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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

La vaccination, lorsqu'elle est disponible, compte parmi les moyens les plus économiques et
les plus fiables pour prévenir, maitriser et méme, dans certains cas, éradiquer les maladies
infectieuses quelque soient leurs origines.

En santé animale, ces derniéres années, la vaccination a méme été utilisée a d’autres fins telles
que le bien étre des animaux comme 1I’immunocastration (Pastoret, 2009).

Néanmoins, face a I’émergence ou a la réémergence de certaines infections parfois
responsables de zoonoses, les stratégies de vaccination deviennent de plus en plus complexes.
Les flambées de maladies causées par des agents pathogénes présentant une grande diversité
antigénique mais aussi de maladies dites vectorielles suscitent de nombreuses questions quant
a leurs controles et leurs suivis via une vaccination efficace.

Les changements globaux résultant de la mondialisation, les bouleversements climatiques
conduisant & une modification des écosystemes ont considérablement changé la distribution
et la configuration des maladies. Ces grandes perturbations ont également largement
contribué a 1’émergence de nouveaux agents pathogenes qui se sont adaptés a un nouvel
environnement biologique. L’exemple de la fievre catarrhale ovine (FCO) dans la partie Nord
de I’Europe, la fiévre de la vallée du Rift (FVR) au Moyen-Orient, la Peste des Petits
Ruminants (PPR) en Afrique du Nord peuvent illustrer ces propos.

Finalement et suite a ces bouleversements, on assiste aujourd’hui a une extension
géographique de pathologies infectieuses, particulierement d’origine virale, a partir de leur
berceau natal. Les exemples sont nombreux et variés, la fievre du Nil occidental (WN), la
fievre hémorragique Crimée-Congo (CCHF), la Fiévre de la Vallée de Rift (FVR) et la Peste
des Petits Ruminants (PPR) et les poxviroses. Tous ces cas constituent des exemples
pertinents a étudier. Cette thése s’intéresse plus particuliecrement a la FVR et la PPR, maladies

virales ayant une répartition géographique commune, cantonnée en Afrique subsaharienne.

La fievre de la vallée de rift (FVR) est une arbovirose avec une transmission du virus
résultant essentiellement d’un contact entre un hote et un vecteur. Listée dans les maladies a
déclaration de 1’Office International des Epizooties (OIE), elle est également une zoonose
mortelle pour ’homme. Les facteurs favorisant le développement de la maladie sont un
nombre suffisant d’hdtes réceptifs mais également la présence d’insectes vecteurs compétents.

Depuis son apparition en 1932 au Kenya dans la vallée de Rift, la distribution de la FVR a
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toujours été limitée a I’Afrique subsaharienne ou elle évolue désormais sous forme
épizootique, a ’exception de 1I’Afrique du Sud ou elle se présente sous forme enzootique
Cependant, depuis 2000, les dogmes épidémiologiques ont changé, puisque cette derniere fait
sa premiere apparition au Moyen Orient, Arabie Saoudite et Yémen. Plusieurs facteurs
d’origine climatique et environnementale sont responsables de 1’extension de la répartition de

la FVR ce qui fait de cette maladie une véritable menace pour tous les continents.

La peste des petits ruminants (PPR) est une autre maladie virale, a transmission directe et
contagieuse comme la FVR et a déclaration obligatoire pour I’OIE. Responsable d’atteintes
cliniques graves, elle engendre des conséquences directes sur le maintien de D’activité
d’¢levage et indirectes par 1’application locale de mesures de contrdle restrictives et de mise
en place de barriéres sanitaires pour I’échange commercial d’animaux. Les taux de morbidité
et de mortalité peuvent atteindre respectivement 80% et 90-100%. La PPR, sévissant jusque-
la en Afrique, au Moyen Orient et en Asie, est en expansion. Elle commence a alarmer et
préoccuper aussi bien les pays européens suite a son apparition en Turquie en 2004, que les

pays d’Afrique du Nord suite a I’épizootie en 2008, au Maroc (Sanz-Alvarez et al., 2008).

Ainsi, pour faire face a une éventuelle émergence de ces deux infections virales, une
approche intégrée sera nécessaire permettant le contréle de ces deux pathologies a la fois par
protection des espéces sensibles et réceptives et par 1’étude de la dynamique de populations de
vecteurs impliqués dans leur transmission. Concernant la protection des especes par la
vaccination, de nombreuses technologies ont été mises en avant. Toutes présentent aussi bien

des avantages que des inconvénients

Face a ce contexte incertain, le choix de mon travail de recherche porte sur la conception
d’un vaccin ciblant a la fois la FVR et la PPR. Le premier critere de choix fut la
superposition de leur distribution géographique, leur importance clinique, leurs espéces cibles
communes, leur forte contagiosité les classant en tant que maladies legalement réputées
contagieuses (MLRC) et leur fort impact socio-économique dans les pays atteints. Pour se
faire, une stratégie de vaccins vectorisés a été envisagée. Le modele du vecteur capripoxvirus
a été choisi. Il a, par ailleurs, déja fait ses preuves dans la conception de vaccins

recombinants pour la PPR et la FCO respectivement (Diallo et al., 2002; Berhé G. et al.,
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2003 ; Perrin et al., 2007). Les vecteurs poxviraux sont a 1’origine de vaccins commercialisés
pour certaines pathologies. Plusieurs exemples en témoignent tels que :

-le fowlpoxvirus recombinant exprimant la protéine H5 du virus de I’influenza aviaire (vaccin
commercialisé par MERIAL) (Bublot, et al., 2006)

- le canarypoxvirus utilisé contre le virus de 1’influenza équine et la fievre du Nil occidental
(vaccin commercialisé par MERIAL) (Minke et al., 2004b)

- le virus de la vaccine recombinant exprimant la protéine G du virus de la rage (vaccin
commercialisé par MERIAL) (Mackowiak et al., 1999)

L’élaboration d’un vaccin capripoxvirus double recombinant FVR-PPR reléve d’un triple
interét:
- il constitue une nouvelle approche pour étudier la capacité du vecteur capripoxvirus a
protéger contre un nouveau transgene, celui de la FVR.
- il permet d’évaluer la protection conférée par le vecteur capripox en intégrant deux
valences par recombinaison homologue dans 2 sites d’insertion distincts
- il est thermostable, aspect non négligeable pour son utilisation dans les pays du Sud et

injectable en 1 seule fois pour induire une protection

Ce mémoire de thése est divisé en trois grandes parties. Une premiére partie bibliographique
rédigée en deux chapitres, le premier décrivant I’histoire de la vaccinologie, ses principes,
les différents types de vaccins et leurs limites. Le deuxieéme chapitre s’intéresse aux vaccins
vectorisés ; plus particuliérement aux poxvirus et leur implication en faveur de deux maladies
virales, la FVR et la PPR.

La seconde partie du mémoire traitera de 1I’enquéte séroépidémiologique réalisée sur la PPR et
le FVR en Tunisie et sera elle-méme divisée en 2 patties, Matériel et Méthodes et Résultats
Une troisiéeme partie traitera du développement des vaccins capripoxviraux recopmbinants
avec 1’évaluation de I’immunogénicité et de la protection de ces constructions. Cette derniére
partie sera divisée en 2cahpitres, un premier chapitre sur 1’élaboration et la validation des
constructions plasmidiques in vitro et un second chapitre qui s’adressera a la démonstartion de
I’effet protecteur des capripoxvirus recombinants FVR in vivo avec les résultats et difficultés
rencontrées. Enfin, une discussion largement argumentée par rapport aux travaux de recherche
élaborés et apparentés a ce sujet ainsi que les perspectives de ce travail seront présentées dans

le 3éme chapitre. Une conclusion générale terminera cet écrit.
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Partie | : Synthése bibliographique

Chapitre 1 : Introduction générale a la vaccinologie

La naissance de la vaccination :

La découverte de la vaccination est généralement attribuée a Edward Jenner, médecin anglais,
qui découvrit en 1796, que le virus de la vaccine responsable de la variole chez la vache
(Vacca, vache en latin) engendrait chez I’homme une protection contre la variole humaine. Le
14 mai 1796, E. Jenner inocula a un enfant du pus prélevé sur la main d’une fermiére infectée
par le virus de la vaccine. Trois mois plus tard, il inocula la variole a I’enfant qui se révéla
protégé contre la maladie. Il nomma ce procédé « vaccination ». Trois quarts de siecle plus
tard, Louis Pasteur prit pour point de départ les travaux de E. Jenner pour établir le principe
des vaccinations préventives et étendit ce terme a I’induction de la protection contre d’autres

agents infectieux.

En 1967, débute une campagne visant a éradiquer la variole. Au cours de la premiere
année du Programme Intensif d'Eradication de la variole, on dénombrait 131 789 cas de
variole dans 44 pays dont 31 dans lesquels la maladie sévissait de fagon endémique (le Brésil,
la plupart des pays d'Afrique sub-saharienne, I'Inde, I'indonésie, le Népal et le Pakistan). La
transmission de la maladie fut interrompue en Ethiopie en 1976, et en Somalie le 26 octobre
1977, date du dernier cas de variole naturelle. Le 29 octobre 1979, 'OMS déclara la variole
éradiquée de la surface de la Terre. La vaccination fut interrompue le 8 mai 1980 (Stewart &
Devlin, 2006).

Ce formidable exemple des campagnes de vaccination mises en place contre la variole, basé
sur la protection croisée du virus de la variole et du virus de la vaccine d’origine bovine a
montré toute son efficacité. Un certain nombre de vaccins ont ensuite été générés sur le méme

principe.

Faisant suite a cette premiére révolution, Louis Pasteur a mis au point le premier vaccin
contre la rage et la premiere vaccination de I’homme contre ce virus a eu lieu en 1885. En
1932, un vaccin contre le virus de la fiévre jaune a été congu par Jean Laigret. Les évolutions

pasteuriennes s’enchainent et, c’est en 1954 qu’un vaccin contre le virus responsable de la
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poliomyélite a été élaboré par Pierre Lépine. D’autre part, le principe des vaccinations
associées et du role de substances adjuvantes de I’immunité ont été étudiees depuis 1922 par
Gaston Ramon. Par ailleurs, la découverte fortuite de la possibilité d’atténuer les pathogénes
dans certaines conditions expérimentales (atténuation par passages sur supports cellulaires ou
inactivation par voie chimique ou physique, a permis de progresser jusqu’aux vaccinations

actuelles.

I. Bases moléculaires et cellulaires de la réponse vaccinale :

L utilisation de vaccins fait partie d’une stratégie de lutte intégrée contre un agent pathogene.
Au niveau individuel, le vaccin protege I’individu vacciné contre 1’infection et, au niveau
collectif par son utilisation massive lors de campagnes de vaccination ciblées, le vaccin
diminue la circulation du pathogéne au sein d’une population (par diminution de 1’excrétion
de D’agent pathogene). Son principe est simple, il consiste en I’introduction, dans un
organisme vivant, d’antigenes ou de fragments immunogenes d’un agent pathogéne, en vue de
la stimulation d’une immunité protectrice spécifique contre ce pathogene. Elle sollicite donc
la constitution d’une immunité acquise ou adaptative.

A titre de rappel, la réponse immunitaire des vertébrés vis-a-vis d’ un pathogéne se caractérise
par la coexistence d’une immunité innée et d’une immunité acquise, toutes les deux sont
complémentaires et coopératives. Le systeme immunitaire inné, plus ancien sur le plan
évolutif, constitue une premiére défense contre les agents infectieux. Activé trés précocement
apres I’entrée du pathogene a travers la peau ou les muqueuses (Figure 1), il est dirigé contre
des structures partagées par des groupes de pathogenes et met en jeu la phagocytose des
micro-organismes par les phagocytes (macrophages ou polynucléaires neutrophiles), la
cytotoxicité naturelle des cellules NK et I’activation du systtme du complément
principalement. Le systeme immunitaire inné va également réguler et orienter la réponse

acquise.

Le systtme immunitaire acquis n’intervient que plusieurs jours aprés I’infection, aprés
stimulation au niveau des organes lymphoides des cellules lymphocytaires spécifiques et
ayant une forte affinité pour les antigénes. Ce systeme posséde de plus une mémoire, capable

d’amplifier et d’accélérer la réponse immunitaire lors d’un contact ultérieur avec le méme




pathogene. Les autres particularités de ce systeme sont sa diversité, caractérisée par un large

répertoire lymphocytaire (pouvant reconnaitre jusqu’a 10° & 10** antigénes différents).
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Figure 1 : Mise en jeu de I’'immunité innée et de I’immunité acquise apres infection par un

pathogene (Abbas et al., 2000)

La réponse immunitaire acquise peut étre subdivisée schématiquement en deux :

la réponse immunitaire a médiation humorale (RIMH), caractérisée par la sécrétion
d’anticorps

la réponse immunitaire a médiation cellulaire (RIMC), aboutissant a la lyse des
cellules présentant des antigenes étrangers (Figure 2)
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Figure 2 : Induction d’une réponse immunitaire acquise dirigée contre une infection virale.
(Abbas et al., 2000)




La RIMH assure la protection contre les pathogenes extracellulaires et les toxines grace a la
sécrétion d’anticorps par les lymphocytes B activés. Elle nécessite la reconnaissance directe
de l’antigéne par un lymphocyte B spécifique, ce qui entraine la maturation et la
différentiation de cette cellule en plasmocyte sécréteur d’anticorps apres coopération avec des
lymphocytes T auxiliaires. Les anticorps produits peuvent :

- neutraliser un pathogéne libre en se fixant & sa surface et en bloquant ainsi sa liaison sur les
cellules cibles (Burton et al., 2000)

- entrainer I’opsonisation des pathogenes, ce mécanisme correspondant a une phagocytose
entrainée par les anticorps

- provoquer la lyse des pathogénes complexés aux anticorps aprés activation de la voie du
complément.

I existe a ce jour 5 types d’anticorps ou immunoglobulines (Ig) : IgA, D, E, G et M. Les IgM
sont presentes sur les lymphocytes B non activés et correspondent aux premiéeres
immunoglobulines synthétisées lors d’une premicre stimulation antigénique (lors d’une
premiere vaccination par exemple), alors que les 1gG, plus affins, sont les anticorps les plus

abondants produits apreés les IgM dans la cinétique d’infection par un agent pathogéne.

La RIMC intervient dans la détection de pathogénes intracellulaires ou de cellules tumorales,
a la suite d’une présentation d’antigenes anormaux a la surface des cellules. Elle a pour point
de départ I’interaction d’un lymphocyte T avec une cellule présentatrice d’antigenes (CPA),
spécialisée comme un macrophage ou une cellule dendritique, ou une CPA non spécialisée.
La cellule dendritique constitue la CPA la plus efficace pour la stimulation des lymphocytes T
naifs. La reconnaissance par le lymphocyte T a la surface de la CPA mature d’un peptide
provenant de la fragmentation de 1’antigéne anormal est complexé a une molécule de 1’hote, le
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) conduit a sa stimulation. Dans le cas d’un
lymphocyte T CD8+, cette reconnaissance passe par la présentation peptidique dans le
contexte du CMH de type I. Par la suite, la présentation du peptide anormal dans le méme
contexte a la surface de cellules infectées aboutit a la lyse de la cellule inspectée par le
lymphocyte T CD8+ cytotoxique (LTc) activé. Cette lyse découle soit d’un processus direct
basé sur des altérations de la membrane plasmique par la perforine ou le granzyme libérés par
le LTc ou indirect suite a ’envoi d’un signal de mort cellulaire ou apoptose en empruntant la
voie du Tumor Necrosis Factor (TNF), par exemple. En effet, les lymphocytes T actives a la

suite de la reconnaissance spécifique de 1’antigene ‘et les-CPAs, produisent de nombreux
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médiateurs solubles appelés « lymphokines » dont certains faciliteront la réponse des
lymphocytes B face au méme antigéne. Cette coopération étroite et réciproque entre les
cellules T et les cellules B-en effet si les produits de sécrétion des lymphocytes T aident a la
maturation des lymphocytes B en Cellules productrices d’anticorps, il a ét¢ démontré que les
les lymphocytes B et anticorps interviennent dans la sélection puis le maintien du répertoire T
d’un individu (Martinez et al., 1988)- rend donc inadéquate la totale séparation de I’'immunité
humorale et cellulaire. En réalité, cette distinction se fait sur la base de la nature (humorale ou
cellulaire) des mécanismes effecteurs impliqués dans la protection contre 1’agent pathogene.
La réponse immunitaire est alors orchestrée en fonction du pathogéne et de sa localisation
intra ou extracellulaire, de la voie de présentation de 1’antigéne et donc du type de pathogéne

ou vaccin administré.

Notions Th1/Th2

Quelques définitions semblent nécessaires et indispensables en préambule a la réponse
immunitaire spécifique développée chez différents hotes vis-a-vis de différents

microorganismes.
Réponse cellulaire de type Th1/Th2

La différenciation des cellules TCD4+ naives dans les 2 classes principales de cellules
TCDA4+ effectrices a lieu lors de la premiére réponse de ces cellules a 1’antigéne dans les
tissus lymphoides périphériques. Les éléments qui déterminent si une cellule TCD4+ va se
différencier en Thl ou Th2 ne sont pas encore entierement connus. En particulier, la décision
de se différencier en Th1 plutot qu’en Th2 se prenant tot au cours de la réponse immunitaire,
les cytokines produites en réponse au pathogene par les cellules de I’immunité innée jouent un
role trés important dans 1’orientation de la réponse immunitaire adaptative. Les conséquences
de I’orientation vers Thl plutot que vers Th2 sont importantes : la production de cellules Thl
conduit a une immunité de type cellulaire alors que la production préférentielle de cellules

Th2 conduit @ une immunité de type humoral.
Définitions des profils de cytokines

Les cytokines aussi différentes soient elles par leurs sources cellulaires que par leurs activités
biologiques sont fondamentales pour 1’activation et/ou la régulation des cellules effectrices du
systéme immunitaire. C’est principalement par leur intermédiaire que les lymphocytes Thl et
Th2 vont induire la mise en place et a la régulation de nombreux mécanismes effecteurs du

systeme immunitaire en réponse a la stimulation antigénique. La nature de ces cytokines
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définissent le développement d’une réponse de type Thl ou Th2. Ces cytokines sont

également impliquées dans la régulation des lymphocytes Thl et Th2 eux-mémes.
- Profil Th1/Th2

En 1986, Mosmann, et al., démontraient chez la souris 1’existence de 2 sous-populations
lymphocytaires TCD4+ auxiliaires (T helper) Thl et Th2, caractérisées par leur dichotomie
fonctionelle suivant le profil de cytokines secrétées illustrées dans le tableau 1. Cette
dichotomie se traduit par une sécrétion de différentes cytokines. Ainsi, les cellules Thi,
impliquées dans les réponses immunes a médiation cellulaire particulierement lors
d’infections par des pathogenes intracellulaires et dans les réactions d’hypersensibilité
retardée, se caractérisent par la sécrétion d’IL-2, IFNy, et IL-12. Quant aux cellules Th2, elles
jouent un role dans I’activation, la prolifération et la différenciation des lymphocytes B et
interviennent lors d’infections par les helminthes ou manifestations allergiques par la
sécrétion d’IL-4, IL-5, IL-6, 11-10 et 1I-13 (Mosmann & Coffman, 1989 ; Cherwinski et al.,
1987, Fiorentino et al., 1989). Ces 2 sous-populations produisent toutes 2 de 1’IL-3, IL-10,
GM-CSF, TNFa.

- Profil ThO

D’autres profils de cytokines ont également été mis en évidence. Un profil ThO a été défini
chez la souris (Firestein et al., 1989) et chez ’homme (Paliard et al., 1988) comme étant un
profil intermédiaire entre les profils Thl et Th2, ou les cellules produisent simultanément de
I’IL-2, de I’IFNy et de I’lIL-4. Ces cellules pourraient étre des précurseurs des lymphocytes
effecteurs Thl et Th2 (Abehsira-Amar et al., 1992), mais aussi des lymphocytes effecteurs a

part entiere en sécrétant un profil de cytokines non restreint (Kelso et al., 1991).

I1. Les différents types de vaccins et leurs limites

L’immunisation vaccinale est basée principalement sur deux grands types de vaccins : les
vaccins vivants et les vaccins inertes. Les avancées en immunologie et en infectiologie
permettent de mieux comprendre les interactions hoéte-pathogeéne. L’amélioration des
techniques de production industrielle de vaccins ne cessent de faire évoluer et de susciter de

nouvelles approches vaccinales

Thl Th2

-



Lymphokines

IL-2 + -
IFNy + -
TNFpB + -
IL-4 - +
IL-5 - +
IL-6 - +
IL-10 -+ +
IL-3 + +
GM-CSF ++ +

Tableau 1 : Propriétés des sous-populations Th1/Th2(Mosmann, et al.,1986)

I1.1. Les vaccins issus d’agents vivants atténués :

Ce sont les ancétres de la prophylaxie préventive. Ils reposent sur I’utilisation d’un
microorganisme apparenté¢ apathogene ou peu pathogene pour I’espece cible, ou d’un
microorganisme atténué par passages successifs en culture cellulaire ou sur une espéce
différente de 1’espéce cible, permettant alors I’apparition et la sélection de mutants avirulents
ou treés peu virulents. Ces virus atténués gardent la capacité de se multiplier chez I’hote avec
un fort potentiel réplicatif associé a 1’induction d’une bonne réponse immunitaire humorale et
cellulaire, proche de celle observée dans la nature contre le pathogene ciblé. lls agissent a
faible dose et sont généralement protecteur a dose unique. Ils sont dotés d’un large spectre de
modes d’administration (voie orale, intramusculaire, intradermique). Les principaux vaccins
vivants a visée humaine sont ceux contre le virus de la grippe saisonniere ,la rougeole, les
oreillons, la rubéole (ROR), la fiévre jaune, la varicelle, la tuberculose (vaccin BCG), la
poliomyélite (vaccin oral), les gastroentérites a Rotavirus. Malgré leur atténuation, ces
souches peuvent garder un pouvoir de virulence résiduelle qui pourrait conduire une
réversion de virulence par un retour au phénotype sauvage. L’exemple dans le monde
véterinaire a eu lieu lors de la vaccination contre le virus du syndrome dysgénésique et
respiratoire porcin (SDRP). En effet, la vaccination des porcins reproducteurs avec virus

vivant atténué a été responsable de la propagation de I’infection de troupeaux vaccinés danois
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vers des troupeaux non vaccinés (Mortensen et al., 2002). Ce risque est d’autant plus
important avec les virus & ARN qui présentent un taux élevé de mutations spontanées (Els et
al., 2007). Leur atténuation doit agir sur un grand nombre de mutations réparties sur la
totalité du génome ce qui a été prouvé avec la souche du vaccin RBOK de Plowright et Ferris
employée entre le 90°™ et le 122°™ passage produit en culture celullaire et lyophilisé pour
I’éradication de la peste bovine (Baron et al., 2005). Une grande partie des vaccins
développés dans le domaine de la bactériologie sont des vaccins constitués de sous-unités.
Cependant certains vaccins sont des vaccins vivants atténués produits a partir de souches
sauvages. La souche 34F2 obtenue par Sterne en 1937 protége contre la fiévre charbonneuse
et est couramment utilisée (Turnbull et al., 1991). La souche T1-44 protégeant contre la
péripneumonie contagieuse bovine est également recommandée par la FAO et I’OIE (Provost
et al., 1987) . Cependant, la mise au point de vaccins atténués antibactériens s'est révélee
assez difficile. A titre d’exemple, une tentative de vaccins avec la souche bactérienne
Lawsonia intracellularis responsable de 1’entéropathie proliférative porcine n’a pu aboutir, les
caractéristiques phénotypiques et génotypiques entre la souche vaccinale et la souche sauvage
n’ayant pu étre identifiées (Els et al., 2007) . Il existe a ce jour un seul vaccin anti-bactérien
de ce type largement utilisé chez I'hnomme : le vaccin contre la tuberculose ou B.C.G (bacille
de Calmette-Guérin) (http://www.pasteur.fr).
Le monde de la vaccination animale anti-parasitaire est tout autre, ceci malgré le degré élevé
de complexité génétique des parasites. Le développement de vaccins protégeant contre les
parasites protozoaires reste toujours un grand défi étant donné la variabilité antigénique de
ces microorganismes au cours des différents stades de leur cycle de vie a I’intérieur de 1’hote.
Une grande hétérogénéité persiste également entre les différentes souches parasitaires. Afin
de pouvoir contourner toutes ces variabilités, diverses types de stratégies vaccinales ont été
élaborées avec des modes d’action variables en fonction des types de parasites :
- une vaccination qui couvre I’infection durant tout le cycle parasitaire : utilisé en
industrie aviaire contre la coccidiose, maladie parasitaire ayant comme agent le
protozoaire intracellulaire obligatoire Eimeria (Shirley et al., 2005) .
- une vaccination couplée a une antibiothérapie : c’est le cas des infections par les
hématoprotozoaires tels que Theileria parva, Theileria annulata. Ainsi, il a été
démontré chez les bovins atteints de theileriose, que I’utilisation d’une
primovaccination avec une souche sauvage suivie d’une prise de tétracycline a effet
prolongé , constitue une stratégie de contréle vis-a-vis de cette parasitose (McKeever
et al.,1999 ; Graham et al., 2006).

-



- la vaccination a base de parasites dont le cycle vital est « tronqué ». L’exemple est
celui de Toxoplasma gondii commercialisée en tant que vaccin administré au brebis
avant I’accouplement pour les immuniser contre la toxoplasmose (Buxton et al., 1995)

- la vaccination utilisant des souches virulentes atténuées. C’est le cas de Babesia bovis
et Babesia bigemina agents responsables de la babésisose chez les bovins et dont un
vaccin commercialisé a fait ses preuves sur le terrain. Il participe a I’atténuation de
I’infection chez les jeunes animaux (De Waal et al., 2006). Pour la piroplasmose chez

le veau, un vaccin atténue a eté développé (Ojeda et al., 2010).

11.2. Les vaccins inertes :
Cing types de vaccins inertes seront cités ici :

La production de vaccins inertes fait appel dans sa conception finale a la réalisation d’une
étape d’inactivation du pathogéne grice a un traitement chimique (formol, 3 propiolactone
¢thyléne imine,...) ou physique (chaleur, rayonnement UV,...). Ces traitements assurent une
bonne stabilité et innocuité du vaccin inactivé mais peuvent altérer I’immunogénicité des
protéines (Duque et al., 1989). Afin d’obtenir une réponse immune satisfaisante, ces vaccins
doivent contenir une quantité importante de 1’agent pathogeéne inactivé et nécessitent
fréquemment la présence d'adjuvants et 1’injection de plusieurs doses pour induire une
protection durable, ce qui explique leur co(t de production assez élevé. Plusieurs vaccins de

ce type sont actuellement commercialisés :

1-Les vaccins entiers inactivés:

Un certain nombre de vaccins viraux a visée humaine ont été produits ainsi : le vaccin pour
lutter contre la grippe aussi contre I’hépatite A (Havrix " par GlaxoSmithkine, AVAXIM® par
Sanofi Pasteur MSD). La plupart des vaccins bactériens de premiére genération sont
constitués de bactéries entiéres inactivées: Salmonella typhi pour la typhoide, Vibrio cholerae

pour le choléra, Bordetella pertussis pour la coqueluche.

