’un test ELISA de compétition. En combinaison
avec I’anticorps IAF-KS8, ces anticorps peuvent reconnaitre plusieurs des souches nord-
américaines du VSRRP. Bien que la recherche d’hybridomes contre le VSRRP ne fut pas
trés accentuée, 1’obtention d’un clone qui reconnait la protéine de la nucléocapside est
peu surprenant. Dans la préparation utilisée, soit du virus semi-purifié, la protéine N est
abondamment présente. De plus cette protéine est hautement immunogénique (Loemba et
al., 1996; Dea et al., 2000). 1l est également difficile de trouver des anticorps contre les
autres protéines du virus. Elles sont souvent peu nombreuses a la surface des cellules et
ne sont pas faciles a identifier lors de test de IFI. L utilisation de tests ELISA spécifiques
pour ces protéines virales et ou des cellules fixées a la paraformaldéhyde transfectées au
préalable avec des vecteurs exprimant ces protéines virales, dans le cadre d’expérience

d’IFI, aurait été utile dans notre recherche d’hybridomes pour ces protéines.

3.7 Facteurs impliqués dans la restriction du tropisme du VSRRP.

Deux hybridomes, 18-A7 et 18-F6, ont été en mesure de bloquer I’infection au VSRRP
sur des cellules MARC-145. Des expériences d’IFI et de cytofluorométrie ont démontré
que ces deux anticorps monoclonaux reconnaissent uniquement des épitopes a la surface
des cellules MARC-145 et non sur les MAP. Des expériences d’immunobuvardage sur
des membranes de nitrocelluloses contenant des protéines de cellules MARC-145
extraites a I’aide de détergent et séparées par électrophorése sur gel de SDS-PAGE ont
démontré que I’anticorps 18-A7 et 18-F6 reconnaissent une protéine de 60 a 66 kDa.
Cette protéine est considérée potentiellement comme un récepteur cellulaire pour le
VSRRP 3 la surface des cellules MARC-145. Les travaux de Duan et al (1998) suggérent
qu’une protéine de 210 kDa, absente chez les cellules MARC-145, est un récepteur
cellulaire a la surface des MAP. Ces résultats suggérent donc que I’entrée du VSRRP
chez les cellules MARC-145 serait différente de I’entrée du VSRRP chez les MAP.
Considérant les grandes différences physiologiques de ces deux types de cellules, cette
conclusion n’est pas surprenante. En effet, comment le VSRRP peut-il infecter ces deux

types de cellules non-apparentées alors qu’il ne peut le faire avec des cellules
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physiologiquement plus prés du macrophage comme les neutrophiles, ou les cellules

souches de la moelle osseuse?

Un autre groupe de recherche a observé qu’une molécule de 27 kDa sur les MARC-145
est une protéine capable d’attacher I’extrémité 3’ non-codante (UTR) du VSRRP
(Shanmukhappa et Kapil, 2001). Cette protéine serait un analogue simien de CD151,
protéine possédant quatre domaines transmembranaires et impliquée dans la motilité des
cellules endothéliales (Ashman et al., 1991). La transfection de ce facteur chez des
cellules BHK-21 (capables d’attacher le virus, mais non-permissives a I’infection par le
VSRRP) permet 4 cette lignée cellulaire de répliquer le VSRRP (Shanmukhappa et Kapil,
2001). Lors de I’entrée du VSRRP dans la cellules par endocytose, la présence de cette
protéine permettrait la poursuite du cycle virale suite a la décapsidation et libération du
génome du virus, en interagissant avec la partie 3’ non-codante. Selon ces résultats, la
présence ou absence d’un ou des récepteurs a la surface des cellules pour attacher le
VSRRP et permettre son entrée dans la cellule ne sont pas I’unique facteur qui restreint le
tropisme de ce virus. Nos travaux ainsi que ceux de Kreutz (1998) et Shanmukhappa et
Kapil (2001) partagent des résultats intéressants qui se complétent ou se contredisent sur
les éléments précoces de I’infection du VSRRP chez les cellules Vero, les MARC-145 et
les BHK-21. L’évaluation de la présence du facteur de 60 a 66 kDa et de CD151 4 la
surface de ces cellules ainsi que la transfection de vecteur exprimant un ou ces deux
genes chez des cellules susceptibles ou non-susceptibles & I’infection par le VSRRP,
donneront des informations utiles dans la détermination du réle de ces protéines dans

I’infection par le VSRRP.

Les essais réalisés avec les anticorps monoclonaux 18-A7 et 18-F6 pour bloquer
I’attachement du virus sur les cellules MARC-145 nous démontrent que la capacité de ces
cellules pour attacher le VSRRP est réduite jusqu’a plus de 60 %. Des résultats similaires
ont été obtenus avec les anticorps 41D3 et 41DS5, qui reconnaissent une protéine de 210
kDa a la surface des MAP (Duan et al., 1998). La capacité pour bloquer I’attachement est
dépendante de la quantité d’anticorps dans les deux cas. Ceci suggére qu’a de hautes
concentrations d’anticorps, il serait possible de bloquer totalement 1’attachement. Mais

dans les deux études, la quantité d’anticorps nécessaire pour bloquer I’infection est
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moindre que celle pour bloquer 60 % de I’attachement. A la lumiére de ces résultats, on
peut conclure que I’attachement du VSRRP a la surface des MAP et des MARC-145
n’est pas restreinte a la présence de leur récepteur spécifique. Autrement dit, le VSRRP
pourrait s’attacher a d’autres molécules a la surface des cellules sans nécessairement
mener a la production de nouvelles particules virales. Cette hypothése peut expliquer le
grand nombre de lignées cellulaires de différentes origines, étant en mesure d’attacher le

virus selon notre test d’attachement.
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