2- Les vaccins constitués de toxines inactivées :




On cite comme exemple pour ’homme, les vaccins contre la diphtérie et le tétanos (Gaston
Ramon, Institut Pasteur (1923)), qui sont composés de protéines sécrétées par les bactéries
elles mémes qui sont purifiées et traitées chimiquement. En effet, la présence d’anatoxines
peut stimuler le systeme immunitaire et les anticorps produits contre elles peuvent neutraliser

I'activité des réelles toxines bactériennes induisant une protection chez I’homme.

3- Les vaccins sous-unitaires :

Ils sont composés de protéines purifiées ou recombinantes immunogenes issues de 1’agent
pathogene. Bien souvent, les protéines immunogenes choisies pour ce type de vaccins sont les
protéines de surface exposées naturellement au systeme immunitaire. Deux exemples probants
sont le vaccin protégeant le chat contre I’herpés virus félin et le vaccin protégeant contre le
virus de I’hépatite B chez ’homme par administration des protéines d’enveloppe virale
produites en systeme de levures ou sur lignées cellulaires (Stephenne et al., 1988). Les
vaccins a base de pseudoparticules virales (Virus Like Particles -VLPs) peuvent étre
considérés comme des vaccins sous-unitaires. Le tres récent vaccin contre les papillomavirus
Gardasil® protégeant contre les sérotypes 6, 11, 16, 18 est utilisé pour prévenir des cancers du
col de I'utérus (Siddiqui et al., 2006). Des candidats vaccinaux basés sur les VVLPs ont été
également développés contre le virus HIN1 (Quan et al., 2010), le virus de la bluetongue
(Roy et al., 1990 ; Roy et al., 1994 ; Stewart et al., 2010) et le virus de la fievre de la vallée
du Rift ( Liu et al. 2008 ; Mandell et al., 2010 ; De Boer et al., 2010) induisant une réponse
immunitaire protectrice, ils sont trés prometteurs. La stabilité de la production de ces VLPs
ainsi que le colt de production restent des facteurs limitant pour I’utilisation de ces vaccins a
grande échelle dans le monde animal. Quelques vaccins a base de particules VRP (Virus-like
Replicon Particles) produites par le systéeme de réplication basé sur le vecteur alphavirus ont
également été produits. Un vaccin exprimant le gene de I’hémagglutinine (HA) ou de la
neuraminidase (NA) du virus influenza H3N2 (Hubby et al.,, 2007) ou celui des
glycoprotéines du virus de la fievre de la vallée du Rift (Gorchakov et al., 2007 ; Heise et al.,

2009) semblent induire une immunité protectrice.

4- Les vaccins peptidigues :

Ne sont inclus dans ces vaccins que les peptides ou les épitopes reconnus dans le cadre de la
réponse immunitaire acquise par les lymphocytes B ou T. De maniére a obtenir une
immunogénicité correcte, ces peptides doivent le plus souvent étre couplés a une protéine

porteuse comme l'ovalbumine et étre adjuves. De tels peptides ont été définis et ont pu étre
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utilises avec succes pour protéger les chiens contre la parvovirose canine (Langeveld et al.,
1994). Néanmoins cette approche, en terme de production industrielle génére un codt de
production assez élevé et une technologie complexe a mettre en place. Une tres bonne

innocuité est assurée par les vaccins dits peptidiques et les vaccins sous-unitaires.

5- Les vaccins 8 ADN nu :

Les progrés des biotechnologies ont permis le développement de vaccins a ADN nu, dans
lesquels le géne codant pour une protéine immunogeéne d’un pathogéne est exprimé par un
plasmide se répliquant dans le systéme bactérien ceci sous le contrdle d’un promoteur
eucaryote pour une expression optimale dans les cellules de I’espéce de 1’hote cible.
Néanmoins, ce type de vaccin souléve un probleme potentiel de sécurité suite au risque
d’intégration de I’ADN vaccin dans le génome cellulaire (Rosenberg et al., 2003). Par contre,
par rapport aux avantages des vecteurs vivants atténués non réplicatifs, la technologie du
vaccin plasmidique ajoute une série d’améliorations complémentaires, & Savoir :

- L’absence d’immunité contre le vecteur lui-méme, ce qui réduit les risques
d’interférence lors d’administrations répétées du méme vecteur

- L’expression prolongée de I’antigéne recombinant qui explique en partie, une longue
persistance des réponses immunitaires.

- L’absence de compétition entre le transgene et le vecteur pour [’activation des
réponses immunitaires permettant une réponse ciblée et spécifique de I’antigéne
vaccinal

- Dans certains cas, ce modeéle permet I’activation des réponses cellulaires par des
séquences immunostimulatrices (CpG) localisées dans le plasmide lui-méme (Hong et
al., 2004).

Enfin, la possibilit¢é de vacciner de trés jeunes animaux, méme en présence d’une forte
immunité maternelle due a la présence des anticorps maternels résiduels, avec un vaccin a
ADN, a été¢ démontrée dans plusieurs especes d’intérét vétérinaire (Fischer et al., 2003). Ainsi
cette approche a base d’ADN nu permet d’engendrer une trés bonne réponse immunitaire pour
la lutte contre le pathogene lorsque I’immunité maternelle a fortement chuté et que I’immunité
active n’a pas pu étre efficacement stimulée par un vaccin classique.

Les vaccins vivants vectorisés par des vecteurs d’origine virale représentent un bon
compromis entre les vaccins vivants atténués et les vaccins inertes. Ils présentent I'antigéne de

facon adéquate au systéeme immunitaire, sans poser les problémes de réversion vers la
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pathogénicité qui peuvent étre redoutés avec les vaccins vivants atténues. Un nombre certain
d‘études expérimentales avec les différents systémes vectorisés disponibles démontrent
I’efficacité de nombreux vecteurs viraux. Les alphavirus ont été testés dans le cadre de la
vaccination contre la malaria (Tsuji et al., 1998) et la FVR (Heise et al., 2009) chez la souris.
D’autres replicons basés sur le virus de 1’encéphalité equine Venezuelienne (VEE), le Semliki
Forest virus (SFV) et le Sindbis virus (SIN), sont trés prometteurs en tant que candidats
vaccinaux contre les fievres hémorragiques de Lassa et Marburg (Hevey et al., 1998 ; Pushko
et al., 2001). Les orthomyxovirus (influenza virus type A) peuvent susciter une réponse
immunitaire contre une protéine non structurale du virus HIV-1 (Human Immunodeficiency
Virus) (Ferko et al., 2001). Les virus associés a 1’adénovirus (AAV) se sont montrés efficaces
dans I’induction d’une réponse protectrice contre le HIV-1 également (Xin et al., 2002). Les
adénovirus semblent également étre des vecteurs vaccinaux intéressants contre le HIV-1
(Shiver et al., 2002) ou contre le virus Ebola (Sullivan et al., 2000). Enfin, les poxvirus sont
de trés bons candidats vaccinaux pour protéger de la rougeole chez le macaque (Stittelaar et
al., 2000). Malgré ces nombreuses études expérimentales en médecine humaine préventive, il
n’existe pas aujourd’hui de vaccin humain commercialisé bas¢ sur I’utilisation de vecteurs
viraux. En médecine vétérinaire, un petit nombre de vaccins vectorisés sont aujourd’hui
commercialisés, dans le cadre de la lutte contre la rage en Europe. Dans ce but, le virus de la
vaccine porteur du gene de la glycoprotéine G du virus rabique s’est montré protecteur chez le
renard avec une administration par voie orale. Il a permis d’éliminer les réservoirs sauvages
du virus de la rage dans de vastes zones européennes (Mackowiak et al., 1999). D’autre part,
le vecteur canarypoxvirus non réplicatif chez les mammiféres a été utilisé comme vecteur
d’expression de protéines immunogénes du rétrovirus responsable de la leucose féline
(Taylor et al., 1995; Tartaglia et al., 1993), des protéines VP2 et VP5 du virus de la
bluetongue (Boone et al., 2007), des protéines immunogénes prM/E du virus West Nile
(Minke et al., 2004a) et de la protéine H du virus aviaire HSN1 (Kyriakis et al., 2009).

Les vaccins vivants vectorisés par des vecteurs d’origine bactérienne ne seront pas présentés
ici de fagon exhaustive. Ainsi, plusieurs espéeces appartenant a différentes familles de
bactéries peuvent étre utilisees comme vectrices telles que Salmonella pour lutter contre
Streptococcus pneumoniae chez les enfants (Curtiss et al., 2010), Listeria dans les thérapies
anti-cancéreuses (Tangney et al., 2010), les colibacilles tels que E. coli pour lutter contre
Vibrio cholerae (Keller et al., 2010) et bien d’autres.
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Chapitre 2 : Les différents vecteurs utilisés en vaccinologie

Les vaccins a virus recombinants constituent les nouveaux outils prometteurs pour véhiculer
des antigenes au sein d’un organisme. Ce type de présentation de 1’antigéne reproduit le
schéma naturel de I’infection virale, avec une activation efficace de la réponse cellulaire
(Damas-Rocha et al., 2004).

L’obtention de vaccins recombinants est basée essentiellement sur 1’incorporation du
transgéne dans le vecteur, ils sont considérés comme d’excellents immunogénes par leur
facilité de pénétration dans les cellules, en particulier dans les cellules CPA en déclenchant
efficacement et précocement toute la cascade de la réponse immunitaire cellulaire (Brown et
al., 2003 ; Miyazawa et al., 1999). Les grands avantages de ces vecteurs recombinants sont
leur conservation par lyophilisation tout en conservant leur pouvoir immunogene ainsi que
I’induction d’une protection par I’administration d’une dose unique pour protéger contre

certains agents pathogénes (Damas-Rocha et al., 2004).

Bien que tout génome viral puisse étre manipulé, tous les virus n’ont pas les mémes capacités
a pouvoir exprimer des génes étrangers dans les cellules hotes. Certains virus ont été identifiés
comme étant plus efficaces pour I’induction d’une réponse immunitaire. Parmi ceux-ci, les
virus influenza, les poxvirus, les adénovirus, (Damas-Rocha et al., 2004), le rubella virus
(Pugatchev et al., 2000) et les flavivirus (Brandler et al., 2008) représentent les vecteurs les
plus attractifs qui peuvent étre utilisés a des fins de vaccination mais aussi en thérapie

génique.

Dans les 2 premiéres parties (I et I1) de ce chapitre 2, seront décrites les caractéristiques et les
particularités de ces vecteurs, leur modéle de construction, leurs avantages et limites, ainsi
que des exemples de leurs applications. L’exemple du vecteur capripox Kenya Sheeppoxvirus
| (KS1) et son expression vis-a-vis de deux transgénes : le géne H du virus de la PPR, et le
géne NSmG2G1 pour le virus de la FVR sera ensuite detaillé.

.



I. Les vaccins recombinants vectorisés par des virus ARN
I.1. Les virus Influenza en tant que vecteurs :

Les virus influenza A sont des virus a ARN enveloppés appartenant a la famille des
Orthoxmyxoviridae. Leur génome est constitué de 5 segments monocistroniques et 3
bicistroniques. Ces virus possedent plusieurs particularités qui les classent en tant que bons
candidats pour I’expression de transgénes (Garcia-Sastre et al., 2000) : ils ont I’avantage de
ne pas s’incorporer dans le génome cellulaire méme sur de longues périodes d’infection ce qui
limite le risque li¢ a I’oncogenése. D’autre part, 1’existence de plusieurs sérotypes et variants
et souches virales permet d’éviter les inconvénients liés a I’existence possible d’une pré-
immunité liée au vecteur en sélectionnant les meilleurs vecteurs d’expression (Jin et al.,
2003 ; Mendelman et al., 2001).

La construction d’un virus Influenza recombinant :

Suite au développement de la génétique inverse, deux systémes de construction des virus
Influenza recombinants ont été élaborés : le systéme « helper-dependent » et le systeme
« helper-independent » tels que décrits sur la Figure 3 (Neumann et al., 2002). Dans le cas du
systeme « helper-dependent », la construction repose sur la cotransfection de 5 plasmides, un
premier plasmide contenant le segment bicistronique recombinant et 4 autres plasmides
comportant la protéine de fusion ainsi que 4 protéines structurales pour stimuler la formation
des recombinants. Cette méthode nécessite des cellules permissives pour la sélection des
recombinants. Dans le cas du systeme « helper-independent », une cotransfection de 17
plasmides dont I’un renferme le segment bicistronique recombinant permet d’assurer toute la
machinerie virale. Les virions néoformés constituent les vecteurs recombinants. Ces deux

systemes ont pu générer des virus recombinants.
Limites :

La capacité d’insertion transgénique dans ces virus est limitée. Elle varie entre 12 aa et 28aa,
ce qui est trés faible. Pour pouvoir exprimer de longs fragments génomiques, plusieurs
options sont possibles : I’insertion de séquences IRES (Internal Ribosome Entry Site) |,
séparateurs de séquences codantes favorisant 1’augmentation de la taille de I’insert (Garcia-
Sastre et al.,, 1994); une seconde option est un agencement différent de segments

bicistroniques permettant 1’insertion de transgénes d’une taille de 220aa. Ce type de




recombinant a prouvé sa stabilité in vitro et in vivo en multiplication dans les poumons des
souris (Machado et al., 2003).
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Figure 3 : le systeme « helper-dependent » et le systeme « helper-independent » des virus
Influenza

Exemples de vaccins Influenza recombinants :

Le premier vecteur construit a partir du virus Influenza a permis d’exprimer la protéine du
circumsporozoite du parasite Plasmodium connu pour sa reconnaissance par les lymphocytes
T CD8+. L’ immunisation de souris avec ce vecteur Influenza recombinant en tant que primo-
immunisation « prime » suivie par un virus recombinant a base du virus de la vaccine en tant
que stimulant « boost » aboutit a la protection des animaux (Li et al., 1993 ; Miyahira et al.,
1998). L’¢épitope V3 de la protéine d’enveloppe env du virus VIH a également pu étre
exprimé par ce modele vectoriel et en combinaison avec un virus recombinant a base du virus
de la vaccine induisent en synergie une réponse cellulaire de type CD8 (Gonzalo et al.,
1999) . L’expression d’un épitope du virus de la lymphochoriomeéningite reconnu par les

cellules T (Castrucci et al., 1994) ainsi que I’expression d’un épitope du virus Herpes Simplex




Virus 2 (HSV-2) reconnu par les lymphocytes T cytotoxiques (Blaney et al., 1998) conferent

une immunité protectrice.

En conclusion, au vu des quelques exemples déja développés, les virus Influenza
recombinants conférent une immunité stable et de longue durée suite & une primo-
immunisation (Castrucci et al., 1994 ; Blaney et al., 1998) cependant cette réponse ne permet
pas, dans certains cas, I’induction d’une immunité protectrice, elle demande a étre stimulée
par d’autres types de vecteurs vivants, tels que le virus de la vaccine (Li et al., 1993 ;

Miyahira et al., 1998).

1.2. Les virus Rubella en tant que vecteurs :

Le rubella virus (RUB) est un petit virus ARN de 10 kb et de polarité positive appartenant au
genre Rubivirus et & la famille des Togaviridae. Le RUB a montré son efficacité vaccinale en
tant que souche vaccinale atténuée depuis les années 1970 pour protéger contre la rubéole. La
réponse immunitaire engendrée suite a une vaccination a toujours montré des résultats
supérieurs a 95% dans la majorité des cas (Pugatchev et al., 2000). En tant que vecteur
recombinant, le RUB présente certaines limites similaires a celles des virus Influenza,
notamment la taille de I’insert pour en faire un bon candidat vaccinal hybride. La limitation
dans la taille de I’insert ainsi que la stabilité du virus RUB sont les principales difficultés
(Spadicini et al., 2010). L’amélioration de la stabilit¢ du vecteur a pu étre résolue par
I’introduction de séquences IRES du picornavirus au sein du génome du virus rubella,
stratégie deja utilisée pour assurer la stabilité des vecteurs alphavirus (Schlesinger et al.,
1999). Concernant la taille de I’insert, la délétion d’une protéine non structurale P150
appartenant au génome du virus rubella a permis I’insertion de plus gros transgeénes ainsi que
leur expression in vitro. Ces premiers résultats ont pu mettre en évidence la capacité du virus
rubella a intégrer dans son génome des génes de taille supérieure a la taille du virus rubella

avec une réplication stable dans un systeme in vitro (Spadicini et al., 2010).

En conclusion, le gros avantage du vecteur rubella virus est sa capacité de réplication a une
croissance exponentielle au sein de son hote. Cette particularité permet la production
d’antigeéne en continu ce qui assure le potentiel de la réponse immunitaire innée. Par contre, la
présence d’anticorps dirigés contre le vecteur acquis lors de vaccination limite son utilisation

en dose unique (Robert-Guroff et al., 2007).
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1.3. Le virus de la rougeole en tant que vecteur :

Le vaccin contre la rougeole est I'un des meilleurs vaccins humains. C’est un morbillivirus
enveloppé avec un génome a ARN non segmenté de 16kb (Brandler et al., 2008). Suite a une
premiere infection par ce virus, une réponse immunitaire forte et spécifique est établie. Elle
protégera I’individu tout le long de sa vie. La réponse est humorale mais aussi cellulaire par la
prolifération de TCDS8+. L’atténuation de plusieurs souches du virus de la rougeole a conduit
a la sélection d’entités virales résultant de plusieurs combinaisons de mutations assurant

I’absence de la pathogénicité et I’irréversibilité au phénotype sauvage (Hilleman et al., 2002).

Les réflexions qui ont conduit a la conception de recombinant a partir du virus de la rougeole
sont multiples. Ils reposent tout d’abord sur la stabilité de ce virus et sa facilité¢ de production.
Leur mode de réplication est strictement intra cytoplasmique d’ou ’absence de risque
d’intégration au génome cellulaire. De plus, ces virus ont une grande affinité pour les cellules
du systeme immunitaire et, en particulier, les CPA, intéréts majeurs pour les vecteurs

vaccinaux.

Un vecteur dérivé de la souche vivante atténuée Schwarz du virus de la rougeole (VR) a été
développé . La capacité de ce vecteur a exprimer fortement et stablement des glycoprotéines
d’enveloppe du VIH et les protéines de surface du virus de I’hépatite B et & induire des
réponses immunitaires humorales et cellulaires spécifiques in vivo, a été démontré (Lorin et
al., 2004 ; Del Valle et al., 2007).

Egalement, ce vecteur a pu surmonter une immunité préexistante contre la rougeole, au moins
chez l'animal, quand deux doses de vaccins recombinants ont été administrées (Zhu et al.,
2000). Des essais cliniques sont en cours pour confirmer cette observation chez des adultes
préimmunisés. Des candidats vaccins recombinants construits a partir du virus de la rougeole
exprimant des protéines du virus du Nil occidental ont également été produits (Despres et al.,
2005) avec une protection totale contre une épreuve expérimentale. D’autres candidats
vaccinaux recombinants pour les 4 sérotypes de la dengue ont été construits, ce type de
vecteur pourrait étre utilisé comme vaccin combiné pour immuniser des enfants et des
adolescents simultanément contre la rougeole et les flaviviroses comme la dengue dans les

pays en développement (Brandler et al., 2008 ; Brandler et al., 2010).
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1.4. Exemple d’autres vecteurs : le virus Newcastle

Le virus Newcastle est un paramyxovirus d’origine aviaire composé d’un génome a ARN. Il
n’a aucune antigénicité commune avec les virus d’origine humaine, ce qui en fait un vecteur
intéressant pour I’homme qui ne développera aucune immunité anti-hote. Un certain nombre
de constructions vaccinales ont éte élaborées, notamment des constructions avec
1’hémagglutinine H ou Neuraminidase N du virus H5N1 induisant une immunité protectrice
(DiNapoli et al., 2010). Le virus respiratoire syncitial (McGinnes et al., 2011) et le virus de la
fievre de la vallée du rift (Kortekaas et al., 2010a ; 2010b) ont également fait 1’objet de la

construction de candidats vaccinaux induisant une protection lors d’infections expérimentales.

I1. Les vaccins recombinants vectorisés par des virus a ADN

I1.1. Les vecteurs recombinants Adénovirus

La famille des Adénovirus est divisée en deux genres, les Aviadénovirus et les
Mastadénovirus, ces derniers étant capables d’infecter les mammiféres. On dénombre 49
sérotypes d’adénovirus qui sont immunologiquement distincts et pouvant infecter 1’homme.
Certains d’entre eux (AdHul, 2, 5, 6) restent endémiques dans des régions, d’autres sont
utilisés a des fins vaccinales (Howell et al., 1998).Les adénovirus sont des virus a ADN non
enveloppés et de taille moyenne (70-100nm). Leur génome de 30 a 42kb est linéaire,
bicaténaire et ne peut s’intégrer dans celui de la cellule héte. Ces virus sont capables de se
multiplier a la fois dans des cellules en division et au repos. Leur tropisme cellulaire est tres
varié et est conditionné par la présence de plusieurs types de récepteurs cellulaires : CAR,
CD46, CD80 qui sont a l'origine de leur diversité en terme de permissivité cellulaire
(Bergelson et al., 1997 ; Gaggar et al., 2003 ; Short et al., 2004). Les adenovirus sont
fortement immunogeénes et ont la particularité d’activer I’'immunité innée. Le complexe
PAMPS (pathogen-associated molecular patterns) est a I’origine de la maturation des cellules

dendritiques en cellules CPA (Medzhitov et al., 2000).

Le processus de recombinaison homologue effectué soit dans des cellules de mammiferes ou
dans des bactéries, permet d’obtenir les vecteurs adénovirus recombinants (Figure 4) (He et
al.,, 1998 ; McGrory et al., 1988). La purification des particules recombinantes est réalisée sur

des lignées cellulaires permissives palliant la fonction des genes délétes.
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Figure 4 : Construction d’un adénovirus recombinant par recombinaison homologue

A partir des années 1980, différentes méthodologies ont été initiées pour conduire a la
génération des premiers recombinants adénovirus. L’AdHuS a servi d’outil de base. Des
recombinants de 1ére, de 2éme et de 3éme génération ont été élaborés (Figure 5) (Alba et al.,

2005).
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Figure 5 : Représentation schématique du génome de I’AdHu5 et les différentes générations
des vecteurs adénovirus




Les vecteurs de premiere genération (Genération 1) se caractérisent par deux delétions
géniques : E1 intervient dans la réplication virale. E3 réduit ’expression des déterminants du
systéme d’histocompatibilité majeur de casse I. La multiplication de ces vecteurs nécessitent
des cellules qui expriment E1. Les vecteurs de seconde génération (Géneération 2) combinent
une délétion totale de tous les géenes précoces. Cette nouvelle présentation permet
d’augmenter la taille des transgénes a insérer, jusqu’a 14kb ; par contre ces vecteurs ne
conferent pas une immunité in vivo et présentent une grande toxicité. Enfin, 1’adénovirus
Helper dependant appelé aussi « Gutless Adénovirus » est dépourvu entiérement de ses

régions codantes.

Exemples de vaccins recombinants adénovirus :

Les premiers recombinants ont été utilisés pour protéger contre le virus de la rougeole, de la
rage, de la stomatite vésiculeuse, du virus de I’hépatite B et celui de HIV. Dans toutes ces
constructions, I’expression des transgeénes a été sous le contrdle d’un promoteur eucaryote de
cytomégalovirus (Alkhatib et al., 1988 ; Chanda et al., 1990 ; Prevec et al., 1989 ; Prevec et
al., 1990). Dans plusieurs cas, le vecteur adénovirus confere une immunité compléte a la suite
d’une seule dose vaccinale ; I’exemple a été observé contre le virus de 1’herpés suite a
I’expression de la glycoprotéine B (McDermott et al., 1989). Cependant, la contrainte majeure
dans I’utilisation de ce vecteur concerne spécifiquement I’homme. En effet, une grande
majorité de la population humaine possede une immunité préexistante contre une multitude
d’infections naturelles a adénovirus ce qui entrave considérablement I’immunité induite par
ces vecteurs. Pour contourner ce probléme, des travaux ont conduit a [I’utilisation
d’adénovirus spécifiques des chimpanzés, tels le cas du AdCh63 et Ad68 qui, exprimant le
géne gag du virus HIV ont montré des résultats encourageants (Pinto et al., 2003). Les
adénovirus canins contre la rage induisent une réponse immunitaire de type humorale et

cellulaire lorsqu’ils sont injectés chez des moutons (Bouet-Cararo et al., 2011)




11.2. Les poxvirus recombinants

Les poxvirus appartiennent a la famille des Poxviridae. Ce sont de gros virus a ADN,
complexes qui se répliquent entierement dans le cytoplasme des cellules de vertébrés et
d’invertébrés. Ils ont été les premiers a jouer un rble majeur dans le développement de la
virologie, de I’'immunologie et de la vaccinologie (Pastoret et al., 2003). Ces virus ont fait

1’objet de multiples applications dans le domaine de la recherche. Ils ont permis :

- L’expression de génes en grande quantité (soit en insérant ces derniers dans le génome du

poxvirus, soit en le plagant en aval d’un promoteur de bactériophage (Fuerst et al., 1986)),

- La réactivation du génome des virus & ARN de polarité négative, comme le virus de la rage
(Schnell et al.,1994),

- L’établissement de banque d’ADNc, permettant d’identifier des antigénes tumoraux
(Smith et al., 2001).

Néanmoins, le principal domaine d’application des poxvirus reste leur usage en tant que
vecteurs vaccinaux. Le virus de la vaccine VACV (Vaccinia Virus), est le prototype de cette
famille. Il a contribué a la connaissance approfondie de la biologie des virus en général et des
Poxviridae en particulier (Moss et al., 2001). A partir des années 1980, le VACV a donné
naissance au premier recombinant contre le virus de la rage (Blancou et al.,1986). Les
poxvirus sont passées alors de pathogenes aux premiers vaccins recombinants. Dans le genre
avipoxvirus infectant strictement les oiseaux, un certain nombre de virus tels que le
fowlpoxvirus, le canarypoxvirus et le pigeonpoxvirus ont prouve leur efficacité vectorielle

pour de nombreux transgenes.

Construction d’un poxvirus recombinant :

Les trois méthodes de construction disponibles sont schématisées sur la figure suivante
(Figure 6).

- La premiere méthode : elle est basée sur le principe de la recombinaison homologue

nécessitant une cassette plasmidique comportant le transgene et un géne de sélection,
chacun étant sous la dépendance d’un promoteur. L’ensemble est réparti de part et d’autre
de deux séquences du site d’insertion du poxvirus recombinant (la thymidine kinase, TK,

par exemple). La transfection de cellules permissives prealablement infectées avec le

.




poxvirus avec la cassette plasmidique (ou plasmide navette) permet de générer des
recombinants par recombinaison homologue in vivo entre I’ADN du génome du poxvirus
parental et I’ADN plasmidique, pour permettre la formation d’un virus recombinant. Suite

a cette recombinaison, on doit s’assurer de la stabilité du virus recombinant.

Plasmide recombinant

1 o

ERrTsmmmme——]  ADN parental

Recombinaison in vivo + apres trar ) de animales ir
EEm—=] ADN recombinant

ADN viral
dans un BAC

3 < Recombinaison  in vivo (E. col))
ADN recombinant
dans un BAC
\ Transfection de cellules animales avec ADN rec + virus complémentant
——

Figure 6: Présentation des trois méthodes de construction de poxvirus recombinants.
(Drillien et al., 2003)

- La deuxiéme méthode : elle consiste en une ligation in vitro entre I’ADN poxviral

digéré en un‘site de restriction unique et le géne a introduire comportant a ses deux
extrémités le site de restriction compatible. Afin d’obtenir I’ADN recombinant, ce dernier,
apres 1’étape de ligation est transfecté dans des cellules infectées par un autre poxvirus
(virus complémentant), qui apporte I’ensemble des enzymes nécessaires a la formation du
nouveau virus a partir de I’ADN recombinant. Cette méthode n’a été appliquée qu’au virus
de la vaccine et les virus complémentant étaient soit une souche thermosensible du virus de
la vaccine (Merchlinsky & Moss, 1992), soit le virus de la variole aviaire (Merchlinsky et
al , 1997 ; Scheiflinger et al.,1992). Ce dernier présente le double intérét d’avoir un
génome assez éloigné de celui de la vaccine, ce qui limite les possibilités de recombinaison
et de ne pas se multiplier sur les cellules de mammiféres ce qui facilite la sélection des

recombinants.




- La troisieme méthode : elle est fondée sur la possibilité de cloner la totalité du

génome viral dans un chromosome bactérien artificiel (BAC) et de récupérer le virus a

partir du clone génomique.

Le choix du site d’insertion est un ¢lément important dans 1’élaboration des poxvirus
recombinants. Le génome du genre Capripoxvirus a largement été étudié (Tulman et al.,
2001 ; Tulman et al., 2002) et plusieurs régions génomiques codant pour des protéines
intervenant dans le pouvoir pathogeéne du virus (génes de spectre, d’hdte, génes codant pour
des protéines, qui modulent la réponse immunitaire,...), ou de régions intergéniques ne
perturbant pas les propriétés du vecteur peuvent étre utilisées comme sites d’insertion. Le
génome des poxvirus possede une plasticité suffisamment importante pour pouvoir insérer
plusieurs génes dans le méme virus. Le meilleur exemple est I’insertion de sept genes
différents de Plasmodium falciparum dans le virus de la vaccine ; I’intérét est d’induire une
réponse immunitaire plus large contre ce parasite (Tine et al., 1996).

L’isolement du poxvirus recombinant est le plus frequemment basé sur 1’ajout d’un géne
marqueur négatif conférant une résistance au virus généré (résistance a [I’acide
mycophénolique, a la généticine par exemple). Des génes marqueurs positifs peuvent
également étre insérés et permettront la visualisation des plages de lyse grace a la
transformation d’un substrat chromogéne (B-galactosidase, B-glucuronidase). De nombreux
autres genes marqueurs existent, mais les milieux qui permettent de les sélectionner sont bien
souvent toxiques pour les cellules sur lesquelles se répliquent le virus. Depuis 1982, une
sélection des virus recombinants par hybridation des plages de lyse a été développée (Panicali
& Paoletti, 1982). Egalement la mise en pratique de tests utilisant des anticorps spécifiques,
ont permis de mettre en évidence les virus recombinants exprimant le géne d’intérét par une

technique d’immunofluorescence indirecte.

Exemples d’applications de recombinants poxvirus :

Le premier vecteur qui a suscité toute I’attention des chercheurs mais aussi qui a fait preuve
de résultats marquants est le virus de la vaccine. Il est capable de se multiplier aisément in
vitro et in vivo au sein de tous les vertébrés. En 1982, les premiers vecteurs recombinants
générés a partir du virus de la vaccine ont été élaborés en utilisant deux approches distinctes
pour assurer I’innocuité de la souche virale recombinante (Mackett et al., 1982 ; Panicali &
Paoletti, 1982). La premiére approche a consisté a déleter les génes impliqués dans la

réplication virale, les interactions virus-cellules et la formation extracellulaire des virions : la




souche NYVAC qui a subi la délétion de 18 ORFs est devenue un excellent candidat vectoriel
par I’induction d’une réponse immunitaire solide vis-a-vis de plusieurs transgénes (Paoletti et
al., 1996). La seconde approche repose sur des passages du virus de la vaccine sur des hotes
inhabituels ou sur un support cellulaire conduisant a sélectionner des variants selon les effets
cytopathiques obtenus. L’exemple type de cette seconde approche est la souche Ankara
(MVA) qui a subi 570 passages sur des fibroblastes d’embryons de poulets (Gallego-Goémez
et al., ,2003). Le premier poxvirus recombinant a avoir été utilisé sur la faune sauvage est le
recombinant vaccine-rage (V-RG) (Blancou et al., 1986 ; Brochier et al., 1989 ; Pastoret &
Brochier, 1992) pour la vaccination orale des renards. Son utilisation massive dans toute
I’Europe a permis une élimination progressive de la rage (Brochier et al., 1991 ; Brochier et
al., 2001).

Un certain nombre de vaccins recombinants construits a partir de capripoxvirus ont vu le jour
et protégent contre la peste bovine (Verardi et al., 2002 ; Yamanouchi et al., 1994), la PPR
(Romero et al., 1993 ; Diallo et al., 2002 ; Berhé et al., 2003). De méme des canarypoxvirus
recombinants exprimant la protéine d’enveloppe du virus HIV (Hu et al., 1986), I’antigéne de
surface du virus de I’hépatite B (Smith et al., 1983) induisant une réponse immunitaire
protectrice sont trés prometteurs. Le développement récent d’un fowlpoxvirus exprimant le
gene de ’hémagglutinine HS du virus influenza aviaire HSN1 s’est révélé d’une grande
efficacité chez des poussins eéprouvés avec une souche virulente (Bublot et al., 2006). La
souche ALVAC du canarypoxvirus protégeant contre le virus de la West Nile a fait ses

preuves dans le monde vétérinaire (Minke et al., 2004a ; Karacca et al., 2005).

Particularités et avantages des poxvirus recombinants

De part leurs caractéristiques intrinseques, les poxvirus présentent de nombreux avantages en
tant que vecteurs viraux vaccinaux :

- la réplication étant cytoplasmique, I’introduction de genes étrangers, ainsi que la
détection et la purification des protéines produites présentent moins de difficultés que
pour les virus ayant une réplication nucléaire avec une limite des risques d’intégration
ou de recombinaison avec I’ADN de I’hote, I’intégration du génome viral dans celui
de la cellule héte est tres improbable

- leur utilisation en tant que vaccins multivalents (Perkus et al., 1991) avec une

possibilité d’exprimer différents antigénes-dans un méme vecteut(Perkus et al., 1985)

.



- I’induction d’une immunité de longue durée apres une seule injection tout en induisant
la réponse cellulaire et humorale contre le transgéne (Zavala et al., 2001 ; Andrew &
Coupar, 1993, Pastoret & Vanderplasschen, 2003)

- la taille importante du génome permet d’intégrer des fragments de grande taille, ils
peuvent tolérer des inserts de plus de 30 kbp (Smith et al., 1984) sans influer sur la
réplication du virus

- latranscription spécifique et autonome, permet la synthése d’ARNmM, & partir de génes
¢trangers, des lors qu’ils sont sous la dépendance d’un promoteur poxviral. Les
protéines issues de ces ARNm possédent une conformation et une activité trés proche
de la protéine d’origine (Hruby et al., 1990), ce qui n’est pas le cas avec d’autres
vecteurs encore a I’étude tels que les levures

- les poxvirus sont des vecteurs largement utilisés pour la vaccination de I’homme : le
virus de la vaccine par exemple est un des plus fiables et a déja permis 1’éradication
mondiale de la variole, d’autres poxvirus non réplicatifs chez I’homme sont également
tres prometteurs (Perkus et al,. 1995)

- le colt de production de ce type de vaccins est faible puisque sa production se fait sur
support cellulaire

- la stabilité importante (résistance a la congélation, a la lyophilisation et a la
réhydratation) et la facilit¢ d’administration (par voie intradermique, voire par voie
orale) des poxvirus font de ces vecteurs des produits adaptés a la vaccination de masse

- la possibilité de développer des tests diagnostics permettant une différenciation entre

animaux vaccines et infectés (Vaccins DIVA).

Limites d’utilisation des poxvirus recombinants

L’utilisation des poxvirus recombinants comme vecteurs vaccinaux possede encore quelques
limites, et notamment la cytotoxicité associée a I’infection. Une solution réside en 1’utilisation
de poxvirus a cycle plus lent, comme les avipoxvirus. La délétion des génes responsables de
cette cytotoxicité est a 1’étude, mais il est peu probable que la conversion des poxvirus en
agents totalement neutres vis-a-vis de la cellule se fasse. La pathogénicité résiduelle s’avére
également étre un probléme, du fait de son existence accrue chez les individus
immunodéprimés (personnes ageées, personnes infectées par le VIH...), qui représentent une
part de moins en moins négligeable de la population humaine. Cependant, la maitrise de

facteurs de pathogénicité et I’exploitation de nouvelles souches totalement apathogenes du




virus de la vaccine ou d’autres poxvirus a spectre d’hote plus étroit devrait permettre de
réduire I’impact de cet inconvénient (Hu et al., 1997). Enfin, les poxvirus possédent des génes
permettant d’inhiber partiellement la réponse immunitaire de I’héte, ce qui limite leur
efficacite en tant que vecteur vaccinal. Ces quelques caractéristiques restrictives n’ont
cependant qu’un faible poids a cote des nombreux avantages que présentent les poxvirus en
tant que vecteurs vaccinaux. Cela explique I’intérét croissant pour cette famille dans la

recherche de nouvelles approches vaccinales.

I11- Les capripoxvirus

Les poxvirus représentent les plus gros virus connus affectant les animaux et codant pour une
moyenne de 200 genes (Moss et al., 2001). Ce sont des virus @ ADN qui se répliquent
entierement dans le cytoplasme cellulaire. Le cycle viral et la formation de nouvelles
particules sont strictement indépendants de la machinerie cellulaire et de ses composants. Ces
virus ont la particularit¢ de détourner la réponse immunitaire de I’hote a leur profit par la

synthése d’immunomodulateurs viraux.

Les poxvirus infectent les vertébrés et les invertébrés ce qui est a ’origine d’une variété de
pathologies d’importance vétérinaire et médicale. Ils représentent la seule famille de virus
organisée en deux sous-familles, les Chordopoxvirinae infectant les vertébrés (Fauquet et al.,
2005) et les Entomopoxvirinae infectant les invertébrés. Les Chordopoxvirinae sont organisés
en 8 genres (Buller & Palumbo, 1991) référencés dans le tableau 2 ci-dessous. L’homme est
touché par deux poxvirus, le virus de la variole (smallpox virus) et le virus du Molluscum

contagiosum.

I11. 1. Classification

La sous famille des Chordopoxvirinae comporte 8 genres. Les membres d’un méme genre
sont caracterisés par une morphologie et des propriétés biologiques identiques (Moss, 1996).
Les membres du genre Orthopoxvirus et en particulier le virus de vaccine, sont les virus les
plus étudiés parmi la famille des Poxviridae. Le genre Capripoxvirus, comprend trois virus
specifiques aux ruminants : le virus de la variole du mouton (sheeppoxvirus), le virus de la

variole caprine (goatpoxvirus) et le virus de la dermatose nodulaire contagieuse (le lumpy




skin disease virus) (Tableau 2). Le vecteur KS1 appartient au genre Capripoxvirus et fait

partie des virus type de la dermatose nodulaire contagieuse (LSDV).

Genre Virus types Réservoirs
Orthopoxvirus Virus de la variole bovine (cowpox) Bovins, Félins, Humains,
Rongeurs
Virus Ectromélia Rongeurs
Virus de la variole du chameau (camelpox) Camélidés
Virus de la variole humaine (smallpox) Humains

Virus de la vaccine*

Réservoir tres large

Parapoxvirus

Virus de I’ecthyma contagieux (Orf)
Virus de la paravaccine (pseudocowpox)

Ovins, Caprins
Bovins, Humains

Avipoxvirus Virus de la variole aviaire (canarypox, fowlpox) Oiseaux
Capripoxvirus Virus de la variole ovine (sheeppox) Ovins
Virus de la variole caprine (goatpox) Caprins
Virus de la dermatose nodulaire contagieuse .
(Lumpy skin disease virus) Bovins
Leporipoxvirus Virus de la myxomatose du lapin Lapins
Suipoxvirus Virus de la variole porcine Porcins
Molluscipoxvirus Virus Molluscum contagiosum Humains

Yatapoxvirus

Virus de la tumeur Yaba du singe

Singes, et parfois Humains

Virus Tana

Tableau 2 - Classification de la sous-famille des Chordopovirinae - Adapté de Bertagnoli, 2003, * Réservoir

d’hotes extrémement large d’ou son utilisation massive en tant que vecteur vaccinal.

I111.2. Distribution géographique

La variole ovine est signalée depuis le premier siécle apres Jésus-Christ avec depuis, de
nombreuses épizooties reportées aussi bien en Europe que dans le bassin méditerranéen
(Fassi-Fehri & Lefevre, 2003). La variole caprine a été décrite pour la premiére fois par
Hansen, en Norvege en 1879 et a actuellement la méme zone de répartition que la variole
ovine : Afrique du Nord, Afrique subsaharienne, Asie et Moyen Orient (Figure 7) ou elles
sévissent généralement sous forme enzootique.

Le virus de la dermatose nodulaire contagieuse ou Lumpy skin disease virus est décrit pour la
premiere fois par McDonald en 1929 en Zambie (Rhodeésie du Nord) (McDonald et al., 1931).
La dermatose nodulaire est un exemple caractéristique de maladie émergente avec une
extension suivie. Elle est devenue enzootique sur le continent africain jusqu’au Sud du Sahara
ainsi qu’au Moyen Orient (Figure 8) (Lefevre & Gourreau, 2003).

Seuls les bovins et les zébus présentent des signes cliniques. Cependant, au Kenya, le premier
cas de dermatose nodulaire signalé a été observé sur des ovins et la souche KS1 a été ainsi
isolée (Davies et al., 1976). Suite aux travaux de phylogénie moléculaire concernant les
capripoxvirus, la souche KS1 a été identifiée en tant que virus de la dermatose nodulaire
contagieuse (Le Goff et al., 2009).

-



Figure 7 — Distribution géographique de la variole ovine et caprine ((Fassi-Fehri et Lefévre,
2003)

Figure 8 - Distribution géographique de la dermatose nodulaire contagieuse (Lefévre &
Gourreau, 2003)
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II1.3. Etiologie des capripoxvirus et notamment du KS1

111.3.1. Structure

Les poxvirus représentent une structure complexe.

Le virion :

Les virions des poxvirus sont de grande taille discernable en microscopie optique. De forme
ovoide, ils mesurent environ entre 200 et 400 nm (Murphy et al., 1999). Des cryopréparations
associées a des analyses en microscopie €lectronique ont permis de définir la structure 3D des
poxvirus (Figure 9) (Harrisona et al., 2004). Ils sont formés d’un core, qui abrite le génome et
les protéines virales ainsi que deux corps latéraux positionnées au niveau des deux
concavités qui délimitent ce dernier. La membrane est une bicouche lipoprotéique de 5 nm

d’épaisseur et de composition différente de la membrane plasmique cellulaire.

En ce qui concerne les enveloppes, leur nombre et leur nature varient en fonction de la phase

du cycle viral, permettant ainsi de distinguer 4 formes de virions :

- les IMV (Intracellular Mature Virions) sont formés dans le cytoplasme et comportent une
seule membrane (Cyrklaff et al., 2005 ; Hollinshead et al., 1999). IIs représentent la forme la
plus abondante mais aussi la plus résistante (responsable de la transmission d’hote a hote) de
la progénie virale. lls sont libérés par la lyse cellulaire (Moss et al., 2001)

- les IEV (Intracellular Envelopped Virions) sont issus des IMV, aprés acquisition d’une
double enveloppe dérivée de 1’appareil de Golgi (Schmelz et al., 1994) ou des endosomes
(Tooze et al., 1993)

-les EEV (Extracellular Envelopped Virions) sont issus des IEV, apres migration de ceux-ci a
la surface cellulaire grace au cytosquelette et perte de 1’enveloppe externe par fusion avec la
membrane cellulaire (Smith et al., 2002). Ils permettent la diffusion chez 1’héte infecté grace
aux propriétés particulieres de leur enveloppe en terme de reconnaissance de cellules cibles et
de protection vis-a-vis du systeme immunitaire (Vanderplasschen et al., 1998). lls
représentent une proportion variable (1 a 30%) de la progénie totale en fonction des souches
virales et des systemes cellulaires de culture (Blasco et al., 1992 ; Blasco et al., 1993). Ils sont
associés a la virulence

- les CEV (Cell-associated Envelopped Virions) constituent les EEV retenus a la membrane
cellulaire et responsables de la diffusion de cellule a cellule gréce a des projections cellulaires

dites a queue d’actine (Blasco et al., ,1992)
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Figure 9 : Le virus de la vaccine.A: structure du virion ; B: organisation du génome avec une
vision élargie du fragment au site de I'enzyme de restriction Hindlll (Flint et al., 2003)

Le génome

Le génome des virus de la famille des Poxviridae est formé d’une molécule d’ADN linéaire
bicaténaire, aux extrémités liées de fagon covalente par des boucles terminales en épingle a
cheveux (Figure 9) (Fauquet et al., 2005). L’organisation générale du génome est commune a
tous les poxvirus. La région centrale comporte les genes hautement conservés, codant pour les
enzymes et les protéines structurales essentielles au cycle viral. Cette région est bordée de
séquences terminales inversées répétées (TIR) de 10 a 15 kb. Au niveau des séquences
terminales et des régions adjacentes, on trouve des genes non essentiels qui codent
principalement pour des facteurs de virulence (Moss, 2001). La taille de I'ADN varie de 130 a
375 kb selon I’espéce virale et il est composé de 150 a 200 genes. Le génome du KS1, quant
a lui, fait 162 kpb correspondant a 171 genes (Cameron et al., 1999). Enfin, la plupart des
génomes de poxvirus ont été séquencés et sont disponibles sur ce site

(http://www.poxvirus.orq).



http://www.poxvirus.org/

111.3.2. Le cycle viral

Le cycle réplicatif des poxvirus, en particulier celui du KS1, a été décrypté grace a I’¢tude
approfondie de son prototype la vaccine (VACV). Il se déroule entierement dans le
cytoplasme de la cellule héte et aucune intégration du génome viral dans le génome hote n’a
été rapportée jusqu’a présent. La durée totale du cycle est de 8h-12h pour le VACV, alors que
pour le KS1 il est plutdt de 16h (Duteyrat et al., 2006). Le cycle viral peut se décomposer en 5
étapes (Figure 10).

L’entrée du virion dans la cellule :

En fonction des observations et des formes virales (IMV ou EEV), plusieurs mécanismes
d’entrée du VACYV dans les cellules cibles ont été proposés (Moss et al., 2001 ; Moss et al.,
2006 ; Roberts et al., 2008). A ce jour, aucun récepteur cellulaire ni partenaire viral spécifique
n’a été décrit pour illustrer la premiére phase de liaison du virion a la cellule. Les IMV
semblent se lier a la surface cellulaire via une interaction de certaines protéines virales avec
les glycosaminoglycanes (GAGS), bien que ces derniers ne semblent pas essentiels pour
I’infection, et avec la laminine de la Membrane Extra Cellulaire MEC (Chung et al., 1998 ;
Hsiao et al., 1999).

Apres la liaison a la surface cellulaire, plusieurs voies d’entrée des IMV ont été proposées.
L’observation de la fusion entre les membranes virales et cytoplasmiques (Carter et al., 2003)
ou des expériences a pH acide () et al., 2006) ont fait émettre I’hypothése d’une entrée des
IMV par fusion directe pour le premier cas de figure ou par endocytose pour le second. Il
semblerait que les deux voies puissent étre utilisées par le virus, le choix de I’une ou 1’autre
étant fonction de la souche virale et du type cellulaire (Townsley et al., 2006 ; Bengali et al.,
2009). Par ailleurs, il a aussi eté proposé que le virion puisse perdre sa membrane avant
I’entrée dans la cellule, permettant ainsi la pénétration des cores libres via des pores de la
membrane plasmique (Sodeik et al., 2002). Il a été démontré récemment que les virions
utiliseraient, en plus, un mécanisme de macropynocytose, mimant 1’apoptose pour faciliter
I’entrée dans les cellules hotes (Mercer et al., 2008).

Les mécanismes d’entrée des EEV dans la cellule sont plus flous, et leur étude est rendue
difficile par le faible taux d’EEV produit ainsi que par la fragilité de I’enveloppe externe des

EEV. D’aprés une étude récente par microscopie électronique, il semblerait que cette
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membrane soit rompue a I’extérieur de la cellule, avant ’entrée des IMV par un des
mécanismes exposes ci-dessus (Law et al., 2006).

Expression des génes précoces :

Le cycle de multiplication des poxvirus se déroule entierement dans le cytoplasme, ce qui
implique une autonomie quant au processus de réplication et de transcription. Ainsi,
I’expression des génes se déroule de fagon sequentielle au cours du cycle. Chaque événement
contrélant le suivant, et est étroitement associé a leur fonction : les genes précoces codent
essentiellement pour les protéines nécessaires a la réplication virale et a 1’échappement au
systeme immunitaire, tandis que les géenes tardifs codent pour les protéines structurales entrant
dans la composition du core et/ou des enveloppes. La régulation de 1’expression se fait via les
séquences spécifiques de promoteurs précoces, intermédiaires et tardifs (Broyles et al., 2003).
Dé¢s ’entrée du virus dans la cellule, et avant méme sa décapsidation, les premiers ARNm
sont transcrits. Les enzymes nécessaires (ARN polymérases et enzyme de coiffage) sont
encapsidées dans le core avec le génome viral, si bien qu’aucune protéine cellulaire ne semble
nécessaire pour la transcription de ces genes précoces (Broyles et al., 2003). Par la suite, les
transcrits sortent du core et sont traduits par les ribosomes cellulaires. La synthése des

protéines précoces permet la décapsidation et la libération du génome.

Réplication du génome viral :

Apreés désintégration du core, ’ADN viral devient totalement accessible aux enzymes. Sa
réplication se déroule de fagon autonome dans le cytoplasme de la cellule infectée, a I’aide
d’enzymes d’origine essentiellement virale. L’ADN viral nu s’associe aux membranes du
réticulum endoplasmique (RE) qui I’enveloppent pour former un compartiment dans lequel la
réplication s’initie. Au début du cycle, la boucle de chaque télomére de I’ADN viral est
coupée par une endonucléase spécifique. Les télomeres poxviraux sont, par analogie aux
chromosomes eucaryotes, des séquences d’ADN non codantes situées aux extrémités de la
molécule linéaire d’ADN viral. C’est dans les télomeres qu’ont lieu I’initiation et la
terminaison de la réplication (De Lange et al., 1990). Cependant, il ne semble pas exister

d’origine de réplication spécifique.

Expression des génes intermédiaires et tardifs :

La transcription de ces genes nécessite la synthese de novo de I’ARN polymeérase virale et la

participation de protéines cellulaires. Le statut des génes intermédiaires est ambigu. Il a été




proposé que cette classe n’existe pas et qu’il puisse en fait s’agir de génes précoces, OuU
précoces/tardifs, ou tardifs ou bien non classés, du fait d’un profil d’expression atypique
(Assarsson et al., 2008). lls ont été peu étudiés et sont majoritairement impliqués dans la
régulation des genes tardifs. Les genes tardifs codent pour les facteurs de transcription des
génes précoces, ainsi que pour les protéines participant a la morphogenése et a I’assemblage

des virions néoformés.

Assemblage et relargage des virions :

Les premiéres étapes de la formation des virions ont lieu dans des zones circonscrites du
cytoplasme, appelées virosomes, dans lesquelles les organites cellulaires sont exclus. Les
premiéres membranes en forme de croissant sont formées de lipides et de protéines virales et
s’assemblent pour former les virions immatures (I\V) (Figure 11). Leur origine (de novo ou
issue de membrane cellulaire) et leur nombre (membrane simple ou bicouche) est encore sujet
a controverse (Roberts et al., 2008). Les IV s’arrondissent et deviennent matures par clivage
protéolytique des protéines de capside et par condensation du core viral, de facon a produire
la premiere forme infectieuse de virions : les Virions Matures Intracellullaires (IMV). Pour la
majorité des virions, la morphogeneése s’arréte a ce stade et les IMV sortent par lyse cellulaire.
Certains IMV migrent vers les endosomes ou I’appareil de Golgi, via le systéeme
microtubulaire intracellulaire, et sont enveloppés d’une double membrane, pour devenir les
Virions Intracellulaires Enveloppés : IEV. Les IEV migrent, ensuite, vers la périphérie de la
cellule grace aux microtubules (Smith et al., 2002). Une fois arrivée a la membrane
plasmique, I’enveloppe externe des IEV fusionne avec celle-ci pour exposer & la surface
cellulaire un virion enveloppé, le CEV. Par une série de signaux transmis via les protéines
virales qui se retrouvent alors ancrées dans la membrane plasmique, la polymérisation des
fibres d’actine est déclenchée sous les CEV. Les queues d’actine ainsi formées apportent les
CEV vers les cellules avoisinantes, permettant la diffusion du virus de cellules a cellules. Une
partie des CEV est aussi libérée dans le milieu pour former des EEV qui vont disséminer a
distance. L’exocytose des IEV n’est pas la seule fagcon de former des EEV, puisque le
bourgeonnement des IMV a travers la membrane plasmique a aussi été décrit (Roberts et al.,
2008).




Cytoplasm

Neighboring Cell @

Figure 10: Représentation schématique du cycle de réplication des poxvirus (modéle VACV)
(Flint et al., 2003)

Les différentes étapes du cycle de réplication sont :

1 : Attachement a la cellule, deux formes de virions infectieux peuvent initier 1’infection,
I’attachement a la cellule est déterminé par les GAGs ou des composants de la MEC ;

2 : Pénétration dans la cellule et libération du core dans le cytoplasme ;

3 : Transcription des génes précoces et expression des protéines précoces ;

4 : Réplication de ’ADN ;

5 : Transcription des génes intermédiaires ;

6 : Transcription des génes tardifs ;

7 . Début de I’assemblage avec les premiers fragments de membranes, puis formation des
virions immatures ;

8 : Maturation et formation des IMV ;

9 : Transport des IMV vers le Golgi via les microtubules et acquisition d’une double
enveloppe (IEV) ;

10 : Migration des IEV vers la surface cellulaire via le cytosquelette ;

11 : Fusion avec la membrane plasmique cellulaire, formation des CEV et libération des EEV
L’assemblage et le relargage des virions qui correspondent aux étapes 13, 14, 15, 16, 17 et 18
du cycle viral suivent le processus décrit ci-dessus (Chicho et al., 2009) :
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Figure 11 : La morphogenese du VACV
(Tokuyasu K.T. et al., 1980)

I11. 4. Interactions hdte-virus

Les modalités d’interactions entre les poxvirus et leur hote vont moduler le tropisme viral. Il
est important de les connaitre et de les comprendre pour optimiser 1’utilisation des poxvirus
en tant que vecteurs en vaccinologie et en thérapie génique. 1l est possible de schématiser les
interactions hote-virus selon 3 niveaux de tropisme viral :

- Le tropisme au niveau cellulaire qui met en jeu un certain nombre de mécanismes et

interactions moléculaires qui peuvent expliquer le cycle permissif, semi-permissif ou
abortif d’un virus dans un type de cellule donnée.

- Le tropisme tissulaire ou organigue qui est intermédiaire entre les deux autres niveaux.

- Le tropisme d’hoéte qui est influencé par les deux premiers niveaux et par les réponses

inflammatoires et immunitaires de 1’hote. Il va déterminer la pathogénie, la diffusion
virale dans 1’organisme infecté et la dissémination entre les organismes, en fonction
des mécanismes ¢€laborés par le virus pour échapper aux réponses de 1’hote
(McFadden et al., 2005). De nombreuses protéines virales interviennent a différents

niveaux pour moduler les interactions avec I’hote.

a) Tropisme cellulaire

Particularités du tropisme cellulaire des poxvirus




Pour beaucoup de virus, le tropisme cellulaire est largement déterminé par 1’interaction entre
des protéines virales exposées et leurs récepteurs spécifiques a la surface des cellules hotes.
Bien que des éléments semblent favoriser la permissivité de certaines cellules pour les virus
(tels que la présence de rafts lipidiques (Chung et al., 2005) et de polysaccharides (Moss et
al., 2006), ou I’expression de certains récepteurs de surface (Chahroudi et al. ,2005 ; Lalani et
al., 1999) aucun récepteur spécifique des poxvirus n’a été identifié jusqu’a présent. De fagon
générale, tous les déterminants cellulaires impliqués jusqu’a présent dans les phases
d’attachement et d’entrée du virion dans la cellule sont des ¢léments de surface ubiquitaires,
tels que les GAGs et les ¢léments de la MEC. Les poxvirus semblent donc capables d’infecter
un large spectre de cellules, le blocage apparaissant dans les événements intracellulaires en
aval des étapes d’attachement, d’entrée et méme d’expression virale précoce (Johnston et al.,

2003).

Facteurs d’hote

Sur le génome des poxvirus, outre les genes conservés essentiels a la réplication et a la
morphogenese, il existe une deuxiéme catégorie de genes, non essentiels, qui influencent le
profil pathologique propre a chaque espéce virale, ce sont les génes de virulence. Parmi ces
derniers, les génes de spectre d’hdte pour lesquels la délétion entraine une modification du

tropisme cellulaire.

Controle du cycle cellulaire

Beaucoup de poxvirus sont capables d’exprimer des facteurs de croissance, mimant I’action
de leurs homologues eucaryotes, les facteurs EGF (Epidermal Growth Factor) ou VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor). Il a été mis en évidence que le facteur de croissance
VGF (Vaccinia Growth Factor) du VACV, aprés avoir eté sécrété hors de la cellule infectée
est capable de stimuler la mitose et d’induire la prolifération des cellules quiescentes voisines,
infectées ou non infectées (Buller et al., 1988 ; Seet et al., 2003). Les homologues poxviraux
d’EGF sont interchangeables d’une espéce virale a I’autre, et peuvent méme remplacer les

fonctions biologiques de leur équivalent cellulaire (Nash et al., 1999).

-
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Figure 12A : Production des immunomodulateurs secrétés par les poxvirus

Un certain nombre d’immunomodulateurs secrétés par les poxvirus ont été décrits (Figure 12A).

Le facteur SERP-2 :

La protéine SERP-2 appartient a la superfamille des serpines (SERine Proteases INhibitor)
(Petit et al., 1996), inhibiteurs irréversibles des serines protéases qui régulent divers processus
physiologiques tels que 1’apoptose, I’inflammation, I’activation du complément, la fibrinolyse
ou la coagulation (Zuniga et al., 2002). Sa fonction prédictive correspondait initialement a un
équivalent fonctionnel de CrmA du virus cowpox qui inhibe I’enzyme ICE (Interleukine 1
Converting Enzyme). Mais SERP-2 semble étre un faible inhibiteur et ne forme pas de
complexe stable avec ICE in vitro (Turner et al., 1999). Le rdle exact de SERP-2 dans la

prévention de I’apoptose reste actuellement obscur.

Interférence avec les IFNs

Plusieurs études montrent que la voie des IFNs est un élément clé dans le tropisme du KS1.
En effet, Wang et al (Wang et al., 2004) ont montre que I’infection des fibroblastes primaires
murins est bloquée par la cascade de signalisation Erk-IFN-STAT1, et que I’inactivation du
facteur Erk ou de la signalisation médiee par le facteur de transcription STAT-1 leve le
blocage et rend les fibroblastes primaires permissifs a 1’infection. Les IFNs ont d’abord été

décrits comme une substance secrétée par les cellules et induit la résistance des cellules

&



voisines a I’infection virale. Il existe différents types d’IFN : les IFNs de type I (IFN-a et
IFN-B), qui se lient & un récepteur commun (R-IFNa/B), et les IFNs de type IT (IFN-y), qui se
lient & un récepteur différent (R-IFNy). Les deux types d’IFNs ont une activité antivirale
directe pro-inflammatoire avec une activité immunorégulatrice. En particulier, les IFN-y
favorisent la production de cytokines pro-inflammatoires et stimulent une réponse
immunitaire de type Thl avec la production de lymphocytes T cytotoxiques (LTc), importants
pour la destruction des cellules infectées. Les poxvirus ont élaboré plusieurs stratégies pour
contrecarrer la réponse aux IFNs, que ce soit au niveau de la production d’IFN, de

I’interaction avec le récepteur ou de la transduction du signal (Smith et al. ,2002).

Controle de ’apoptose

Tandis que certains virus favorisent la mort cellulaire programmée induite par I’infection
virale pour en tirer avantage, tous les régulateurs poxviraux de I’apoptose connus a ce jour,
sont des inhibiteurs (Everett et al., 2002). Le processus apoptotique, ou processus de mort
programmée, est une sorte de suicide cellulaire qui peut étre induit par une grande variété de
stimuli, incluant des cytokines, des hormones, des virus, des substances chimiques ou des
irradiations. La voie de 1’apoptose peut étre induite selon deux mécanismes :

- la voie mitochondriale (ou intrinséque) : les protéines clés sont les facteurs de la
famille Bcl-2 dont I’activation résulte en la libération soudaine et compléte du
cytochrome ¢ des mitochondries dans le cytoplasme, entrainant a terme 1’activation
des caspases, effectrices de ’apoptose.

- la voie des récepteurs de mort (ou extrinséque) : ces récepteurs appartiennent a la
famille des récepteurs du TNF (Tumor Necrosis Factor) faisant intervenir le TNF et la
voie des Fas-ligand (Hengartner et al., 2000). Les multiples facteurs viraux anti-
apoptotiques décrits suggerent que les poxvirus ont mis en place de nombreuses
stratégies pour influencer ce processus a différents niveaux.

Différentes molécules sont impliquées dans ce processus (Figure 12B) :
e les virorécepteurs secrétés par les poxvirus qui s’attachent aux cytokines ou aux

chemokines cellulaires

e les virokines qui ont une fonction agoniste ou antagoniste aux ligands des récepteurs
cellulaires.

e les poxvirus agissent également en modulant a leur profit par le biais de protéines
virales, I’apoptose cellulaire.

B



MT2 TPV

CrmB gp38 B8R D7L IMP
CrmC
CrmD
CrmE Urokinase HS5R
MGF

vCD30 AR  VGF  OV-VEGF
o o
|

CD153 VESPR EGFR VEGFR2

(CD30L) Neuropilin
o @—stat P —rkr L
HiL K3L
Pro-caspase 8 Caspase 8 Steroid
FADD Cathepsin G Granzyme B

Figure 12B: Représentation schématique des immnunomodulateurs et régulateurs de
I’apoptose sécrétés par les poxvirus. Les symboles rouges représentent les protéines des
poxvirus et les symboles noirs et gris représentent les protéines de la cellule héte (Seet et al.,
2003)

b) Interférence avec le systétme immunitaire de I’hote

La réponse de I’hdte a I’infection par les poxvirus est multifactorielle. Immédiatement aprés
I’infection, des mécanismes non spécifiques (apoptose, complément, IFN, cytokines, cellules
NK) servent de premiere ligne de défense. Ensuite, les réponses immunitaires adaptatives
méfiées par les cellules T cytotoxiques (LTc) et helper (LTh) prennent le relais. Bien que les
anticorps neutralisants soient impliqués dans la protection de 1’héte (notamment dans la
prévention d’une réinfection), la réponse cellulaire joue un réle particulierement important et
semble critique pour 1’élimination du virus, notamment la RI de type Th1 (T helper 1). Il n’est
donc pas étonnant que les poxvirus codent de nombreux facteurs qui suppriment activement la
Rl innée et la RI cellulaire de type Th1.
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I11. 5. Pouvoir pathogene et Manifestations cliniques

Les symptomes associés aux poxviroses sont globalement identiques quelque soit 1’agent
pathogene considéré. On peut ainsi distinguer deux formes de pathologie, une forme cutanée

et une forme compliquée.

- La forme cutanée est classique et se décompose en 4 phases : la phase d’invasion, la
phase d’éruption, la phase de sécrétion et la phase de dessiccation. Lors de la premiére phase,
dont la durée est variable suivant le pathogéne, les hotes manifestent de 1’hyperthermie, de
I’abattement, une perte d’appétit et des sécrétions lacrymales, salivaires et nasales. Au cours
de la phase d’éruption, des taches roses ou rouges apparaissent, s’étendent rapidement et se
transforment en papules de diamétre variable. L’éruption peut se généraliser a tout le corps.
Au cours de cette phase, la température de 1’hdte redevient normale. Lors de la phase de
sécretion, les papules se transforment en vésicules. Finalement, la derniére phase de la
maladie se traduit par une dessiccation des papules et la formation de cro(tes. Ces derniéres
se détachent et font place a des processus cicatriciels laissant des traces indélébiles.

La forme compliquée se présente par des difficultés respiratoires profondes, des jetages
abondants et sanguinolents ainsi que des troubles digestifs. Cette forme présente un taux de

mortalité élevé chez les jeunes animaux.

I11.6. Diagnostic de ’infection

Le diagnostic clinique repose essentiellement sur les éruptions cutanées de forme papuleuse,
pustuleuse ou nodulaire. Le diagnostic de laboratoire repose, en premier lieu, sur un isolement
puis une amplification de la souche isolée en culture cellulaire & partir des nodules cutanés
prélevés sur I’hote. Les techniques de PCR permettent désormais de différencier les
parapoxvirus (virus Orf) des Capripoxvirus (variole ovine/ caprine, dermatose nodulaire. Le
diagnostic sérologique repose sur un dépistage des anticorps par neutralisation virale,
immunofluorescence ou immunodiffusion sur gel (Lefevre & Gourreau, 2003; Bertagnoli,
2003, Gourreau, 2003). Méme si elle est de moins en moins utilisée, la microscopie
électronique  représente  également une technique efficace pour différencier

morphologiquement entre ces différents genres de poxvirus.




Figure 13 : Symptdmes causés par des infections a poxvirus. A, Chez un bovin atteint de
dermatose nodulaire contagieuse (Photo G. Gari, NAHRC, Sebata, Ethiopie) ; B et C, Lésions
papulo-vésiculeuses chez une chévre atteinte de variole caprine (Photo J. Chantal)

111.7. Traitement et prophylaxie

La prophylaxie sanitaire et la vaccination sont les deux principales actions de lutte contre les
infections virales. Les pays touchés par ce type d’infection conduisent annuellement des
campagnes de vaccination pour protéger le cheptel sensible et aussi s’épargner de flambées
épizootiques. Des vaccins a virus vivants atténués sont disponibles, induisant tous une
immunité solide et de longue durée. Dans le cas des Capripoxvirus, des vaccins recombinants
ont ¢été mis au point en utilisant ce dernier comme vecteur d’expression de transgenes. Dans le
cas de la dermatose nodulaire contagieuse, deux souches sont couramment utilisées dans des
campagnes de vaccination, la souche Neethling (originaire d’Afrique du Sud) et la souche
KS-1 (originaire du Kenya). Cette derniere est thermorésistante, son pouvoir de diffusion est
tres limité et son pouvoir pathogéne résiduel se caractérise par des lésions noduleuses
disparaissant en quelques jours chez la chévre et le mouton. En revanche, cette souche peut




montrer des effets indésirables chez certaines races sensibles de bovins (Yeruham et al.,
1994). Toutefois, cette méme souche recombinée avec un antigéne de la peste bovine n’a
induit que des papules au point d’injection se résorbant rapidement chez les bovins (Romero
et al., 1993). En Afrique du Nord, ou la variole ovine et caprine sévissent sous forme
enzootique, la souche Roumania 65 est utilisée pour I’immunisation du cheptel national.
Néanmoins ces campagnes vaccinales n’ont jamais atteint plus que les 60% de couverture

totale.

111. 8. Exemple particulier du vecteur capripoxvirus KS1

Le vecteur KS1 présente une spécificité d’hote assez réduite et une apathogeénicité sur les
hommes et les animaux qui font de lui un vecteur potentiel prometteur dans le domaine
vétérinaire.

Ce vaccin atténué LSVD exprimant des antigenes étrangers peut étre utilisé a la fois contre
une infection hétérologue et contre les infections a Capripoxvirus puisque ces derniers ont des
propriétés immunologiques communes qui induisent une protection croisée entre les différents
membres du genre (Kitching et al., 1986).

Il a été montré que la souche KS-1 exprimant la protéine de fusion du virus de la peste bovine
protége totalement le bétail contre une épreuve virulente de peste bovine et de LSDV
(Romero et al., 1994). Le méme type de résultats a été obtenu par Berhé et al, 2003 avec un
vaccin recombinant KS1 exprimant la protéine H du virus de la peste des petits ruminants
avec ’obtention d’une protection totale méme avec une dose aussi faible que 10> TCID50/ml.
Enfin, les travaux de Perrin et al., 2007 ont permis de mettre en évidence une protection
partielle par I’expression de plusieurs transgénes NS1, NS3, VP2 et VP7 du virus de la fiévre

catarrhale ovine (FCO) par le vecteur KS1.
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IV- La fievre de la vallée de rift

IV- 1 Historique de la FVR

Le virus de la fievre de la vallée du Rift aussi appelée a ’origine « hépatite enzootique » en
raison de la l1ésion majeure qu’elle provoque a été décrite pour la premicre fois en 1931 par
Daubney au Kenya dans la région du lac Naivasha en signalant qu’elle peut atteindre
I’homme en soupgonnant sa transmission par des insectes hématophages (Daubney et al.,
1931). Apres la seconde guerre mondiale, elle est signalée en Afrique de I’Est ou elle sévit
périodiquement comme une maladie essentiellement animale avec de véritables flamblées
¢épizootiques. En 1951, en Afrique du Sud, I’épizootic est restée célébre par la grande
mortalité causée et c’est a cette époque que la transmission vectorielle est définitivement
prouvee par Smithburn et ses collaborateurs (Smithburn et al., 1949b). Jusqu’en 1975, la FVR
fut considérée comme une maladie africaine, d’importance essentiellement vétérinaire (figure
14). Elle provoquait des épizooties principalement chez les ovins en Afrique Orientale et
Australe. L’homme n’était qu’un hote accidentel et les cas humains rarement mortels. En
1975, un épisode épizootique et épidémique a eu lieu en Afrique du Sud. Par la suite, en 1976,
le Soudan fut également touché. L’épizootie-épidémie de 1977 en Egypte constitue un
véritable tournant dans I’histoire de la maladie puisqu’elle a provoqué plus de 600 cas
humains mortels (Meegan, 1979). Des épidémies de FVR de forte ampleur se sont succédées
en Afrique de I’Est, notamment au Kenya, en Afrique du Sud, au Zimbabwe, en Zambie et &
Madagascar espacées de dix ans pour le Kenya en 1997-98 et en 2006-07 (Flick & Bouloy,
2005 ; Gerdes, 2002; Gerdes, 2004; Morrill & McClain, 1996 ; Peters & Linthicum, 1994).
Dans les deux cas, ces épidémies se sont étendues en Somalie et en Tanzanie. Lors de
I’épidémie de 1997-1998, le virus s’est propagé vers le Yémen et 1’ Arabie Saoudite qui, en
2000, subirent un grave épisode épizootique et epidémique avec une mortalité humaine, pour
la premiére fois en dehors du continent africain. Le virus de la Fievre de la vallée du Rift
(VFVR) circule aussi en Afrique de I’Ouest et en Afrique centrale. Dés 1987 en Mauritanie,
une épidémie a provoqué 200 cas humains mortels. Fin 2007, la FVR cause une grave
épidemie au Soudan, 601 cas cliniques humains ont été rapportés dont 211 mortels, aucun cas
clinique animal n’a été officiellement notifié. En avril et mai 2008, Madagascar notifie, dans
la région d’Antananarivo, un foyer de FVR touchant des bovins, et plusieurs dizaines de cas
humains. En avril 2008, pour la premicre fois, 1’lle de Mayotte notifie des cas d’infection
humaine et bovine de FVR autochtones (Sissoko et al., 2009). Plus recemment, début 2010,

une grande épidémie-épizootie a eu lieu en Afrique du Sud.

.



1V. 2. Classification

La famille des Bunyaviridae est I'une des plus grandes familles de virus ARN, avec plus de
350 espéces identifiees divisées en cing genres: Orthobunyavirus, Hantavirus, Phlebovirus,
Nairovirus et Tospovirus. Plusieurs membres de cette famille sont considérés comme des
virus émergents, et plusieurs d'entre eux sont des agents zoonotiques capables d'infecter les
humains et les animaux avec une sévérité variée. Plusieurs types d'encéphalite et de fievres
hémorragiques sont causés par ces virus. Bien que les bunyavirus présentent tous des
caractéristiques spécifiques similaires, il existe un certain degré de variabilité entre les

différents virus, non seulement en termes d’hdtes mais également du type de vecteurs.

Le genre phlébovirus comporte 68 sérotypes divisés en deux groupes antigeniques: le
Phlebotomus et I'Uukuniemi (Giorgi, 1996). Le groupe Uukuniemi a d'abord été classé
comme un genre a part, bien que la ressemblance avec les membres du Phlebovirus ont abouti
a l'union des deux genres. Le groupe Phlebotomus se compose de treize serocomplexes et est
transmis par les moustiques, les phlébotomes et les Cératopogonidae, tandis que le groupe
Uukuniemi est transmis par les tiques. Ce genre de virus transmis par des arthropodes se
propage dans différentes localisations en Asie centrale, en Amérique, en Afrique et en Europe
du Sud (Tesh, 1988). Jusqu'a présent, huit virus de ce genre ont été associés a des maladies
chez I'nomme et leurs symptdmes vont d'un état fébrile bénin & une évolution hémorragique et
la mort de I'individu. La famille a deux prototypes, le virus de la fievre de la vallée de rift
(FVR) et le virus Uukuniemi (UUKYV). Le virus de la FVR étant un virus zoonotique qui peut

infecter les animaux et les humains.

IV.3. Epidémiologie et répartition géographique

Les principales épidémies ont été décrites en Afrique du sud (1951), en Egypte (1977-1978),
au Sénégal et en Mauritanie (1987), au Kenya et en Somalie (1997-1998). Véritable danger
sanitaire pour I'nomme, la FVR est un fléau économique redouté par les éleveurs. Considérée
comme une maladie “émergente”, la FVR s'est étendue pour la premicre fois hors d'Afrique,
en Arabie saoudite et au Yémen en 2000 (Abdo-Salem et al., 2006). Cette maladie est aussi
connue a Madagascar ou le virus a été isolé pour la premiere fois en 1979 a partir de
moustiques. Une épizootie a été signalée chez des bovins en 1990 sur la cdte Est de Ile et en
1991 sur les Hauts Plateaux. Des cas humains (formes asymptomatiques) ont été observés a
l'abattoir d'Antananarivo la méme année ainsi qu’en-2008 ou-le-virus a pu étre isolé a partir de

difféerents moustiques des especes Aedes et Culex (Ratovonjato et al.,,2010) Les derniéres

.



épizooties qui ont sevi en Afriqgue du Sud et en Mauritanie permettent de confirmer la

circulation quasi-permanente de ce virus sur le continent (Promed, 2010).

Figure 14 : Distribution du virus de la Fievre de la Vallée du Rift en 2007. Les pays ou ont eu
lieu des épidémies sont en bleu. Les pays en vert sont ceux ou la présence du virus a été
détectée par des isolements ponctuels, ou par la mise en évidence d'anticorps dans les
populations humaines ou animales.
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Figure 15 : Cycle viral du virus de la fievre de la vallée de rift en période enzootique et en
période épizootique
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La maladie se propage chez I'animal par I'intermeédiaire de piqQres de moustiques infestés. De
nombreuses especes de moustiques peuvent jouer le rbéle de vecteurs : Culex, Aedes,
Anopheles, Mansonia, et aussi des mouches hématophages (simulies), des Culicoides, des
tiques du genre Ripicephalus de fagon occasionnelle (Turell et al, 2008a ; 2008b ; Moutailler
et al., 2008 ; Sang et al., 2010). Les Aedes sont capables de transmission trans-ovarienne
(Turell et al., 1984), ce qui permet au virus de se maintenir durablement dans la nature malgré
une diminution de la fécondité et de I’espérance de vie de I’insecte, les ceufs pouvant survivre
plusieurs années dans des conditions de sécheresse. Ainsi, au moment de la saison des pluies,
les ceufs éclosent, les moustiques se multiplient et transmettent la maladie aux animaux. Ceci

pourrait expliquer la présence du virus dans des régions arides en I’absence de réservoir.

Les animaux réservoirs de virus sont les bovins, les moutons, les chameaux et les chévres. I
existe certainement un cycle sauvage du virus, mais les espéces sauvages sensibles ne sont pas
connues. Une épizootie de FVR se manifeste d'abord, en général, par une vague d'avortements
dans le bétail, signe annonciateur de I'épidémie. L'épidémie débute apres de fortes pluies ou a
I'occasion d'inondations qui provoquent la pullulation des moustiques qui transmettent le virus
entre les animaux. Elle touche I'hnomme secondairement. Au cours des épizooties, le contage
se transmet essentiellement par contact direct. Les sources du virus sont toutes les sécrétions
(nasales, oculaires, vaginales), les embryons, le placenta et la viande des animaux malades. Le
virus pénétre chez I'nomme par inoculation (blessure avec un couteau souillé), par inhalation
d’aérosols infectieux ou par ingestion (lait ou viande crus). De fait, les éleveurs, les employés
d‘abattoir, les bouchers ou les vétérinaires constituent des populations a haut risque. Les
piqQres par des moustiques infestés pourraient constituer le deuxieme mode de contamination
de l'homme malgré que la démonstration n’en soit pas faite. Aucune transmission

interhumaine directe du virus n’a été observée.

IV. 4. Etiologie du virus de la fievre de la vallée de rift

Le virus responsable de la FVR appartient au genre Phlebovirus, de la famille des

Bunyaviridae.

IV.4. 1. Structure du virus

Le virus de la FVR est un virus a 'ARN linéaire et simple brin enveloppé avec une apparence

sphérique ou ovale, et un diametre de 80-110 nm (Schmaljohn & Hooper, 1996). L'enveloppe




dérive de I'appareil de Golgi et présente des pics qui correspondent aux deux glycoprotéines
qui sont incorporés dans les lipides de I'enveloppe (figure 16 et figure 18). L'enveloppe virale
entoure le génome, qui est disposé dans une ribonucleproteine (RNP) formée d'ARN
encapsidé par la protéine de la nucléocapside (N) et de 'ARN polymérase dépendante de
I'ARN (RdRp; protéine L) interagissant avec le complexe. De cette facon, chaqgue RNP a
plusieurs copies de la protéine N et un seul segment du génome et une polymérase. Les
Bunyavirus présentent un génome ARN tripartite, qui se compose d’un grand segment (L),
d’un moyen segment (M) et d’un petit segment (S) (Bishop et al., 1980) (figures 16 et 17).
Les régions non traduites (UTR) sont tres conservées entre les segments et entre les membres
d'un méme genre, mais ils varient considérablement entre les différents genres. Les extrémités
des deux UTR sont complémentaires les unes aux autres et elles sont jumelées in vivo ce qui

font de la RNP un aspect circulaire.
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Figure 16 : Représentation schématique d’une structure d’un Bunyavirus
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Figure 17 : Représentation schématique du génome FVR de la souche MP12 (Flick &
Bouloy, 2005)
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Le virus de la FVR code pour quatre proteines de structures et deux protéines non structurales
(figure 18). Le segment L code pour la protéine RdRp, le segment M code pour les deux
glycoprotéines (G, et le Gy) et une protéine non structurale NSm (figure 19) et le segment S

pour la protéine N et une protéine non structurale NSs (Elliott et al., 1991) (figure 16).
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Figure 18 : Morphologie du virus d la fievre de la vallée du Rift
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Figure 19 : Expression du génome du virus de la FVR. A : représentation schématique des 3
segments ARN du virus; B: Transcription du segment M en ARNm codant pour une
polyprotéeine qui par clivage donnera Gn et Gc et NSm
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Fonctions des protéines

Segment L

Les virus a ARN ne peuvent assurer leur réplication et transcription seulement avec la
machinerie cellulaire. Par conséquent, ils ont besoin de leur propre ARN polymérase ARN-
dépendante (RdRp), une enzyme multifonctionnelle impliquée dans ces deux mécanismes.
L'enzyme procede a de différentes activités, telles qu’endonucléase, transcriptase inverse et
réplicase. Cette protéine est la moins exprimee par le virus et est associée avec des
membranes périnucléaires. Il est & supposer que la RdRp interagit avec la protéine N et avec
I'UTR du virus.

Segment M

Le segment M code pour les deux glycoprotéines virales Gy et G et pour une protéine non-
structurelle NSm. Ces trois protéines sont transcrites en ARNm unique qui se traduit par une
polyprotéine qui est clivée par la suite. Les produits synthétisés sont importés dans I'appareil
de Golgi. Contrairement aux autres segments, les produits du segment M du virus de la FVR
font l'objet d'un post-traitement de la transcription. Gy et Gc sont deux protéines
transmembranaires de type | avec une teneur élevée en cystéine (Pettersson & Melin, 1996).
Leur accumulation dans I'appareil de Golgi conduit a une caractéristique notable de la plupart
des membres de la famille des Bunyaviridae: la maturation et le bourgeonnement de cet
organite. L'appareil de Golgi contient des signaux de rétention nécessaires pour la localisation
des protéines. La protéine Gy se trouve également étre un facteur déterminant dans la fixation
du virus a la cellule hote, et joue un réle important dans la virulence du virus. La NSm est une
protéine transmembranaire non structurale nécessaire pour la croissance du virus dans les
cultures cellulaires. Des études chez les phlébovirus ont montré que les cellules infectées par
un virus mutant n'exprimant pas la NSm ont subi une apoptose précoce par rapport au virus
sauvage et que I'expression de la NSm a eté suffisante pour empécher cette mort precoce
(Won et al., 2007).

Segment S

Le segment S code pour deux protéines, la protéine de la nucléocapside (N) et la protéine non
structurale NSs. La nucléocapside N est la premiere protéine exprimée dans les cellules
infectées et la plus abondante. N est la composante du virus responsable de I'encapsidation de

I'ARN viral et est située dans le cytoplasme. Dans le genre phlébovirus, la protéine N forme
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des dimeéres qui se lient a 'UTR des segments de genome (Le May et al, 2000 ;. Mir &
Panganiban, 2004). Comme on l'a présenté ultérieurement, la protéine N se lie & I' ARNv et &
I'ARNCc, mais pas a I'ARNm (figure 20). Comme les deux premiers renferment les séquences
UTR , ils sont capables de s'apparier avec leurs extrémités 3 ‘et 5, tandis que 'ARNm est
tronque au niveau de I'extrémité 3 ‘et ne fait pas cette structure. Ainsi, il est possible que cette
liaison soit nécessaire pour la reconnaissance et l'interaction des protéines N a I'ARN,
processus logique, puisque les deux virus et I’ARNc doivent étre traités par le RdRp, tandis
que les ARNm sont traduits par les ribosomes cellulaires. La protéine N montre également
une activitée capable de dissocier les duplex ARN (Mir & Panganiban, 2006). La protéine N a
un role dans la fixation de la RNP nouvellement synthétisée aux filaments d'actine, ce qui
pourrait faciliter le transport & l'intérieur de la cellule (Ravkov et al., 1997). Les premieres
approches sur les fonctions de la protéine NSs, basées sur des virus mutants pour le gene NSs
ont montré que c'est une protéine non-essentielle aidant dans la pathogenese virale. Le
mutant a une capacité réduite dans I' arrét de la synthése protéique cellulaire, il progresse plus
lentement que le type sauvage et induit une réponse interféron § forte. Le méme phénomeéne a
été observé pour la protéine NSs de la FVR (Le May et al, 2004). Les expériences ont aussi
montré que cette protéine est capable de contrdler I'activation du systeme de l'interféron. Ainsi
les hantavirus qui n'expriment pas cette protéine possedent un autre mécanisme pour échapper

au systeme immunitaire de I'néte.
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Figure 20 : Processus de réplication et transcription du segment S des Bunyaviridae

.



Fonctions des régions virales non traduites :

Les régions virales non traduites sont situées a lI'extrémité 3 ‘et 5' de la sequence codante. Ces
séquences terminales (11 a 21) derniers nucléotides (Nt), sont complémentaires les uns aux
autres et sont conservées entre les segments, tandis que le reste de la séquence UTR présente
une grande variabilité (Lowen et al, 2005). Cette complémentarité participe a la création de la
conformation circulaire RNP observée. Ces séquences par elles- mémes sont capables de
diriger la transcription, 1’encapsidation, la réplication et I’emballage des segments. Bien que
les membres de la famille des Bunyaviridae ne présentent pas une queue poly-A, deux types
de signaux de terminaison potentiels ont été trouvés : séquences riches en GU et un motif
CCCACCC. Le segment S possede deux signaux de terminaison indépendants composé d'un
penta-nucléotide séquence (3'-UGUCG-5 ) (Barr et al., 2006). Enfin, les séquences UTR des
Bunyaviridae sont nécessaires et suffisantes pour I'emballage des segments. Ce processus est
complexe pour les virus segmenteés, car ils doivent &tre en mesure d'emballer au moins un de

chacun des segments afin de générer une particule infectieuse.

1VV.4.2. Cycle viral

Le cycle de réplication du virus commence par son adsorption et son entrée dans la cellule.
Une fois a l'intérieur, la transcription de la protéine virale peut commencer, avec la production
des composants de la Ribonucléoprotéine qui, a leur tour vont permettre la réplication du
génome. Apres ces processus, le virus s'assemble dans I'appareil de Golgi et est relargué hors
de la cellule. La figure 21 présente le cycle de réplication pour les membres de la famille des
Bunyaviridae avce ses différentes phases décrites dans le détail.

L’Adsorption et I'entrée (Phases 1 & 3)

Le mécanisme par lequel les bunyavirus entrent dans la cellule n'est pas entiérement élucidé.
L'attachement du virus aux cellules se fait par une interaction entre I’une des glycoprotéines
virales ou les 2 avec des récepteurs cellulaires inconnus. L'existence d'anticorps neutralisants
dirigés contre les deux glycoprotéines chez les phlébovirus et les hantavirus - pourrait étre une
indication que les deux glycoprotéines sont impliquées dans ce processus. Le processus
infectieux est dépendant du pH, sans doute parce qu'il affecte la conformation de la

glycoprotéine (Overby et al., 2008). Le virus pénétre dans la cellule par endocytose dans des
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vésicules qui sont alors transportées vers 1’endosome ou le processus membranaire conduit a

la libération des RNP dans le cytoplasme.

La réplication et la transcription de I'ARN (Phases 4 a 6)

Les processus de réplication et de transcription sont contrélés par I’ARN polymérase ARN
dépendante (RdARp). Une fois dans la cellule, le virus démarre la transcription primaire dans le
cytoplasme, ou il produit ’ARNmM qui est traduit en protéines virales. L'ARN viral (ARNvV)
transcrit donne lieu a un ARNm sens positif. La transcription est initiée par un processus dans
lequel le virus clive la coiffe de 'ARNmM hote et I'utilise comme une amorce pour sa
transcription (Jin & Elliott, 1993). La réplication du génome conduit a la formation d'un ARN
complémentaire (ARNC) qui n'est pas traduit en protéines, mais peut, a son tour, servir de
matrice pour la synthése de I’ARNv, sens négatif. Parce que ni I’ARNvV ni 'ARNCc ne peuvent
servir de messager, I'ARN nu en soi n'est pas infectieux. Il doit étre transcrit en ARNm par la
RdRp, en passant par une encapsidation par la protéine N. Ainsi, la charge virale et les
protéines L et N sont nécessaires et suffisantes pour la transcription et la réplication, et le
complexe RNP est I'unité minimale de la réplication du virus. Les ARNc produits lors de la
réplication virale fournissent alors de nouveaux génomes encapsidés. D’autre part, lors de
I'encapsidation de I'ARN, le virus peut commencer sa transcription secondaire sur les trois
segments. Cette transcription varie en quantité en fonction des segments, avec une expression
a taux élevé pour le segment S et avec un taux faible pour le segment L. Afin de synthétiser
toute la longueur de I’ARNmM, la traduction de I'ARNm naissant doit étre couplée avec la
transcription (Barr et al. , 2007). Une fois les protéines N et L traduites, le virus peut passer a
la phase de réplication avec la génération, de nouvelles copies du génome complémentaires.
Ces copies sont encapsidées par la protéine N (Schmaljohn & Hooper, 1996). L'accumulation
de la protéine N semble pouvoir influer sur P’activité de la polymérase et donc de la
réplication. Les protéines virales commencent a étre synthétisées peu de temps apres
I'infection. La transcription, la réplication et la traduction continuent de se produire au cours

des étapes de I'infection et de la libération des virions.

La Morphogenése et le relargage des virions (Phases 7 et 8)

Chez les bunyavirus, les glycoprotéines sont dabord transportées pour former des
hétérodimeéres. Le signal d’hetérodimérisation qui dirige les protéines de I'appareil de Golgi se
trouve dans la protéine Gc, et va permettre a la Gy d’étre transportée dans 1’appareil de Golgi

également (Pettersson & Melin, 1996). Ces dimeres vont s’accumuler dans I'appareil de Golgi
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et induisent des changements morphologiques qui sont caractérisés par une vacuolisation et
une dispersion (Gahmberg et al., 1986). En microscopie électronique, la visualisation de la
RNP, une fois dans I'appareil de Golgi, se fait sous les membranes qui présentent les spicules
correspondant aux glycoprotéines, ce qui suggere une interaction directe entre ce complexe
RNP et les protéines. Tant la N que les glycoprotéines vont s’accumuler dans I'appareil de
Golgi, aucune accumulation de cette protéine N ne se fera dans le réticulum endoplasmique
(RE). Par la suite, les virus vont étre libérés sous forme de petites particules. Cette libération

se fait probablement par exocytose (Matsuoka et al. 1991).
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Figure 21 : Représentation schématique du cycle viral du virus de la FVR

IV.5. Réaction immunitaire et physiopathologie
Les intéractions cellule- hote

La réponse antivirale et systeme d'interféron

Les organismes multicellulaires ont plusieurs maniéres de se défendre contre les infections
virales. lls peuvent activer leur réponse immunitaire cellulaire, qui lutte contre des facteurs
externes comme le recours aux macrophages ou aux cellules naturelles tueuses NK. Ces

organismes activent également le systeme immunitaire de type humoral avec I'utilisation




d'anticorps et de cellules T. Toutefois, pour une réponse rapide aux infections virales, les
cellules possedent un systeme interféron (IFN) qui permet d'induire un effet antiviral dans les
cellules infectées et les cellules adjacentes. Les interférons constituent un groupe de cytokines
qui peuvent étre diviseés en trois groupes (de type I, 11 et 111), mais toutes les molécules de ce
groupe ne sont impliqués dans la réponse virale. Le systéme IFN peut étre active par plusieurs
voies, telles que I'ARN double brin viral et ’ARN intracellulaire. Une fois les signaux
d'activation induits, la cascade des interférons est libérée et activée (figure 22). Ces facteurs,
combinés avec d’autres sont a I’origine de 1’activation du gene de I'lFN-B. Apres cela, la
sécretion d'IFN-B interagit avec les récepteurs cellulaires de la cellule en question et des
cellules adjacentes, conduisant a la synthése de composants anti-viraux par une régulation
positive des Interferons Stimulated Gene (ISG) (Randall & Goodbourn, 2008). La voie

d’activation de I’IFN-f est schématisée dans la figure 22.
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Figure 22 : Représentation schématique de 1’activation de I’IFN-3 vis a vis d’une infection
virale au sein d’une cellule (Haller et al. 2006)

Pour étre capable d'infecter, de se transcrire et de se répliquer dans les cellules, de nombreux
virus ont adopté des mécanismes d'échappement au systéme interféron dont I’inhibition des
signaux initiateurs. La protéine NSs est capable de contrbler I'induction de ce systeme,
comme d'interférer avec la voie apoptique de I’hote. Chez les Bunyaviridae, I'inhibition du
systeme interféron-pourrait étre liée & I'inhibition-de 1’activité de I’ARN-polymérase stoppant

la transcription de I'lFN-B.
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L ‘apoptose
L'apoptose est un processus physiologique de mort cellulaire programmée qui peut étre

induite par différents stimuli. Deux grandes voies ont été décrites (figure 23). Un certain
nombre de changements cellulaires sont caractéristiques de cette mort cellulaire : la
condensation de la chromatine et la réduction du volume cellulaire. La relation entre
I'infection virale et I'apoptose est extrémement complexe (Hardwick, 2001). Dans la famille
des Bunyaviridae l'interaction entre le virus et la machine apoptotique de la cellule hote
differe entre les différents genres. Pour les Phlebovirus, des études ont été menées avec le
virus Punta Toro (PUTV) et le virus FVR (VFVR). Des infections par le VFVR sauvage et un
virus FVR mutant pour la NSm a montré que cette protéine NSm neutralise la mort rapide des
cellules par apoptose suggérant une médiation par la caspase 8, la protéine NSm agissant alors

comme suppresseur de 1’activité de la caspase 8 (Won et al., 2007).

D’autre part, des cellules infectées par des mutants délétés pour la protéine NSs présentent
une apoptose précoce par rapport a des cellules infectées par le virus sauvage mettant en avant
I'activation des systéemes de I'interféron et la diminution de la capacité des protéines d'arrét
shut-off des cellules hotes (Kohl et al., 2003).

Figure 23 : Représentation des deux principales voies de I'apoptose dans les cellules de
mammiferes (Hengartner, 2000).
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1V.6. Pouvoir pathogéne et manifestations cliniques

L’infection par le virus de la fievre de la vallée de rift reconnue en tant que zoonose, se

manifeste cliniquement chez I’animal et chez ’homme par des symptomes différents (Tableau

3).

Mortalité >70% Mortalité élevée 10- | Maladie grave quasi | Elaboration Réfractaires
70 % rarement mortelle d’anticorps

Agneaux Ovins Humains Dromadaires Oiseaux
Chevreaux Veaux Bovins Chevaux Reptiles
Chiots Certains rongeurs Caprins Chats Amphibiens
Chatons Buffles africains Chiens
Souris Buffles asiatiques Porcs
Rats Singes Anes

Lapins

Tableau 3 : Especes affectées par le virus FVR et sensibilité observée (Swanepoel &Coetzer,
1996)

IV.6.1. Chez ’animal :

Les symptdmes de la FVR ne sont pas spécifiques et varient en fonction de ’espéce et de
I’age des animaux. lls sont dus a un tropisme particulier du virus pour les hépatocytes
(hépatite  nécrosante) et les cotylédons chez les femelles en gestation.
La durée d’incubation est, elle aussi, tres variable, de quelques heures dans la forme suraigué

a trois semaines dans la forme subaigué. Le Code zoosanitaire de I’OIE a retenu 30 jours

comme durée maximale.

Figure 24 : Hépatite nécrosante : foie décoloré et friable (collection département EMVT du
CIRAD)




La forme suraigué n’est observée que chez les agneaux ou les chevreaux nouveau-nes.
Aprés une incubation de 12 a 72 heures, les seuls symptémes observables sont une forte
hyperthermie, de I’inappétence et des douleurs abdominales. L’animal tombe rapidement en

décubitus et la mort survient en 24 heures. La mortalité peut atteindre 90 % (figure 25).

Figure 25 :_Cas d’épizootie mortelle de FVR chez des veaux

La forme aigué est décrite_chez les ovins adultes et les jeunes de plus de trois semaines : aprés

une incubation légérement plus longue (de deux a cing jours), les premiers symptdmes sont
une forte fiévre, un jetage mucopurulent strié de sang, des vomissements et une diarrhée
putride hémorragique. Ces symptdémes apparaissent peu de temps avant la mort. Quand celle-
ci est différée, on peut aussi noter un ictére. La mortalité est de I’ordre de 20 a 30 %. Chez les
veaux, la forme aigué est fréquente avec hyperthermie, faiblesse générale, refus de se
déplacer, diarrhée fétide et souvent polypnée et dyspnée. Lorsqu’ils sont atteints par une
forme aigué, les bovins adultes présentent de 1’hyperthermie pendant deux a quatre jours, de
I’anorexie, du jetage mucopurulent, une diarrhée hémorragique ; quand la maladie évolue sur
une ou deux semaines, un ictére net apparait. La mortalité varie, chez les jeunes, de 10 a

70 %, mais dépasse rarement 10 % chez les adultes.




Figure 26 : Exemple d’un ovin atteint des signes cliniques de la FVR sous sa forme aigue

La forme subaigué se rencontre essentiellement chez les ovins, les caprins et les bovins,

I’avortement est, en régle générale, le seul signe mais il peut étre observé chez 80 a 90 % des
femelles en gestation (figures 26 et 27). Du reste, une augmentation du taux d’avortements est

un signe d’appel dans les régions ou la FVR est enzootique

Figure 27 : Avorton (collection département EMVT du CIRAD)

1V.6.2. Chez ’homme :

L'incubation est de 2 a 6 jours, suivie par un syndrome dengue-like caractérisé par
I'installation brutale de fievre, de céphalées, de myalgies, de rachialgies. Une raideur de la

nuque et une photophobie peuvent faire penser a une méningite. La maladie évolue en 4 a 7




jours vers une guérison sans séquelles, mais la convalescence peut durer 2 a 3 semaines. Cette
forme dite bénigne représente plus de 95% des cas symptomatiques.

Les formes asymptomatiques sont fréquentes, environ un cas sur deux. A I'opposé, des formes
graves s’observent dans 3 a 4% des cas. Elles se manifestent sous la forme d'un ou plusieurs
syndromes : atteinte oculaire, méningo-encéphalite, fievre hémorragique.

- L'atteinte oculaire apparait en général entre une a trois semaines apres les premiers signes
cliniques. Les lésions siégent au niveau de la rétine et peuvent entrainer une baisse
permanente de l'acuité visuelle, voire une cécite.

- La méningo-encéphalite apparait de méme une a trois semaines apres les premiers
symptomes. Des séquelles sont possibles, notamment a type de paralysie et de détérioration
mentale.

- La FVR peut étre cause d'une fievre hémorragique. Deux a quatre jours apres le début de la
maladie, le patient présente une hépatite avec ictere et syndrome hémorragique
vomissements de sang, méléna, purpura, gingivorragies. Elle peut étre précoce dés le 2°™
jour. Elle ne s'observe que dans 1% des cas. La mortalité des formes hémorragiques serait

d'environ 5%.

Figure 28 : Rétinite, avec exsudats et hemorragies maculaires et péri-maculaires, chez un
patient atteint de fievre de la Vallée du Rift (Al-Hazmi et al. , 2003 avec la permission de
I'éditeur (licence N° 2171210402185).




IV. 7. Diagnostic de ’infection par le virus de la FVR

Il est orienté par la clinique et le contexte (enzootie avec avortements nombreux qui précede
les cas humains). Dans les régions d’endémie ou dans les régions limitrophes, toute mortalité
élevée des agneaux et des chevreaux associée a une augmentation des taux d’avortement chez
les femelles doit attirer 1’attention. Il n’existe a ce jour qu’un Sérotype du virus, et les
techniques utilisées ne semblent pas détecter de réactions croisées avec les autres virus du

genre Phlebovirus.
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Figure 29 : Diagnostic de la FVR associée aux symptomes chez ’homme et ’animal. A,
cinétique de la virémie et de ’apparition des anticorps anti-FVR chez les animaux, B,
cinétique des symptémes observés chez les animaux ; C, cinétique des symptomes observés
chez ’homme d’apres Bird et al., 2009.

La mise en évidence du virus de la FVR doit faire partie d’une approche intégrée impliquant

la détection du géenome viral (par RT-PCR ou PCR temps réel), détection de I’antigéne et des




anticorps de type IgM ou 1gG par ELISA ou Immunofluorescence. La realisation de tests
virologiques, ne sont réalisables que par des laboratoires spécialisés de type BSL-3 (Biosafety

Level 3), en raison du classement du virus en tant que virus de classe 3.

Mise en évidence du virus

Le virus peut étre détecté trés rapidement dans la premiére semaine qui suit 1’infection par
immunofluorescence ou par différentes méthodes de biologie moléculaire de RT-PCR
conventionnelle qui se révelent extrémement sensibles (Jupp et al., 2000 ; Sall et al., 2001 ;
2002). Des techniques de PCR temps réel ont également été développées récemment et sont
basées soit sur le géne L (Bird et al., 2007 ; Peyrefitte et al.,, 2008 ; Le Roux et al., 2009) ; le
géne Gy (Drosten et al., 2002 ; Njenga et al.,2009), le géne N (Naslund et al., 2008) ou le
géne NSs (Garcia et al., 2001). Ces techniques peuvent se realiser a partir de prélevements de
foie, rate ou cerveau sur avortons et de sang total sur animaux malades.

L’isolement du virus se fait soit sur animaux de laboratoire & des hamsters ou souris adultes
par voie intra péritonéale soit par voie intracérébrale a des souriceaux-nouveaux nés soit sur
cellules. De nombreuses lignées cellulaires sont utilisées pour isoler le virus : cellules
primaires de rein ou de testicules de mouton, cellules de lignées (VERO, BHK21), cellules de
moustiques Aedes albopictus (Anderson et al., 1989). Un test ELISA de capture a été mis au
point se révélant d’une grande utilité pour les suivis épidémiologiques (Niklasson et al.,

1983 ; Peters et al., 1989).

Diagnostic sérologique

La détection des anticorps de type IgM et IgG apparait aprés 4 a 6 jours d’évolution clinique
(figure 29). La détection des anticorps spécifiques anti-FVR peut se faire par la technique de
séroneutralisation virale nécessitant 1’utilisation de lignées cellulaires et manipulation de virus
vivant ou par tests ELISA. Plusieurs tests ont été mis au point, ils sont bien souvent sur la
protéine N a la fois sensibles, spécifiques et faciles d’emploi (Paweska et al., 2005 ; 2007 ;
2008 ; Van Vuren et al., 2007 ; 2009 ; Fafetine et al., 2007). Un certain nombre de tests
ELISA ont été¢ développés dans les laboratoires de référence basé sur I’expression de la
protéine N ou des antigénes entiers inactivés. L’intérét de ces techniques rapides, peu
onéreuses et d’utilisation facile est évident pour les enquétes sérologiques en vue d’identifier
des zones ou des périodes a risque et d’éventuels cycles d’amplification. Des tests ELISA qui

permettraient de différencier les animaux infectés des animaux vaccinés sont en cours d’étude

(Mc El Roy et al., 2009).
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IV.8. Traitement et prophylaxie

On trouve aujourd’hui un certain nombre de vaccins anti-FVR a usage Vétérinaire,
actuellement aucun d’entre eux n’a obtenu de licence pour commercialisation aux Etats-Unis

et en Europe. Les différents types de vaccins seront décrits en fonction de leur conception :

1 - les vaccins inactivés

Un vaccin inactivé a la formaline a usage humain nommé TSI-GSD-200 a été produit aux
Etats-Unis (Randall et al., 1962 ; 1964) . Son utilisation est restée expérimentale, pour les
vétérinaires et les personnels des laboratoires a fort risque d’exposition au virus malgré que

son immunogeénicité ait été prouvée (Pittman et al., 1999).

Un vaccin inactivé a la formaline a usage vétérinaire a été développé mais nécessite 3
inoculations successives espacées de 1 a 2 mois suivie par un rappel de vaccination annuelle
(Barnard et al., 1977 ; 1979 ; Harrington et al., 1980)

2 - les vaccins atténués par passage in vitro, in vivo ou sur support cellulaire

- La souche neurotrope Smithburn, a été et reste encore largement employée. Il s’agit d’une
souche originaire d’Ouganda (Entebbe) neuroadaptée par passage intra-cérébral chez des
souriceaux nouveau-nés et des oeufs embryonnés (Smithburn, 1949a) Toutefois, ce vaccin
entraine des effets tératogenes chez 15 % des brebis gestantes avec des anomalies du systeme

nerveux central chez les feetus

- La souche MVP12, obtenue par mutagenése d’une souche virulente isolée en Egypte
(Zagazig 548) en 1977, semble induire une bonne immunité (Caplen, et al., 1985 ; Saluzzo et
al., 1990), elle présente des mutations dans chacun des trois segments du génome viral et
pourrait étre utilisée aussi bien chez les ruminants adultes que chez les jeunes animaux
(Morrill et al., 1997a; 1997b). Toutefois, elle provoque des effets abortifs et tératogénes chez
les brebis gestantes (Hunter et al., 2002) et est neuro-virulente pour les singes inoculés par

voie intracérébrale (Morrill & Peters, 2003).

- Le Clone 13 est un virus naturellement atténué, , possédant une large délétion dans le géne
NSs, a I’origine de son avirulence et rendant improbable toute réversion vers un phénotype
virulent. 1l est fortement immunogéne pour la souris et le mouton et son inoculation est sans

effet nocif chez la brebis gestante. Ce Clone 13 serait un bon candidat vaccin (Muller et al.,

.



1995 ; Dungu et al., 2010). Un autre virus naturellement muté pour les génes NSs et NSm

semble étre prometteur (Bird et al., 2008b)

- La souche R566, un réassortant associant le segment S du clone 13 et les segments M et L
du MVP12 est également un candidat sérieux (Bouloy & Flick, 2009)

3 - Les vaccins de nouvelle génération

- Les vaccins basés sur la géenétique inverse : la manipulation des génomes des virus a ARN
négatif permet de générer des virions infectieux a partir de cDONAs clonés par génétique inverse
(Bouloy & Flick, 2009, Habjan et al., 2009). Ces systemes de génétique inverse ont révolutionné
I’étude de I’expression des genes viraux et ont permis de mieux comprendre le role des protéines
de régulation durant les étapes de transcription/réplication et d’identifier les composants viraux
interagissant avec la cellule hote. Les avancées de génétique inverse devraient permettre de
construire des virus modifiés, conduisant a de nouvelles perspectives pour produire des vaccins

efficaces et sans danger

- Les VLPs: les génes codant pour la nucléocapside ou les glycoprotéines majeures contre
lesquelles la réponse immune de I’héte est dirigée peuvent également étre clonés dans un vecteur
(bactérie, virus) tel que le systeme baculovirus trés utilisé pour la production de structures
protéiques reconstituant le virus (virus-like particles VLPs) (Naslund et al., 2009 ; Habjan et al.,
2009 ; De Boer et al., 2010).

- Les vaccins recombinants : le systeme des vaccins recombinants adénoviraux ou alphaviraux a
également été trés largement testé mais reste a 1’état de recherche et n’est pas commercialisé
(Holman et al., 2009 ; Heise et al., 2009). Des recombinants poxviraux ont également été trés
récemment construits & partir du virus de la vaccine (Kakach et al., 1988) ou de capripoxvirus
(Wallace et al., 2005; 2006). Un paramyxovirus a récemment été étudié comme candidat
vaccinal pour la FVR (Koetekaas et al., 2010b)

- La vaccination par ADN est une stratégie qui a été abordée dans le cas de la FVR. Les
constructions ont induit une immunogénicité chez les souris dans certains cas (Lagerqvist et al.,
2009 ; Lorenzo et al., 2010) et beaucoup moins dans d’autres (Spik et al., 2006). Des
combinaisons d’ADN nu et de constructions basées sur les alphavirus semblent donner une

bonne protection (Bhardwaj. et al., 2010).
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La vaccination appliquée en début d’épizootie permet de réduire I’incidence de la maladie,
mais les plans de contrble sont malheureusement pris de vitesse par la propagation rapide de
I’infection. L’acte de vaccination est cependant dangereux dans un foyer, car 1’infection peut

étre facilement propagée par la réutilisation de la méme aiguille chez plusieurs animaux.

La lutte contre les épidémies des animaux d’élevage repose sur 1’identification des conditions
de transmission (périodes de fortes pluies et pullulation des vecteurs) et la vaccination
préventive. Un contrble des animaux doit étre effectué réguliérement, au moins pour ceux
destinés a I’exportation, puisqu’une réglementation internationale 1’exige. Lorsque les
animaux sont touchés, les contacts avec leurs produits doivent étre évités avec la mise en
place de mesures de protection individuelles ; une protection contre les vecteurs doit

également étre réalisée ou renforcée.

1VV.9. Contrdle de la maladie

Comme tous les virus a ARN, le VFVR est capable de muter rapidement, et on connait déja
plusieurs variants de ce virus. Cependant, en étudiant 1’épidémie de 2006, des auteurs ont
constaté une augmentation récente de la diversité génétique et de la taille des populations
virales en circulation, indiquant une forte activité virale dans les périodes inter-épidémiques
qui ont précédé (Bird et al., 2008a). Ce constat n’est pas surprenant et vient concrétiser des
craintes formulées pour les virus & ARN. L’occasion donnée a ces virus d’atteindre de
nouvelles populations sensibles et dans des régions nouvelles augmente leurs possibilités
d’évolution et peut permettre 1’émergence de virus aux propriétés nouvelles (Tolou et al.,
2002). On sait, par ailleurs, que le VFVR peut infecter une grande variété d’arthropodes, dont
beaucoup se trouvent en zone tempérée, et seraient capables de transmettre le virus (Turell et
al., 2008a ; 2008b ; Moutailler et al., 2008). Ainsi, le virus de la fievre de la Vallée du Rift
pourrait s’étendre au dela de son aire de répartition actuelle, comme il ’a fait en Arabie
Saoudite, mais aussi subir des évolutions qui lui permettraient par exemple de s’adapter a de
nouveaux vecteurs et & de nouveaux hoétes, ou de provoquer une infection d’évolution
différente. Cependant, la nature segmentée du génome du RVFV rend 1I’évolution génétique
du virus plus facile et plus ample, car elle peut se faire par échanges de segments lorsque des
hotes et des cellules sont infectés simultanément par deux virus différents. Ce mécanisme
extrémement important est bien connu pour le virus de la grippe, il est aussi décrit chez des
bunyavirus trés proches de RVFV (Gerrard et al., 2004). L’importance du virus FVR pour la

santé animale et I’économie des pays jafricains, plus encore que son impact sur la santé




humaine, a justifié la recherche de moyens performants de surveillance et de prévention des
épidémies. Les études menées a 1’aide de prises de vue effectuées par des satellites ont ainsi
montré qu’il existait une bonne corrélation entre des paramétres mesurables (niveau des
précipitations et des eaux de surface, importance et nature de la végeétation) et le début puis
I’extension des épidémies animales (Clements et al., 2007 ; Marechal et al., 2008 ).
L’ aboutissement de ces travaux pourrait donner & plusieurs pays et a des organismes
internationaux les moyens d’agir en amont sur la circulation du virus ou de déclencher
suffisamment tét des mesures de protection animale ciblées, techniquement réalisables et

économiquement supportables (Anyamba et al., 2009).




V. La peste des petits ruminants

La peste des petits ruminants (PPR) est une maladie virale, contagieuse, cliniqguement grave et
a déclaration obligatoire. Elle affecte les petits ruminants domestiques chevres et moutons. La
faune sauvage est également sensible a cette infection. La PPR est a 1’origine d’énormes
pertes sanitaires et économiques qui touchent les élevages et les pays atteints. L’infection par
le virus de la PPR a constamment enregistré un taux de morbidité de 80% et un taux de
mortalité de 90-100%.

V.1 Historique de la PPR

La peste des petits ruminants (PPR) a été décrite pour la premiere fois en 1942 en Cote
d’Ivoire par Gargadennec et Lalanne (Gargadennec et al., 1942). En effet, cette découverte a
eu lieu suite a ’apparition de foyers cliniquement identiques a ceux du virus de la peste
bovine et ne touchant que les petits ruminants. Pendant prés de quinze ans, la maladie n’est
signalée que dans ces 2 territoires de 1’Afrique occidentale francaise puis en 1955, elle est
décrite pour la premiere fois au Sénégal. En 1962, Gibert et Monnier réussissent a cultiver le
virus sur cellules (Gilbert et al., 1962) et en 1967, Bourdin et Laurent-Vautier publient les
premieres photographies en microscopie électronique (Bourdin & Laurent-Vautier, 1967).
Parallelement, des analyses sérologiques, des expériences de protection croisée et des
analyses biochimiques aboutissent a la distinction entre PPR et peste bovine et, en 1979, le
virus de la PPR est classé dans le genre Morbillivirus, famille des Paramyxoviridae au méme
titre que celui de la peste bovine, le virus de le rougeole, et de la maladie de Carré (Diallo et
al., 1987 ; 1989a; Gibbs et al., 1979). La pasteurellose et la peste bovine ont retardé la
reconnaissance de la PPR en raison de la présence de symptémes respiratoires provoqués par
des surinfections bactériennes et de ’existence de symptomes semblables provoqués par la
peste bovine respectivement, ceci étant observé aussi bien sur les bovins que les petits
ruminants. La PPR a toujours sévit sous forme enzootique dans les pays de I’Afrique sub-
saharienne, dans les pays du Moyen-Orient et ceux de 1’Asie du sud ouest. A partir des années
2000, la PPR est apparue pour la premiere fois dans de nouveaux pays. En 2004, des foyers
ont été déclarés en Turquie dans la province d’Edirne (Anderson et al., 2005 ; Kul et al.,
2007). Plus récemment encore, en été 2008, des foyers de PPR ont été observes et déclarés au

Maroc et jusqu’aux frontieres avec 1’ Algérie (Sanz-Alvarez et al., 2008).
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V.2 Classification et répartition géographique

La peste des petits ruminants est due au virus de la Peste des Petits Ruminants (PPRV) qui
appartient a la famille des Paramyxoviridae et au genre Morbillivirus. Ce genre renferme six
especes dotées d’une grande spécificité d’hote (Barrett et al. ,1999) :

Le virus de la peste des petits ruminants affecte les ovins, caprins et les petits ruminants de la
faune sauvage. Le virus de la peste bovine (RPV pour Rinderpest virus) atteint les
artiodactyles et particulierement les bovins et les buffles. Le virus de la rougeole (MV pour
Measles virus) est spécifique a I’homme. Le virus de la maladie de Carré (CDV pour Canine
Distemper virus) atteint les canidés alors que le Phocine Distemper virus (PDV) atteint les

phoques et le Cetacean Morbillivirus (CMV) les cétacés.

L’alignement phylogénétique des différentes souches de PPR basé sur le géne de la
nucléoprotéine N a mis en évidence quatre lignées virales différentes : trois lignées sont
réparties sur le continent africain (lignées I, Il et I11) et une sur le continent asiatique (lignée
IV) (figure 30 ) (Kwiatek et al., 2007).
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Figure 30 : Répartition géographique de la PPR en 2008 (Minet et al., 2009)

E



V.3. Etiologie du virus de la PPR

V.3.1 Structure du virus :

Le virus de la PPR appartient a la famille des Paramyxoviridae et au genre Morbillivirus.
Comme tous les Morbillivirus, ¢’est un virus enveloppé, pléomorphe et dont le diamétre varie
de 150 & 700 nm. Son génome viral a une taille d’environ 16 kb et respecte « la régle des
SiX » qui s’applique a tous les virus de la sous famille des Paramyxovirinae. Le génome dont
la séquence vient d’étre déterminée est constitué d’un brin d’ARN monocaténaire non
segmenté qui se dit negatif car ne peut étre traduit en protéines : .lors de la multiplication
virale, il doit d’abord étre transcrit en ARN messagers (ARNm) par la polymérase virale. Ces
derniers, monocistroniques- car chacun est la copie d’un seul géne- sont traduits en protéines
virales par la machinerie enzymatique de la cellule infectée. Le virion est composé de six
protéines structurales (figure 31) :

- La nucléoprotéine N, responsable de la structure hélicoidale de la nucléocapside, la
plus abondante dans le virus et la cible préférentielle des anticorps permettant
I’utilisation des antigénes N en tests de diagnostic. Elle est responsable de la structure
hélicoidale de la nucléocapside

- La phosphoprotéine P qui interagit avec N pour favoriser 1’encapsidation des ARN

néosynthétisés et avec L dans la synthése de I’ARNm et la réplication de I’ARN viral
génomique

- La protéine de matrice M qui sert de lien entre la nucléocapside et les deux
glycoprotéines de surface F et H

- La protéine de fusion F, responsable de la fusion entre la membrane virale et celle de
la cellule héte et cible d’anticorps neutralisants in vitro, utilisés en tests de diagnostic

- L’hémagglutinine H qui permet la fixation du virus au récepteur de la cellule hote et
cible d’anticorps neutralisants in vitro, utilisés en tests de diagnostic

- L’ARN polymérase ARN dépendante L qui intervient dans la polymérisation de
I’ARN et au cours des ¢étapes d’initiation, élongation, terminaison, coiffage,
méthylation et polyadénylation

et deux protéines non structurales C et V qui jouent un rdle dans la transcription et la
réplication virale.

Le génome viral est associé a 3 protéines virales N, P et L pour former la ribonucléoprotéine
(RNP) qui constitue la structure minimale essentielle pour la transcription et la réplication du

génome viral dans le cytoplasme cellulaire (figure 32).
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Figure 31 : Schéma de la structure de Morbillivirus (d’aprés Diallo)

V.3.2. Cycle viral

Le cycle viral est engagé suite a la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme de la
cellule infectée. Simultanément deux phases sont activées : la transcription et la réplication.
Ces deux phases sont contrdlées par deux régions non codantes situées aux extrémités 3’ et 5’
du génome, le leader et le trailer. Le leader (positions 1 — 54) et la partie 3’ non codante de la
N (positions 55 — 107) constituent le promoteur génomique (107 bases), utilisé par la
polymérase virale pour la synthese des ARNm. La partie 5’ non codante de la polymérase L
(positions 15840 — 15908) et le trailer (15909 — 15948) constituent le promoteur
antigénomique (109 bases), utilis€ par la polymérase pour la synthése de ’ARN (+),
intermédiaire de réplication du génome viral. Le leader et le trailer ont des séquences
inversées complémentaires sur leurs 16 premiéres bases qui constituent probablement le
signal de reconnaissance pour la polymérase virale.

Grace au complexe RNP, la transcription du génome viral est initiée. L’ARN synthétisé est
décroché a chaque séquence inter génique qui constitue le signal de pause pour la polymérase.
Ce mode de transcription aboutit a la synthése d’ARNm monocistroniques traduits en
protéines par la cellule héte. Les séquences inter géniques sont tres conservées chez les
morbillivirus. Elles sont dites séquences d’atténuation de la synthése d’ARN. Une des
conséquences du phénomene d’atténuation est I’existence d’un gradient dans la quantité des
ARN transcrits. Au cours du cycle viral (figures 32 et 33), la transcription fait
progressivement place a la réplication qui consiste en la synthése compléete de génomes

viraux. Les signaux tri nucléotides atténuateurs ne sont plus reconnus par la polymérase, qui




ne relache I’ARN synthétisé qu’a la fin de la copie complete du génome, aboutissant ainsi au
brin d’ARN(+) complémentaire entier. Cet antigénome est ensuite répliqué pour produire un
génome de polarité négative. La transition entre la transcription et la réplication dépend de
I’accumulation des protéines N et P. Ces protéines vont se lier a ’ARN en cours de synthése
par la polymérase ce qui va aboutir a de nouvelles RNP virales. Celles-ci, grace a 1’affinité
des protéines N et M, vont migrer vers la membrane cellulaire ou sont insérées les
glycoprotéines virales d’enveloppe F et H. L’interaction entre les glycoprotéines d’enveloppe
et les RNP permet la formation de bourgeons qui croissent pour finalement se détacher de la

cellule cible et donner naissance a un virion complet dans le milieu extérieur.
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Figure 32 : Représentation schématique du cycle viral des morbillivirus
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Figure 33: Transcription et réplication d’un modéle de morbillivirus: le virus de la
rougeole.(A) carte génomique du virus, (B) présentation schématique de I’ARN viral, (C) les
transcrits d’ARN viraux (50-30 mRNAs) avec mise en évidence d’un gradient concernant ces
transcrits, (D-E) étapes de réplication génomique montrant la matrice antigénomique (50-30
RNP) et la nouvelle séquence génomique produite (30-50 RNP).

V.4. Physiopathologie

V.4.1 Interactions virus et cellules

L’infection de la cellule cible commence par I’interaction des spicules de la glycoprotéine H
avec son ligand cellulaire (Diallo et al., 2003). Deux protéines cellulaires ont été identifiées
comme récepteur permettant la fixation du virus de la rougeole (MV). Comme pour le virus
de la rougeole ou de la peste bovine, le ligand naturel du virus PPR est probablement le
CD150 (surface leukocyte adhesion molecule) ou SLAM (Signaling Lymphocyte Activation
Molecule). Ce premier récepteur cellulaire utilisé par les morbillivirus est exprimé a la surface
des lymphocytes activés, des monocytes, des macrophages et des cellules dendritiques
matures (Bodjo et al., 2007 ; Tatsuo et al., 2002). Le second récepteur est le récepteur CD46,
initialement décrit comme un composant du systéeme de régulation de [Dactivit¢ du
complément (Liszewski et al., 1991), il est utilisé par les souches vaccinales du virus de la
rougeole, adaptées a la culture cellulaire (Erlenhofer,et al., 2002, Manchester et al., 2000).

Une fois le virus lié a la cellule par le pont H-CD150, la protéine virale de fusion F intervient
pour permettre la fusion des deux membranes virale et cellulaire. A la suite de ce processus de

fusion, la nucléocapside est libérée dans le cytoplasme de la cellule hote et le cycle viral se
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déclenche. La multiplication du virus entraine la mort et la lyse de la cellule. Gréace au
complexe RNP, la transcription du génome viral est initiée. La polymérase ARN dépendante
de I’ARN s’accroche au promoteur génomique de ’extrémité 3’ du génome viral et entame la
synthése d’ARN. A chaque séquence inter génique constituée de trois nucléotides, il existe un
signal de pause pour la polymérase lors de la transcription, I’ARN synthétisé est décroché
avant que ’enzyme n’entame la copie du géne suivant. Ce mode de transcription aboutit & la
synthése d’ARNm monocistroniques traduits en protéines par la cellule hote. De temps en
temps, des molécules de polymérase ne « respectent » pas une ou deux pauses inter géniques,
ce qui aboutit a la synthése d’ARNm bi ou tricistroniques, produits aberrants de la
transcription. Les séquences inter géniques sont trés conservées chez les morbillivirus : CUU,
CUA, CAA ou CUA. Pour le PPRV, cette séquence est CUU. Elles sont dites séquences
d’atténuation de la synthése d’ARN. Elles ne sont reconnues comme signal de pause ou
d’atténuation que lors de 1’étape de transcription et ne sont pas copiées. Une des conséquences
du phénoméne d’atténuation, en plus de la synthése d’ARNm mono, bi et tri-cistroniques est
I’existence d’un gradient dans la quantité de ces produits car il n’y a qu’un seul point d’entrée
de la polymérase, le promoteur génomique pour la transcription. En raison de cette
organisation génomique, plus un gene est éloigné du promoteur, moins il est transcrit.
Autrement dit c’est ’ARNm N qui est le plus produit et ’ARNm L le moins produit.
L’agencement des génes dans le génome viral correspond a la proportion relative de chaque
protéine nécessaire a la production du virus, N étant la protéine la plus abondante dans le

virion et L la moins représentée.

V.4.2 Eléments de pathogénie

Les infections a Morbillivirus entrainent des maladies aigués avec des taux de mortalité
élevés. Le virus de la peste des petits ruminants se caractérise par un double tropisme,
épithéliotrope (Diallo et al., 2003) et lymphotrope. Ceci explique la nature et I’étendue des
lésions causées par le virus de la PPR. L’infection virale emprunte généralement la voie
respiratoire et le virus commence sa multiplication dans les organes lymphoides régionaux de
I’hdte. Les virions néoformés dans le systéme lymphoide local sont ensuite disséminés par
voie sanguine dans le reste de 1’organisme avec un tropisme particulier pour le systéme
immunitaire et les muqueuses. Cette dissémination massive virale conduit a la destruction des
cellules du systéme immunitaire et entraine une sévére immunodépression a 1’origine
d’infections secondaires opportunistes. Il est & noter qu’en fonction de la virulence de la

souche, le tropisme peut varier et étre réduit voir méme absent pour les souches atténuées




(Wohlsein et al., 1995). D’autre part, I’espéce, la race et 1’dge de I’animal influent sur
I’expression de la maladie. D’autres infections, notamment bactériennes, peuvent intervenir
dans la sévérité des signes cliniques. En cas de guérison, une immunité de longue durée

s’installe.

V.5. Pouvoir pathogéne et manifestations cliniques

La peste des petits ruminants peut se développer sous quatre formes cliniques en fonction de
la sensibilité de I’animal atteint :

-la forme suraigué : elle affecte principalement les caprins de plus de quatre mois. Apres une
incubation de trois jours, la maladie se traduit par une forte hyperthermie qui s’accompagne
d’une congestion des muqueuses buccales et oculaires. L’animal est abattu et ne mange plus.
Un a 2 jours apres I’hyperthermie, apparaissent les larmoiements et le jetage spumeux. La
mortalité survient dans 100% des sujets atteints suite a une diarrhée profuse avec

complications digestives 5 & 6 jours en moyenne aprés le début des symptdmes (figure 34).

- la forme aigué : elle reproduit modérément les mémes symptémes de la forme suraigiie sur
une période plus étalée. Environ 4-5 jours aprés le début de la maladie, la fievre commence a
diminuer et laisse place a la diarrhée et aux érosions de la muqueuse buccale avec ulceres
hémorragiques. L’animal fatigué par la diarrhée reste couché indifférent a son entourage.
Chez les femelles, du pus et des lésions érosives sont visibles sur les muqueuses
vulvovaginales. L’avortement est de régle. Dans cette forme clinique, certains animaux
peuvent résister a 1’évolution fatale et guérissent rapidement, une semaine au plus.
Néanmoins, la mortalité reste toujours importante. Elle s’éléve a 70-80% et la mort survient

10 jours en moyenne apres le début de 1’hyperthermie.

- la forme subaigué : elle se traduit par des signes cliniques peu intenses, voire absent. La
phase d’incubation dure environ 5 jours comme pour la forme aigué mais 1I’hyperthermie est
faible. Dans le cas de jetage, le jetage est peu abondant et se desseche autour des nasaux pour

former des crofites qui peuvent étre confondues avec I’ecthyma contagieux.

-la forme inapparente : elle est la plus fréquente et sévit essentiellement notamment dans les
zones sahéliennes et ne peut étre révélée que lors des enquétes sérologiques.




A Tautopsie, les Iésions les plus fréquentes sont les ulceéres des muqueuses buccales et
génitales (figures 35 et 36). Des Iésions congestives sont notées au niveau de 1’intestin gréle,

du colon et surtout du rectum ou elles sont parfois hémorragiques.

Figure 34 : Jetage mucopurulent (cliche A. Diallo)

Figure 35 : Lésions nécrotiques sur la langue d’une chévre (cliché A. Diallo)

Figure 36 : Lésions nécrotiques sur la mugueuse buccale (clichés A. Diallo)

V.6. Diagnostic de ’infection par le virus de la PPR
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La PPR fait partie des maladies de 1’ex Liste A de I’OIE dans laquelle sont regroupées les
maladies tres contagieuses et a des conséquences économiques importantes. La PPR peut se
confondre avec plusieurs maladies des petits ruminants telles que 1’ecthyma contagieux, la
pleuropneumonie contagieuse caprine, la pasteurellose ou la peste bovine. Un diagnostic de
laboratoire est donc nécessaire pour distinguer ces maladies.

En cas de suspicion de la peste des petits ruminants, différents types de prélevements peuvent
étre réalisés afin d’isoler et d’identifier le virus : a partir des animaux vivants (sang total,
¢couvillonnages oculaires et nasaux) et sur les cadavres d’animaux (échantillons d’intestin, de

poumon et de noeuds lymphatiques).

Identification du virus

L’identification du virus dans les prélévements est réalisée par des méthodes classiques de
diagnostic de laboratoire (Diallo et al., 1995). L’immunodiffusion en gélose est une technique
facile a mettre en ceuvre et qui donne des résultats rapides sous 48 heures. Cependant, elle est
peu sensible et peut mener a des erreurs de diagnostic entre la peste bovine et celle des petits
ruminants (Diallo et al., 1995). Les techniques d’immunofluorescence sont spécifiques avec
’utilisation d’anticorps monoclonaux. Le test d’hémagglutination est une méthode rapide de
détection des anticorps dans le préléevement qui permet de différencier la peste bovine et de la
peste des petits ruminants, car le virus de la peste bovine ne posséde pas la propriété
d’agglutination des globules rouges. Le test ELISA d’immunocapture (Libeau et al., 1994),
basé sur I'utilisation d’anticorps monoclonaux, est une méthode rapide et sensible pour un
diagnostic différentiel entre les deux pestes des ruminants. La PCR (Polymerase Chain
Reaction), extrémement sensible est la technique la plus utilisée a 1’heure actuelle, rapide,
sensible et spécifique (Diallo et al., 2003 ; Forsyth & Barret, 1995). Elle est basée sur
I’amplification de I’ADN complémentaire (ADNCc) obtenu par transcription inverse de I’ARN
viral extrait des échantillons. L’amplification est réalisée avec des amorces propres a chaque
virus ce qui permet d’obtenir un résultat spécifique (Diallo et al., 2003 : Ozhul et al. 2002 ;
Tufan et al., 2006). Cette technique a eté validée sur des prélévements effectues sur des
papiers buvards imbibés du sang de I’animal a tester (Michaud et al., 2007)

L’isolement viral reste le diagnostic de référence. Il permet de créer une banque de souches
référencées. Cet isolement est réalisé sur des cellules de lignées primaires (cellules de rein ou
de poumon de mouton pour la PPR) ou sur des cellules Vero (cellules de rein de singe vert).

Depuis plusieurs annees, des cellules exprimant le récepteur CD150 a leur surface sont
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utilisees pour I’isolement et la multiplication des morbillivirus, notamment pour le CDV, MV
et RPV (Tatsuo et al., 2001 ; Tatsuo et al., 2002 ; Lan et al., 2006). Le virus isolé est mis en

évidence par immunofluorescence avec des anticorps monoclonaux spécifiques.

Tests sérologiques

D’autre part, ’organisation mondiale de la sant¢ animale (OIE) a instauré, dans le cadre
d’échanges internationaux d’animaux, le diagnostic sérologique. Deux types de tests peuvent
étre utilisés pour cette fin : la technique de séroneutralisation, technique assez lourde qui ne
peut étre utilisée en routine nécessitant des cultures cellulaires et avec un rendu de réponse
allant jusque 10 jours (Rossiter et al., 1985) et les tests ELISA de compétition (Libeau et al.,
1992 ; Libeau et al., 1994) qui sont basés sur 1’utilisation d’anticorps anti-N ou anti-H de la
PPR, ces derniers ayant une meilleure spécificité et une moins bonne sensibilité. Cependant,
aucun de ces tests ne permet d’effectuer une distinction systématique entre anticorps anti-

Peste bovine et anti-PPR.

V.7. Traitement et prophylaxie

Prophylaxie sanitaire

Il n’existe pas de traitement spécifique contre la peste des petits ruminants. L’antibiothérapie
n’assure que la prévention contre les infections respiratoires qui peuvent se rajouter a 1’état de
I’animal déja atteint En pays indemne, I’importation d’animaux sensibles en provenance de
pays infectés doit étre strictement interdite. Dans les pays d’enzootie, les foyers déclarés
doivent étre éliminés rapidement, en interdisant la sortie des animaux. Ainsi, le contréle de la
PPR repose essentiellement sur des mesures sanitaires et préventives.

On dénombre, six principales mesures sanitaires a appliquer lors d’apparition de foyers de
PPR:

Isolement des troupeaux infectés et des animaux malades au moins durant 45 jours

En cas de foyers circonscrits en zone indemne, la solution la plus rapide et efficace reste
I’abattage et la destruction des cadavres des animaux infectés

Incinération des carcasses et des produits dérivant des animaux infectés

Mise en quarantaine des animaux avant introduction dans le troupeau

Contrdle des animaux et des véhicules
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Ces mesures permettent de recouvrer le statut indemne en quelques mois mais supposent
I’existence d’un systéme de surveillance clinique passive efficace permettant de détecter les
premiers foyers en un temps relativement court. Lorsque ’infection a eu largement le temps

de diffuser, seule la vaccination massive peut étre envisagée.

Prophylaxie médicale

La prophylaxie préventive est basée essentiellement sur la vaccination. Sur le marché
vétérinaire, plusieurs types de vaccins sont mis en pratique pour controler et prévenir contre la
peste des petits ruminants. Succinctement, nous allons présenter des exemples de ces outils
prophylactiques.

Devant I’échec de vaccins a virus inactivés et des premiers travaux sur l’atténuation des
souches de PPR sur cultures cellulaires, le vaccin contre la peste bovine a longtemps été
utilisé contre la peste des petits ruminants en raison des communautés antigéniques entre les
deux virus (immunisation hétérologue). Cette utilisation est maintenant proscrite en raison du
risque d’interférence avec le dépistage sérologique pour la surveillance de la peste bovine
(Lefevre, 2003). Pour la protection des petits ruminants contre la PPR, il existe désormais des
vaccins homologues atténués par passages successifs en culture cellulaire. Il existe plusieurs
souches vaccinales, PPR Nigeria 75/1 co-développée par le CIRAD et I’IAH de Pirbright
(Diallo et al., 1989b) ou deux souches d’origine indienne (Singh RP et al., 2009), toutes
générant une immunité durable d’au moins 3 ans apres une seule injection, sur toute la durée
de vie économique habituelle des petits ruminants (environ trois ans). lls présentent un
inconvénient majeur, leur sensibilité a la chaleur. Des essais de stabilisation thermique de ce
vaccin ont été effectués et permettent d’étendre la durée de conservation du vaccin a des
températures inférieures ou égales a 25°C (Sarkar et al., 2003). D’autre part ces vaccins ne
permettent pas de différencier entre les infectés et les vaccinés ; d’ou la nécessité d’un vaccin
DIVA pour le contréle de la PPR. Alternativement, des vaccins recombinants ont été
développés. Ils sont thermoresistants et permettent de protéger contre plusieurs agents
pathogénes. Des vaccins capripoxviraux recombinants pour les 2 glycoprotéines de surface H
et F ont été produits et ont montré leurs effets protecteurs avec des doses minimales
protectrices aussi faibles que 10 doses et 0.1 dose TCID50 respectivement (Diallo et al.,
2002, Berhé et al., 2003).
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CADRE ET OBJECTIFS

L’objectif de ce travail est de contribuer au développement d’un vaccin de « nouvelle
géneration » permettant de protéger les animaux et plus particulierement les petits ruminants a
la fois contre la fievre de la Vallée du Rift (FVR), la peste des petits ruminants (PPR) et la
variole des ruminants. Les 2 premiéres pathologies partagent la méme distribution
géographique, avec une incidence clinique élevée sur les ruminants et une forte contagiosite.
Ces deux maladies ont un fort impact socio-économique dans les pays ou elles sévissent et la
fievre de la Vallée du Rift est en outre une zoonose responsable de syndromes grippaux chez
I’homme pouvant évoluer en encéphalite ou syndrome hémorragique 1étal dans 1 a 2 % des
cas. La variole des petits ruminants est présente dans la plupart des zones ou sévissent la FVR
et la PPR, avec une présence endémique au Maghreb. Une vaccination contre la variole est en
place dans ces pays. Les trois maladies sont réputées contagieuses en France (MRC) et a

déclaration obligatoire pour 1’Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE).

Dans le but d’établir, la situation épidémiologique vis-a-vis de la FVR et de la PPR en
Tunisie, et ainsi estimer 1’intérét que pourrait avoir un vaccin trivalent, une enquéte
sérologique permettant d’évaluer les niveaux de séroprévalence pour ces 2 maladies a été
réalisée en Tunisie en 2006-2007 (Partie 11).

Afin de répondre au principal objectif de ce travail, une stratégie de vaccins vectorisés a été
envisagée et le modele du vecteur capripoxvirus et plus précisément celui du virus de la
dermatose nodulaire contagieuse a été choisi. Ce virus a, par ailleurs, déja fait ses preuves
comme vaccin recombinant contre la PPR et la fievre catarrhale ovine (FCO) respectivement
(Diallo et al., 2002; Berhé G. et al., 2003 ; Perrin et al., 2007). Les vecteurs poxviraux
recombinés sont utilisés dans des vaccins commerciaux développés pour certaines
pathologies. Plusieurs exemples en témoignent tels que le fowlpoxvirus recombinant
exprimant la protéine H5 du virus de I’influenza aviaire (vaccin commercialisé par MERIAL)
(Bublot, et al., 2006) ; le canarypoxvirus utilisé contre le virus de I’influenza équine et la
fievre du Nil occidental (vaccin commercialisé par MERIAL) (Minke et al., 2004b) ; le virus
de la vaccine recombinant exprimant la protéine G du virus de la rage (vaccin commercialisé
par MERIAL) (Mackowiak et al., 1999).

L’élaboration d’un vaccin capripoxvirus double recombinant FVR-PPR reléve d’un triple

intérét :
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- elle constitue une nouvelle approche pour étudier la capacité du vecteur capripoxvirus
a protéger contre un nouveau transgene dérivé du virus de la FVR.

- elle permet d’évaluer la protection conférée contre trois maladies, par le vecteur
capripox intégrant deux valences par recombinaison homologue dans 2 sites
d’insertion distincts

- elle ouvre la pesrpective d’un vaccin thermostable, aspect non négligeable pour son
utilisation dans les pays du Sud, pouvant conférer une protection apres 1 seule
administration sans rappel

L’identification de génes conservés et immunogéniques pouvant induire une immunité
protectrice avec la production d’anticorps neutralisants spécifiques chez 1’animal est un des
points clefs de la stratégie suivie. Des travaux récents ont permis de cibler sur les
glycoprotéines GnyGc du géne M de la FVR et sur le géne H de la PPR (Berhé G. et al., 2003 ;
Wallace et al ., 2006) . Notre objectif était donc d’évaluer la capacité de notre vecteur de type
capripoxvirus a induire une réponse immunitaire contre ces genes cibles et a évaluer cette
réponse dans des essais de protection aprés une épreuve virulente ou non chez les animaux
sensibles a la FVR et a la PPR. Le développement des vaccins poxviraux recombinants contre
la FVR et la PPR nécessite plusieurs étapes a savoir 1’élaboration des constructions
plasmidiques et leur validation in vitro (Partie 1lI1-Chapitre 1). En raison de difficultés
techniques rencontrées au cours de ce travail, seule I’évaluation de I’effet protecteur et des
réponses immunitaires engendrés par un capripoxvirus simple recombinant pour la FVR a pu

étre réalisée et est détaillée dans le chapitre 2 de la Partie I11 de ce manuscrit.
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PARTIE |l : ENQUETE SEROEPIDEMIOLOGIQUE

PPR ET FVR EN TUNISIE
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Partie 11 : Enquéte séroépidémiologique PPR et FVR en Tunisie

Cette enquéte de séroprévalence a été realisée pour la premiere fois en Tunisie. Elle a pour
objectif de dépister une éventuelle circulation virale des virus de la fievre de la vallée de rift et
de la peste des petits ruminants afin d’évaluer 1’impact que pourrait avoir 1’utilisation d’un
vaccin double recombinant sur un tel territoire. Ce pays d’Afrique du Nord présente un statut
sanitaire enzootique en matiere de capripoxviroses et ceci malgré les campagnes de
vaccination annuelle. D’autre part, le positionnement géographique de la Tunisie dans le
bassin méditerranéen sa situation et par rapport aux pays limitrophes, lui confére une
prédisposition a ’atteinte par de nouvelles pathologies telles les deux exemples choisis dans
ce travail. Le cas de la fiévre catarrhale ovine et notamment du sérotype 2 en est une bonne
illustration également (Purse et al., 2005). Les travaux présentés dans cette partie ont fait
I’objet d’une publication, présentée en Annexe 1 de ce manuscrit : Ayari-Fakhfakh E., Ghram
A., Bouattour A., Larbi I., Gribda-Dridi L., Kwiatek O., Bouloy M., Libeau G., Albina E.,
Cétre-Sossah C., 2011, First serological investigation of peste-des-petits-ruminants and Rift

Valley fever in Tunisia. Veterinary Journal 187 (3) : 402-4.

1- Matériel et Méthodes

L’enquéte sérologique réalisée est de type transversal. Elle a été menée sur une période de 5

mois comprise entre Septembre 2006 et Janvier 2007.
1.1.Les régions d’échantillonnage

Six régions réparties sur 1’ensemble du pays ont été sélectionnées. Ce choix a éte fait en
fonction de leur forte densité animale, de la présence en abondance des gites de vecteurs et de
I’existence de zones marécageuses, tout ceci favorisant des zones écologiques variées en
fonction des régions choisies. Il a été également conduit sur des régions frontalieres avec les

pays avoisinants. Ces sites de prélévements sont représentés sur la carte suivante (figure 37).
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Figure 37: a. Carte du monde représentant la position de la Tunisie dans le bassin
méditerranéen, b. Carte de Tunisie présentant les 6 régions échantillonnées (couleur grise)
avec la distribution des différentes especes de moustiques identifiées

1.2.Les animaux testés

Les animaux appartiennent a des élevages traditionnels de type extensif. Ce sont des grands
et petits ruminants ainsi que des camélidés, tous prélevés au hasard, généralement a
proximité de zones d’abreuvement. Le nombre total d’échantillon obtenu est de 610 animaux.
Cet échantillonnage est représenté en fonction de 1’espéce et de la région dans le tableau

suivant (tableau 4).
1.3. Les sérums

Les sérums sont obtenus a partir de prélevements sanguins réalisés au niveau de la veine
jugulaire de chaque animal. Le sang est récolté dans un tube sec et stérile ou il sera maintenu
a température ambiante pour favoriser la coagulation. La récolte du sérum s'effectue apres la

formation du caillot et par centrifugation a 3000 tours/mn pendant 10 minutes.

108



Total OVINS | CAPRINS | BOVINS Mosquito species %
Bizerte 93 44 0 49 0 Ae. caspius 29
(13550) | (6000) (1500) (6050) (0) Ae. detritus 29
Cx. pipiens 38
An. labranchiae 4
Kairouan 191 76 33 82 0 Ae. caspius 33,5
(118300) | (102300) (9000) (7000) 0) Ae. detritus 11
Cx. pipiens 33,5
Cx. theileri 11
Cx. perexiguus 55
Cx .laticinctus 55
Kébili 76 21 27 0 28 Cx. pipiens 33,5
(30340) | (14500) (13800) (110) (1930) Cx. theileri 33,5
An. sergenti 33
Meédenine 8 0 1 0 7 Cx. pipiens 50
(181930) | (130000) (50000) (230) (1700) Cx. theileri 50
Nabeul 175 67 49 59 0 Ae. caspius 26
(64890) | (39980) (7430) (17480) (0) Ae. detritus 36
Cx. pipiens 26
Cx. theileri 9
Sousse 67 55 9 3 0 Ae. caspius 415
(112400) | (103500) (7300) (1600) ) Ae. detritus 115
Cx. pipiens 415
Cx. theileri 515
Total 610 263 119 193
(521410) | (396280 (89030) (32470)
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Tableau 4 : Répartition géographique des échantillons analysés (serum et pieges). Ae.
Correspond & Aedes, An. A Anopheles, et Cx. pour Culex. Le nombre présenté entre
parentheses correspond au nombre total d’animaux répertoriés dans les régions choisies.

1.4.Tests serologiques

La recherche d’anticorps dirigés contre la PPR et la FVR s’est faite par ’utilisation de tests
ELISA indépendants. Les analyses ont été menées simultanément a 1’Institut Pasteur de

Tunis, I’Institut Pasteur de Paris et au CIRAD Montpellier.

La séroprévalence de la PPR a été evaluée par I’utilisation d’un test ELISA compétitif
utilisant un anticorps monoclonal dirigé contre la nucléoprotéine N du virus PPR. Le
protocole est décrit dans I’article de Libeau et al., 1995. Un total de 263 sérums ovins et 119

sérums caprins ont pu étre testés.

Concernant la recherche d’anticorps anti-FVR, les tests ELISA ont été effectués sur la totalité
des prélévements. Le test utilisé est le test ELISA de compétition développé par Paweska et

al., 2005 et commercialisé par BDSL (www.bdsl2000.com)

1.5. Tests Statistiques

Le logiciel Winepiscope a permis de réaliser I’analyse statistique des résultats sérologiques
(De Blas et al. 2000).

Avant d’aborder les résultats, nous soulignons qu’au cours de cette enquéte, nous avons
essay¢ de détecter ’ADN viral du virus de la PPR a partir de 28 prélévements pulmonaires
(25 ovins et 3 caprins) prélevés aléatoirement, issus de différents abattoirs. Une RT-PCR
mise au point par Couacy-Hymann a éete utilisée a cette fin (Couacy-Hymann et al,. 2009).

2. Reésultats

La prévalence totale obtenue pour la PPR est de 7,6% (IC : 4.9-10.1 avec une précision de

95%). Ces resultats sont soutenus par une specificité de 99.4% et une sensibilité de 94.5% du
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test ELISA utilisé (Libeau et al., 1995). Les deux régions, Kairouan (95%, IC 8.7-22.3) et
Kebili (95%, IC 3.1-20.9) sont les plus atteintes en terme de séroconversion (tableau 4). La
différence de séroprévalence entre les ovins (5.7%) et les caprins (11.8%) est statistiquement
significative (X2 =4.3, dll=1, P = 0.04). Les 28 échantillons de poumons testés par RT-PCR

n’ont révélé aucune amplification spécifique.

La détection d’une circulation virale pour la FVR n’a conduit a aucun résultat positif malgré
la présence de plusieurs genres et especes de moustiques potentiellement vecteurs (tableau 5;
figure 37) (Moutailler et al., 2008). Selon le logiciel statistique Winepiscope pour avoir au
moins 1% de prévalence il faut disposer d’un échantillonnage supérieur ou égal a 527 (De
Blas et al. 2000). Cette condition est respectée puisque pour le cas de la FVR, 610 sérums ont
été testés. L’ELISA utilisé présente une sensibilité de (99-100%) (Paweska et al. 2005).

L’espéce Culex (Cul.) theileri est présente dans tous les sites piégés sauf celui de Bizerte.
Deux especes d’anophéles (An. sergenti et An. labranchiae) ont été identifiées en faible
densité a Kébili et Bizerte respectivement. Quelques larves de Culex perexiguus et Cul.

laticinctus ont été détectées a Kairouan.

Total Nb of Total Nb of Total Nb of Goats /
animals/Positive | Sheep/ Positive Positive goats
animals (%SP) sheep(%SP) (%SP)
Bizerte 44/3 (6.8) 44/3 (6.8) 0/0 (0)
Kairouan | 109/17 (15.6) 76/8 (10.5) 33/9 (27.3)
Keébili 4816 (12.5) 21/2 (9.5) 27/4 (14.8)
Médenine 1/1 (*) 0/0 (0) 11 (*)
Nabeul 116/1 (0.9) 67/1 (1.5) 49/0 (0)
Sousse 64/1 (1.6) 55/1 (1.8) 9/0 (0)
Total 382/29 (7.6) 263 (15) 119 (14)
% 7.6 5.7 11.8

Tableau 5: Séroprevalence PPR (*) non représentatif — SP signifie Seroprevalence.
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3.

En conclusion, la recherche d’une séroprévalence FVR s’est révélée infructueuse, en
revanche, un taux de 7.6 % de séroprévalence PPR a été observé chez des chevres et ovins
testés sur tout le territoire tunisien, les 2 régions de Kébili et de Kairouan étant les régions

les plus touchées.

PARTIE Il] : DEVELOPPEMENT DE VACCINS

CAPRIPOXVIRUS RECOMBINANTS EXPRIMANT
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DIFFERENTS GENES DES VIRUS DE LA FVR ET DE LA
PPR : EVALUATION DE L’ IMMUNOGENICITE ET DE LA

PROTECTION INDUITE IN VIVO
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Chapitre 1 - Elaboration et validation des constructions plasmidiques in
vitro

Les techniques les plus couramment utilisées pour 1’insertion de génes rapporteurs au sein du
génome des poxvirus sont basés soit sur une recombinaison homologue entre un plasmide de
transfert et le génome du poxvirus (Mackett et al., 1982; Piccini et al., 1987) soit par ligation
directe d’ADN (Timiryasova et al., 2001). La technique qui a été utilisée au cours de ce projet
est la technique de recombinaison homologue. Son principe est simple. Un plasmide de
transfert est transfecté in vitro dans des cellules préalablement infectées avec une souche
vaccinale atténuée de capripoxvirus, dans notre cas la souche KS-1. La cassette plasmidique
est formée des deux parties flanquantes du site d’insertion choisi, du transgene et d’un
marqueur de sélection, les deux étant sous le contrdle d’un promoteur choisi. La
cotransfection abouti & une double recombinaison homologue entre la cassette du plasmide de
transfert et ’ADN génomique viral du poxvirus au niveau du site d’insertion choisi. Dans
notre cas, la cassette d’expression du plasmide de transfert s’intégration donc dans le gene de
la thymidine kinase (TK) et le géne du récepteur a I’interlerleukine 8 (RIL-8), génes non
essentiels a la survie du capripoxvirus. Le taux d’événements de recombinaison, dans les
cellules infectées par les poxvirus, est relativement faible, environ 1 pour 10 000 (Franke et
al., 1985) et la quasi-totalité de la population de virus néoformés reste de type parentale c'est-

a-dire non recombinants (Moss, 1992).

Une fois les virus recombinants générés, il est alors possible d’entrer dans une phase de
purification de ces derniers en éliminant les virus non recombinants par pression de sélection.
De multiples approches ont été explorées afin de faciliter I’élimination des virus non

recombinants et ainsi I’isolation de virus recombinants purs:

- La selection du phénotype négatif pour le géne de la thymidine kinase (TK-), est un

moyen de sélection utilisé en routine pour la purification de recombinants basés sur le
virus de la vaccine (Mackett et al., 1984), mais ce moyen de sélection n’est pas aussi
efficace que ce qui etait attendu (Buller et al., 1985; Taylor et al., 1991). En effet,
I’inactivation du gene TK génere des virus recombinants instables (Wallace &
Viljoen, 2002).

- L’utilisation d’un marqueur de sélection positif permettant une sélection par:

e Coloration, comme la p-galactosidase et la p-glucuronidase (GUS)
(Chakrabarti et al., 1985; Panicali et al., 1986; Carroll & Moss, 1995).
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e Fluorescence, grace a la GFP (green fluorescent protein) (Dominguez et al.,
1998, Wallace et al., 2007).

e La résistance a un antibiotique tel que la néomycine (Franke et al., 1985; Katz
& Middle, 1990), la puromycine (Sanchez-Puig & Blasco, 2000) ou I’acide
mycophénolique, MPA (Falkner & Moss, 1988).

e Plus recemment, Hansen et al., ont développé une enzyme bi fonctionnelle
(Bizyme) qui permettrait une sélection plus simple et plus rapide des virus
recombinants (Hansen et al., 2002).

Malgré la quantité de marqueurs disponibles, trés peu s’averent réellement efficaces. De plus,
les marqueurs de sélection visuelle (GUS, GFP...) permettent une visualisation des virus
recombinants mais n’exercent aucune pression de sélection sur les virus sauvages et ne
permettent donc pas leur élimination. Les antibiotiques, tels que la néomycine ou la
puromycine engendrent une forte mortalité cellulaire sur de nombreuses lignées cellulaires.
Le geéne de la guanosine phosphoribosyle transférase d’Escherichia coli (Ecogpt), qui code
pour une résistance a 1’acide mycophénolique, s’avére étre une des méthodes, a priori, les
plus efficaces et les plus couramment utilisées (Berhé et al., 2003; Falkner & Moss, 1988;
Romero et al., 1993; 1994).

Ce chapitre décrira en premiere partie les moyens mis en ceuvre pour I’obtention des
plasmides de transfert ainsi que les difficultés rencontrées. La deuxiéme partie concernera

I’¢laboration des différents recombinants et leur validation a 1’aide de plusieurs techniques.
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1. Matériel et méthodes

1.1.Virus et cellules

Le virus utilisé pour la génération des recombinants est le capripoxvirus correspondant a la
souche vaccinale Kenya Sheep - 1 (KS-1), isolée en 1974 (Davies, 1976) et atténuée par
Kitching et al. (1987). Cette souche vaccinale, produite par 1’Institute of Animal Health (1IAH,
Pirbright, Angleterre), a été obtenue, a partir de la souche virulente, apres deux passages sur
culture de cellules de testicules d’agneaux, deux passages sur culture de cellules de rein de
bébé hamster (BHK21-Baby Hamster Kidney 21) et enfin quatre passages sur culture de

cellules de reins d’agneaux.

La souche KS-1 est cultivée sur une lignée de cellules de testicules agneaux (OA3Ts, ATCC,
CRL 6546) en milieu de Eagle modifié par Dulbecco, D-MEM (Gibco, USA) enrichi a 10 %
en sérum de bovin feetal (SBF). Les virus recombinants générés a partir de cette souche
atténuée sont également cultivés sur ce type de cellules OA3Ts, en revanche le milieu de

culture differe par I’ajout d’agents de sélection.

Le plasmide pTVT7-M fourni par le Dr. Michele Bouloy (Unité de Génétique Moléculaire
des Bunyavirus, Institut Pasteur de Paris), renferme le segment M codant pour les deux
glycoprotéines G, et G; (renommée également Gy et G;) et le segment codant pour la protéine
non structurale NSm de la souche virale du virus de la fiévre de la vallée du Rift ZH501. Au
laboratoire, ce plasmide a été amplifié dans des bactéries Escherichia coli stbl3 chimio-
compétentes (Stratagéne, USA) puis purifié avec le kit Endofree plasmid maxi (Qiagen,
USA). Un séquencage de vérification du segment M a été effectué en comparaison avec celui
de la souche rift ZH548, avec un seul nucléotide qui différe en position ou une seule base
differe.

La souche sauvage Nigéria 84 du virus de la PPR a été amplifiée sur des cellules de reins de
singe (\VVéro), en présence de milieu de Eagle modifié, MEM (Gibco, USA) enrichi a 5 % en
SVF et 1% en L-glutamine. Cette souche est produite en laboratoire de confinement niveau
3. Le géne de ’hémagglutinine H du virus de la PPR a ét¢ amplifié a partir d’ARN extrait a

partir de cette souche.
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1.2. Construction des plasmides de transfert

1.2.1. Le plasmide de transfert pPKSCATpSGPT

Les constructions finales résultent toutes du plasmide pKSCATpSGPT. Ainsi, a partir du
plasmide le pBluescript 1l KS, le pKSCATpSGPT (plasmide souche Kenya Sheep,
Capripoxvirus, gene de la Thymidine kinase, promoteur Synthétique, géne de la GPT), a été
développé au CIRAD (Berhé et al., 2003). Ce plasmide est congu pour servir de cassette
d’expression de transgénes au sein de la souche KS1. Il comporte un site de clonage MCS, le
promoteur synthétique (pS) précoce/tardif du virus de la vaccine (Chakrabarti et al., 1997),
placé en « back to back » pour assurer a la fois le controle du géne d’intérét et celui d’un
marqueur de sélection des recombinants (Boyle & Coupar, 1988; Falkner & Moss,1988) ; ce
dernier concerne le géne de la xanthine-guanine phosphoribosyle transférase d’Escherichia
coli (Ecogpt). La séquence du géne codant pour I’ampicilline se situe au niveau du siége de
recombinaison TK (Dubbs, 1964; Wallace & Viljoen, 2005). Il constitue un marqueur de

sélection positive pour les clones transformes suite au clonage du gene rapporteur (figure 38).

EcoRlI
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Site de clonage multiple ~ Smal_
Xbal "\

Spel N d Ecogpt
Bam HI \\\\\\
Not |

pKSCATpSGP1
4440 bp

TKg O
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Figure 38 : Représentation schématique du plasmide de transfert pKSCATpSGPT, pS:
promoteur synthetique; Ecogpt: géne de résistance; TKg: région flanquante coté 5° du gene de
la thymidine kinase, TKd: Région flanquante coté 3’ du géne TK; Amp': résistance a
I’ampicilline.

1.2.2. Amplification et clonage du gene H du virus de la PPR

L’ARN simple brin du virus de la PPR a été extrait a partir de 150 ul de surnageant de culture

cellulaire de la souche sauvage vaccinale PPR 75/1 a I’aide du kit Rneasy Min (Qiagen,
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USA). Une amplification spécifique du géne H avec les amorces adéquates a été faite. Des
travaux précédents les ndtres ont permis d’obtenir la construction du plasmide de transfert ou
plasmide Navette nommeé pKSCARIL8pSGPT-HPPR (plasmide Bluescript 1l KS,
CApripoxvirus, gene RIL8, Promoteur Synthétique, géne de la GPT, gene HPPR), qui a été
validée in vitro antérieurement. Elle concerne le géne H-PPR sous le contrdle de pS qui
assure aussi I’expression du gene de sélection EcoGPT. Cet assemblage comprend deux

régions flanquantes du site d’insertion choisi, le site RILS.

1.2.3. Amplification et clonage des genes G2/G1 du virus de la FVR

Pour I’expression des deux glycoprotéines G2 et G1 du virus Rift, plusieurs constructions ont
été envisagées a partir du segment M. Ces derniéres se basent d’une part sur les travaux de
Suzich et al., 1990 présentés dans la figure 39 qui portent sur les différents niveaux
d’expression de G1 et G2 par rapport aux différents ATG de la polyprotéine NSmG2Gl1 et,
d’autre part, sur les résultats d’immunogénicité de Gl et G2 (Keegan et al., 1986).
Finalement, ces réflexions ont conduit a différentes stratégies qui sont présentées dans la
figure suivante. Ces différentes stratégies font appel soit a un sous-clonage (a) soit a un

clonage direct (b) de ces inserts :
a) Sous clonage de I’Insert FVR dans le plasmide pKSCATpSGPT

La stratégie 1 schématisée en figure 40 consiste en I’amplification du fragment NSmG2G1
(3600 pb) et du fragment G2G1 (3100 pb) a I’aide d’amorces spécifiques listées en annexe
contenant les séquences du promoteur PIL1 en queue flottante (Cao et al., 1995; Liu et al.,
2004). Le promoteur PIL1 a été choisi pour sa capacité¢ d’expression €levée par rapport aux
promoteurs utilisés classiqguement (promoteur synthétique pS, promoteur p7.5, promoteur
ATI) (C. Le Goff, communication personnelle). L’amplification et le clonage du fragment
NSmMmG2G1 a partir du premier ATG correspond a une expression de 100% des deux
glycoprotéines ainsi que de la protéine NSm (figure 39, Suzich et al., 1990). Différents
vecteurs commercialisés (pSCA, pSCB, pCR2.1, pCR et ZEROBIunt) (Invitrogen, USA) ont
fait I’objet de multiples essais pour aboutir au clonage de ces deux inserts qui ont eté
envisagés aussi bien avec des extrémités cohésives qu’en bouts francs (Blunt), ceci pour
favoriser toutes les possibilités d’insertion. Les plasmides ayant inséré le fragment NSmG2G1

ou le fragment G2G1 ont été transformes dans différentes souches de bactéries chimio-
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compétentes d’Escherichia coli de (Stratagéne, USA), adaptées au vecteur de clonage choisi.

La réalisation d’une PCR avec les amorces plL1 NSmGN Rift F et G1RiftR ont permis de

sélectionner les clones positifs. L’ADN plasmidique de ces clones a été extrait avec le kit

Endofree plasmid maxi (Qiagen, USA). Chaqgue insert cloné individuellement dans un ou

plusieurs de ces plasmides (pSCA, pSCB, pCR2.1, pCR ZEROBIunt) sera par la suite sous

cloné dans le site de clonage multiple MCS (MultiCloning Site) du plasmide de transfert
pKSCATpSGPT.

b) Clonage direct de I’Insert FVR dans le plasmide de transfert pKSCATpSGPT :

Les stratégies 2, 3 et 4 présentées en figure 40 consistent au clonage direct des inserts dans le

plasmide navette pKSCATpSGPT au niveau du site de multiclonage (MCS).

Clonage dans le site de restriction Spel (stratégie 2): Les 2 inserts NSmG2G1
(3500pb) et G2G1 (3000pb) sont amplifiés a partir du Second ATG de la séquence
(figure 39) par 2 nouveaux couples d’amorces SpeINSMG2G1F et SpelG1R et
SpelG2G1F et SpelG1R réciproguement ou chacune des amorces comporte en 5’ la
séquence du site de clonage, Spel (Annexe 1). L’existence et I’unicité du site ont été
vérifiées par digestion enzymatique sur le plasmide de transfert utilisé
pKSCATpSGPT.

Clonage dirigé dans en Spel / Notl (stratégie 3): la démarche est semblable a la
précédente avec le clonage du fragment NSmG2G1 (3500pb) a partir du 2éme ATG et
du fragment G2G1 (3000pb). De nouveaux couples d’amorces, les amorces
SpeINSMG2G1F/NotlIG1R, et SpelG2G1l/ NotlIGIR ont été définis pour
I’amplification respective de ces fragments (Annexe 1). L’existence et 1’unicité des

sites Spel et Notl ont été vérifiées sur le plasmide de transfert également.

Détermination de nouveaux inserts pour 1’expression des deux glycoprotéines G2 et
G1 (stratégie 4) : Dans cette partie, notre réflexion a porté sur I’expression de G2 et
G1 séparément en se basant sur les travaux de Collett réalisés en 1985 et qui
comparent 1’immunité conférée par ces deux glycoprotéines en soulignant
I’importance de celle de G2. Ce choix a conduit donc a définir 2 nouveaux couples
d’amorces avec les séquences des sites de restriction soit Spel soit Notl : le couple
SpeINSmG2/NotIG2R amplifiant I’insert, NSmG2 (2000pb) exprimé a partir du 3éme
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ATG (174 pb) et le couple SpelG1F /Not IGIR permettant d’amplifier I’insert G1 de
1500 pb (Annexe 1).

Les souches de bactéries testées pour les transformations réalisées dans les clonages
provenant de ces 3 stratégies sont XL-10 Gold, Stbl3, stbl2, Topten 10, AbleK (Invitrogen,
USA). Ce panel de bactéries a été choisi pour contourner les différentes difficultés de clonage
qui réside dans ’instabilité des inserts par leur taille importante et leur forte composition en
GC qui préte a la toxicité et donc a I’échec du clonage. Une PCR réalisée a partir des clones
bactériens permet de sélectionner les clones ayant intégré le fragment souhaité. L’ADN
plasmidique des clones positifs est extrait et purifié par le kit Endofree plasmid maxi (Qiagen,
USA).
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7234 2 A
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TABLE 1. RVFV protein expression in recombinant vaccinia
C virus-infected cells
’ Relative expression level”
Virus 78-kDa G2 Gl
protein

7 1.0 1.0 1.0

8 1.3 1.0
72 0.65 0.48 0.66
723 0.85 0.46 0.72
7234 0.48 0.23 0.44
72345 0.44 0.11 0.49
10 0.07 0.44

Figure 39 : Séquences du géne M trouveées dans les virus recombinants élaborés a partir de la
vaccine, A. Représentation schématique du gene M de la FVR, B. Représentation des ATG,
C. Taux d’expression en cellules infectées par les virus recombinants FVR-Vaccine (Suzich et
al., 1990).
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Figure 40: Représentation schématique de 1’organisation génique du segment M du virus de la FVR présentant les 4 stratégies de clonage
entreprises



1.2.4. Clonage du marqueur de sélection la genéticine GNT ou G418

Dans la conception envisagée pour la construction du capripoxvirus recombinant FVR-PPR,
la cassette d’expression FVR doit se différencier de celle de la PPR par son marqueur de
sélection I’Ecogpt, pour pouvoir permettre au double recombinant d’exercer une pression
sélective contre les virus sauvages parentaux. Pour cela, le choix a porté sur le gene de la
geénéticine G418, en tant que nouveau marqueur de sélection a la place de I’Ecogpt. Son
insertion dans le plasmide de transfert pKSCATpSGPT est réalisée a 1’endroit de I’Ecogpt,
elle est orientée en Xhol/Apal avec insertion du site Xhol créé par mutagenése dirigée

(QuikChange 11 Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent, USA). La généticine représentera

le marqueur de sélection du double recombinant par rapport a I’Ecogpt qui ne pourra
sélectionner que les simples recombinants FVR et PPR. Les bactéries chimio-compétentes
d’Escherichia coli Topten10 ont contribué a I’amplification des clones positifs. Une PCR
utilisant un couple d’amorces spécifiques au gene codant pour la G418 (Annexe 1) a été mise

au point pour mettre en évidence la présence de I’insert au sein des colonies.

1.3. Elaboration des capripoxvirus recombinants FVR

1.3.1. Validation de I’expression in vitro des capripoxvirus recombinants FVR

Chaque construction plasmidique est testée afin d’évaluer le niveau d’expression des génes
d’intérét. La cassette d’expression du géne H-PPR ayant deja été validée antérieurement,
cette partie ne concernera donc que les plasmides de transfert pour les génes spécifiques du
virus de la fievre de la vallée du Rift. La validation in vitro de I’expression de chacun de ces
genes s’est faite par immunofluorescence. Pour ce fait, des plaques de culture de 6 puits
(NUNC, USA) sont préparées a raison de 0.8 x 10° cellules OA3Ts par cupule. Le jour
suivant, les cellules a confluence, sont infectées avec le KS-1 a un taux de multiplicité
d’infection (MOI) de 1. Le virus infecte les cellules pendant 2 heures a 37°C, 5% CO2.
Pendant ce temps, les solutions de transfection sont préparees en double dans des conditions
favorables pour 1’agent transfectant (milieu optiMEM, Gibco), la lipofectamine 2000
(Invitrogen, USA). La lipofectamine 2000 (2 pl) est mis en contact avec 2 pg d’ADN
plasmidique. Apres 2 h d’incubation, I’inoculum est retiré, les cellules sont lavées 2 fois avec

du milieu de culture sans sérum afin d’¢éliminer I’excédant de virus non intégré aux cellules,
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puis le milieu de transfection est ajouté. Les cellules sont incubées 6 heures puis le milieu de
transfection est remplacé par du milieu DMEM complet. Un controle de transfection, pEGFP
(plasmide exprimant le géne de la Green Fluorescent Protein), considéré comme témoin
positif, est effectué¢ et suit le méme protocole. Apres 48h d’infection a 37°C, 5% CO2, les
cellules sont visualisées au microscope a fluorescence afin d’évaluer I’efficacité de la

transfection par le biais du contréle positif.

Afin de valider I’expression des genes, une réaction d’immunofluorescence est réalisée
comme suit : Les cellules sont fixées 30 minutes & -20°C a 1’acétone froid 80% puis incubées
20 minutes a 37°C avec un tampon de blocage (PBS1X, 2% Lait écrémé). Un liquide d’ascite
anti-NSmG2G1 produit chez la souris et fourni par I’Institut Pasteur de Paris (Dr Michéle
Bouloy, Unité de Génétique Moléculaire des Bunyavirus) est ajouté a une dilution au 1/400°™
(dans du tampon de blocage), 30 minutes a 37°C. Apreés trois ringages en PBS, des anticorps
anti-souris marqués a la fluorescein-isothiocyanate (anti-Mouse-FITC, Dako, USA) sont
géme

ajoutés au 1/5 (dans du tampon de blocage) et incubés pendant 30 minutes a 37°C. Aprés

trois ringages en PBS, I’observation est effectuée au microscope a fluorescence (Nikon,
éclipse TE300).

1.3.2. Transfection, purification et production des capripoxvirus recombinants FVR

L’obtention du double recombinant capripoxvirus RVF-PPR peut étre envisagée selon deux
stratégies (figure 41). La premiére consiste a utiliser comme souche virale recombinante le
Recombinant RecCapripox-HPPR-RIL8 déja disponible, issu de la recombinaison homologue
entre le KS1 et le pKSCARIL8pSGPT-HPPR au niveau du site TK (Dubbs, 1964; Wallace &
Viljoen, 2005). Quant a la deuxieme stratégie, elle comprend une premiére recombinaison au
niveau du site TK entre le plasmide d’expression FVR et la souche KS1. Le recombinant
capripoxvirus FVR obtenu sera a son tour utilisé lors de la seconde recombinaison cette fois
au niveau du site RIL8 avec la cassette plasmidique contenant le géne H de la PPR, le
pKSCARIL8pSGPT-HPPR, ce qui conduit finalement au double recombinant. Le recours a
ces deux stratégies se fera conjointement afin d’optimiser 1’obtention de ce double

recombinant.
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pKSCATpSGNT

pKSCATpPSGNT

ADN viral (Souche KS1)

Rec Capripox HPPR RIL8 -

(Souche KS1)

Stratégie a simple recombinaison Stratégie a double recombinaison

Figure 41 : Représentation schématique des deux stratégies appliquées pour 1’¢élaboration du
double recombinant capripoxvirus FVR-PPR. pS: promoteur synthétique, gpt: géne de
résistance, g418 : géne de résistance de la g7niticine, TK: région flanquante du géne de la
thymidine kinase, RIL8 : Région flanquante du géne du récepteur a I’Interleukine 8, H-PPR :
géne de I’hémagglutinine du virus de la PPR, RVF : génes du virus de la FVR : NSmG2G1,
NSmG2, G2G1, G1.

Dans les deux éventualités, des cellules OA3Ts sont préparées en plaque 6 puits (NUNC,
USA) a raison de 0.8 x 10° cellules par cupule en milieu DMEM, 10% SVF. Le lendemain,
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les cellules sont transfectées de la méme maniére que lors de 1’expression transitoire et
incubées pendant 24h & 37°C, 5% CO2. En fonction de la stratégie, utilisée pour la conception
du double recombinant, le lendemain, le milieu est alors remplacé par du milieu sélectif
enrichi en acide mycophénolique (MPA), préparé extemporanément (Falkner et al., 1988). Le
milieu sélectif pour ecoGPT est préparé avec du DMEM (Ref CM1DMEG6B-01, Eurobio,
France) avec 4mM Glutamine, 1.5 g/l Sodium bicarbonate, 4500 mg/l Glucose, 1 mM Sodium
pyruvate, enrichi en 10%SBF, 1% antibiotiques, MPA 25 pg/ml (Sigma), Xanthine 250
pg/ml, hypoxanthine 15 pg/ml. Le milieu sélectif pour GNT est préparé avec du DMEM (Ref
CM1DMEG6B-01, Eurobio, France) avec 4mM Glutamine, 1.5 g/l Sodium bicarbonate, 4500
mg/l Glucose, 1 mM Sodium pyruvate, enrichi en 10%SBF, 1% antibiotiques, avec 100
pg/ml (Sigma) de généticine (GNT). Ces milieux vont permettre la sélection des virus
recombinants en fonction des génes présents dans les plasmides de transfert utilisé lors des
transfections. La pression sélective exercée par I’ajout simultané des deux milieux sélectifs va
partiellement éliminer les virus parentaux et favoriser la multiplication des virus double
recombinants FVR et PPR. Les cellules sont incubées a 37°C, 5% CO2 jusqu’a apparition
d’un effet cytopathique (ECP). Des puits témoins cellules non infectées, en milieu normal et
en milieu sélectif, sont présents dans I’expérimentation afin de vérifier 1’évolution de I’ECP et

I’effet toxique possible du milieu sélectif sur les cellules.

Aprés apparition d’'un ECP, un premier passage en milieu sélectif liquide puis un
second en milieu sélectif avec agarose sont effectués afin de purifier les clones obtenus et
d’obtenir un clone recombinant le plus pur possible. Des passages successifs ont été
nécessaires en milieu liquide afin d’aboutir a un clone recombinant pur quand les PCR de
verification spécifiques du virus sauvage parental donnaient encore des résultats positifs. Les
cellules, a confluence, sont pré-incubées 24 h avant I’infection avec du milieu sélectif. Les
surnageants récoltés subissent ensuite des dilutions sérielles (10 & 10”°) sous sélection dans
des plaques 96 puits. Entre chaque passage, les tapis cellulaires de chaque dilution sont
récoltés avec un rateau et subissent trois cycles de congélation (-80°), décongélation (37°C)
ainsi qu’un passage aux ultrasons afin de désagréger les particules virales et de libérer les
particules virales contenues dans les cellules. Enfin, une centrifugation a faible vitesse (1500
tr/min) pendant 5 minutes permet d’éliminer les débris cellulaires. La présence des virus
recombinants ainsi que leur degré de pureté est évalué a la fois par immunofluorescence et par

PCR spécifiques (figure 42).
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Cas particulier : Utilisation de billes magnétiques, les Carboxyl-Adembeads (Ref 0213,
ADEMTECH, France) comme moyen de sélection pour les capripoxvirus double
recombinants.

Plusieurs cibles spécifiques telles que les protéines, les oligonucléotides peuvent étre
facilement couplés de maniere covalente directement sur la surface des billes de type
Adembeads. Une fois que cette liaison est établie, les billes ainsi marquées peuvent agir au
sein d’un lysat ou suspension cellulaire pour capturer la molécule cible correspondante. Apres
une courte incubation, ces billes sont retirées du meélange par champ magnétique. Ce dispositif
va faciliter aussi les étapes de lavage et permettre la concentration des éventuelles particules

virales isolées.

Dans le cas de la sélection et purification du double recombinant RecCapripox-FVR-PPR, a
partir des dilutions seérielles, la méthode de sélection par billes magnétiques de type
Adembeads a été appliquée apres avoir vérifié 1’expression de la G2 a la surface des cellules
OAZ3Ts infectées. Cette condition est cruciale pour le greffage des billes marquées. Une mise
au point des conditions optimales de capture du virus a é€té réalisée. Elle consiste en 8
combinaisons de marquage de billes avec 2 types d’anticorps anti-FVR (sérum polyclonal
FVR zébu mahorais, sérum monoclonal souris anti-NSmG2G1) a tester pour le greffage de la
souche FVR modéle vaccinal Smithburn titrée soit & 10° TCID50/ml soit & 10° TCID50/ml ce
qui donne lieu a un total de 16 combinaisons possibles comme indiqué dans le tableau 6.

Selon les recommandations du fournisseur, 2 mg de billes ont été activées et marquées aux
anticorps anti-FVR, soit le liquide d’ascite soit un sérum polyclonal provenant d’animal
infecté & Mayotte, chacun des deux testés a deux concentrations soit 25ug/pl et 50 pg/ul. Pour
chacune de ces concentrations, deux volumes de billes sont testés dans un volume final de
suspension virale de 250ul de la souche smithburn avec une incubation de 2 heures a 37°C,
suivi d’une étape de saturation a la Bovine Sérum Albumine pendant 30 minutes a 37°C. Le
surnageant récupéré apres fixation des billes au support aimanté sera titré. La ou les
meilleures combinaisons qui assurent un greffage maximum des particules virales auront un
surnageant de titre trés faible voir nul et seront donc retenus pour la sélection du double
recombinant capripoxvirus RVF-PPR. Dans ce cas, il y aura deux types de marquage, le
premier celui avec I’anticorps anti-FVR qui permettra le greffage des simples recombinants
capripoxvirus FVR et des doubles recombinants capripoxvirus FVR-PPR. A partir de cette
suspension virale, une incubation avec des billes marquées cette fois avec des anticorps anti-

PPR permettra de purifier uniqguement les doubles recombinants capripoxvirus FVR-PPR. Il
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serait nécessaire que les des isotypes des anticorps anti-FVR et PPR soient différents pour
permettre une purification aisée par un double marquage fluorescent qui caractérisera la

présence du double recombinant.

Type d’Ac Concentration volume
d’Ac d’Adembeads pour
(Hg/ul) le greffage viral (ul)
25 30

- . 60
Liquide d’Ascite

(monoclonal)

50 30
60
25 30
Sérum
polyclonal 60
(animal infecté)
50 30

60

Tableau 6 : Combinaisons possibles pour la mise au point de la méthode de greffage de la
souche de FVR Smithburn par les billes magnétiques de type Adembeads

Les conditions optimales retenues ont été soit 50 pg d’anticorps coatés dans un volume de 60
ul avec le sérum monoclonal souris soit 50 pg d’anticorps coatés dans un volume de 60 pl
avec le sérum polyclonal bovin. Malheureusement, cette tentative de purification du double
recombinant par cette technologie ne nous pas permis de I’obtenir pur rapidement, d’autres

stratégies sont en cours et seront présentees dans la discussion de ce manuscrit.

1.3.3. Vérification de la présence des génes insérés, par PCR

Une méthode d’amplification par PCR a été développée afin de confirmer la présence ainsi
que la pureté des recombinants sé€lectionnés. Plusieurs couples d’amorces ont ainsi ¢été définis
a partir des séquences des génes du virus de la FVR et de celui de la PPR mais aussi, des
séquences du gene de la thymidine kinase et celui du récepteur a I’IL8, représentant tous les
deux les sites de recombinaison homologue (Annexe 1). Ces différents couples d’amorces

nous ont permis :
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- de discriminer les virus capripoxvirus recombinants des virus non
recombinants/sauvages/parentaux au travers d’une amplification de taille variable en fonction
de lintégration ou non de la cassette d’expression au sein du génome capripoxvirus
(CPTK9/CPTK10 pour la TK, et Chemo 9/ Chemo2Bis pour RIL8) (figure 42), mais aussi

- de detecter de facon différentielle jun simple |recombinant FVR ou PPR du double

recombinant FVR-PPR grace a un couple d’amorces définis a la fois sur le géne de la TK et
sur le géne d’intérét FVR (CPTK9/SpelNForward) ou sur le gene RILS et sur le géne d’intérét
HPPR (chemo2231F/HP56).

- PCR permettant la différentiation entre le KS1/virus parental sauvage et le simple

recombinant FVR suite & une recombinaison homologue obtenue dans le cas de la seconde

stratégie _envisagée (figure 41). Pour cela, deux PCR sont appliquées en paralléle, 1’une

amplifie le géne FVR en entier avec les amorces SpelNF et NotIG2R, et la deuxieme est une
PCR chevauchante entre 1’insert et la séquence de la TK existant uniquement sur le KS1 avec
les amorces TK9/ SpeINF. Afin de vérifier I’intégration ou non de la cassette d’expression
NSmMG2 au sein du génome de KS1, une PCR (TK9, TK10) est effectuée, la taille des
amplicons obtenue est de 714 pb et signe la non intégration d’une cassette (figure 42) et

correspond donc & du virus sauvage.

Dans le cas d’un virus sauvage parental, aucune amplification n’aura lieu avec la PCR
spéecifique du gene FVR, mais une taille de 714 pb sera obtenue pour une PCR spécifique de
la TK (avec les amorces TK9/TK10).

Dans le cas d’un virus recombinant FVR purifié¢, aucune amplification n’aura lieu avec le
couple d’amorces TK9/10 spécifique de la TK, mais une amplification de 2000 bp sera
obtenue avec les amorces SpeINF et NotlG2R spécifiques du géne FVR. La PCR
chevauchante sur le géne de la TK et celui la FVR réalisée avec les amorces NSmG2/TK9

donnera une amplification d’environ 2720 bp comme indiqué dans la figure 42 ci-dessous.
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Figure 42: Représentation schématique des tailles d’amplicons obtenues au cours des
processus de sélection par PCR des capripoxvirus recombinants. a. FVR et b. le virus parental
KS1 non recombinant.

Amorces utilisées (géne) Taille attendue

Capripoxvirus Simple Recombinant FVR

SpelNF et NotIG2R (Géne NSmG2) | 2000 pb

TK9/TK10 (TK) 3520 pb

SpeINF/TK9 (FVR/TK) 2270 pb

Virus Parental K1/Sauvage

SpeINF et NotIG2R (Gene NSmG2) | Aucune

TK9/TK10 (TK) 714 bp

SpeINF/TK9 (FVR/TK) Aucune

Tableau 7 : Liste des amorces et des tailles attendues pour-les PCR de sélection/purification
lors du processus de sélection du simple recombinant PPR




- PCR permettant la différentiation entre le KS1 et le simple recombinant PPR : le cas est

identique a la situation précédente, avec comme seule différence que la recombinaison
homologue a lieu au niveau du site RIL8 pour 1’élaboration du capripoxvirus PPR (figure 43).
Dans ce cas aussi, des couples d’amorces ont été définis pour amplifier d’une part I’insert H-
PPR (couples d’amorces HP46/HP47), la séquence chevauchante entre 1’insert et une partie
du siége de recombinaison appartenant uniquement au virus parental (couples d’amorces
HP56/Chemo2231F). Aussi, une PCR spécifique entre recombinant et non recombinant a été

aussi définie (chemo2bis/chemo9). Les résultats attendus sont présentés dans le tableau 8.

3469 pb
N A AN AN AN AN R RN NN NS ANEEEEEEEEEEEEEEE >
453 pb
€ Ll >
pS
Chem9 1943 pb Chem2bis
a. - P T — > _
¥ RIL8 F GPT RIL8 ¥
“
pPKSCARIL8PSGPT-HPPR
1185ph
TR E RN R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEREEEEEEEEE >
Chem9 Chem2bis
b —)
5 RILS RIL8 ¥

KS1 virus parental non recombiné

Figure 43: Représentation schématique des tailles d’amplicons obtenues au cours des
processus de sélection par PCR des capripoxvirus recombinants. a. PPR et b. le virus parental
KS1 non recombinant.
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Amorces utilisées (géne) Taille attendue

Capripoxvirus Simple Recombinant H-PPR

HP46/HP47 (Géne H) 312 pb

Chemo 09/Chemo 2bis (RIL8) 3469 pb

HP56/Chemo 2231F (HPPR/RIL8) | 453 pb

Virus Parental K1/Sauvage

HP46/HP47 (Gene H) Aucune

Chemo 09/Chemo 2bis (RILS8) 1185 bp

HP56/Chemo 2231F (HPPR/RILS) Aucune

Tableau 8 : Liste des amorces et des tailles attendues pour les PCR de sélection/purification
lors du processus de sélection du simple recombinant PPR

- PCR permettant la différentiation entre le virus parental KS1 et le double recombinant
FVR-PPR

La différenciation entre le virus parental sauvage KS1 et le capripoxvirus double recombinant
FVR-PPR a lieu suite a une combinaison des PCR discriminatives des deux simples
recombinants FVR et PPR décrites antérieurement. Schématiquement, la figure 44 présente
les deux virus :




2720pb 3520pb
B > s
TK9 TK10
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3
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Figure 44 : Représentation schématique des tailles d’amplicons obtenues au cours des
processus de sélection par PCR. a. virus recombinant Cpox HPPR en RIL8 et FVR en TK. b.
le virus parental KS1.

Afin de Vérifier I’intégration ou non de la cassette d’expression NSmG2 au sein du génome de
KS1 et du gene H-PPR au sein du site RIL8, une série de PCR sur les sites d’insertion TK
(TK9, TK10) et RIL8 est effectuée (Chemo 02Bis/Chemo09) est effectuée, les tailles

attendues sont présentées dans le tableau 9.

Dans le cas d’un virus sauvage parental, aucune amplification n’aura lieu avec la PCR
spécifique des génes FVR et PPR, mais une taille de 714 pb sera obtenue pour une PCR
spécifique de la TK (avec les amorces TK9/TK10) et 1185 pb pour le site RIL8 (Chemo
02Bis/Chemo9).

Dans le cas d’un virus recombinant FVR-PPR purifié, une amplification de grande taille
(3520 pb) aura lieu avec le couple d’amorces TK9/10 spécifique de la TK ayant intégré le

géne FVR, avec une amplification de 2000 bp obtenue pour le gene FVR avec les amorces

132



SpeINF et NotIG2R spécifiques. Les PCR chevauchantes sur le géne de la TK/FVR r et
RIL8/HPPR présenteront les amplicons des tailles 2270 pb et 453 pb respectivement.

Noms des sequences (gene) Taille attendue
Capripoxvirus FVR-PPR
SpelNF et NotIG2R (Géne NSmG2) 2000 pb
TK9/TK10 (TK) 3520 pb
SpelNF/TK9 (FVR/TK) 2270 pb
HP46/HP47 (Géne H) 312 pb
Chemo 09/Chemo 2bis (RIL8) 3469 pb
HP56/Chemo 2231F (HPPR/RILS) 453 pb
Virusparental KS1
TK9/TK10 (TK) 714 pb
HP46/HP47 (Géne H) Aucune
Chemo 09/Chemo 2bis (RIL8) 1185 pb
HP56/Chemo 2231F (HPPR/RILS) Aucune

Tableau 9 : Liste des amorces et des tailles attendues pour les PCR de sélection/purification

lors du processus de sélection du double recombinant FVR-PPR

- PCR permettant la différentiation entre le simple recombinant PPR et le double

recombinant FVR-PPR : cette situation concerne la 1ére stratégie présentée en Figure 41

pour I’élaboration du double recombinant. Dans ce cas également, les PCR précédemment
définies sont utilisées mais selon une combinaison adaptée au contexte comme présenté dans
le tableau 10 et la figure 45 et permettent d’affirmer et de conclure sur la présence du double
recombinant FVR-PPR versus un simple recombinannt PPR.
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Noms des séquences (géne) Taille attendue

Double Capripoxvirus FVR-PPR

SpelNF et NotIG2R (Gene NSmG2) 2000 pb
TK9/TK10 (TK) 3520 pb
SpelNF/TK9 (FVR/TK) 2270 pb
HP46/HP47 (Géne H) 312pb
Chemo 09/Chemo 2bis (RIL8) 3469 pb
HP56/Chemo 2231F (HPPR/RILS) 453 pb

Simple Capripoxvirus PPR

SpelNF et NotIG2R (Gene NSmG2) Aucune
TKO/TK10 (TK) 714 pb
SpelNF/TK9 (FVR/TK) Aucune
HP46/HP47 (Géne H) 312 pb
Chemo 09/Chemo 2bis (RIL8) 3469 pb
HP56/Chemo 2231F (HPPR/RILS8) 453 pb

Tableau 10: Liste des amorces et des tailles attendues pour les PCR de sélection/purification
lors du processus de sélection permettant de distinguer le simple recombinant HPPR du
double recombinant FVR-PPR

Les virus parentaux et recombinants sont donc amplifiés apres observation d’un ECP, avec les
couples d’amorces qui leur sont spécifiques et qui permettent par la suite de justifier de leur
présence ou non dans la suspension virale. Les réactions de PCR se font dans un volume final
de 25 pl réparti de la maniére suivante: Tampon 10x (Qiagen, USA), 125 uM de chaque
dNTP (Eurobio, France), 100 ng de chague amorce et 2,5 U de Taq polymérase (Qiagen,
USA), 5 ul d’ADN viral. Les produits d’amplification sont visualises par électrophorése sur

gel d’agarose 1% avec bromure d’éthidium.
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Figure 45: Représentation schématique des tailles d’amplicons obtenues au cours des
processus de sélection par PCR. a. virus simple recombinant Cpox HPPR en RIL8. b. virus
recombinant Cpox HPPR en RIL8 et FVR en TK

1.3.4. Vérification de I’expression protéique des genes d’intérét par immunofluorescence

La production de protéines par les virus recombinants lors des dilutions sérielles peut
également étre évaluée par immunofluorescence. La technique utilisée est la méme que celle

employée lors de 1’expression in vitro des virus recombinants (cf paragraphe 1-3-1).

1.4. Production et titrage des capripoxvirus recombinants
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Une production de chaque recombinant est effectuée en flacons de culture de type T150
(Falcon, USA) apreés purification compléte de ces derniers, vérifiée par PCR avec des amorces
specifiques. Une fois le volume désiré obtenu, un titrage en milieu sélectif est effectué selon

la technique Spearman (Johnson et al., 1961).

2 . Résultats

Les résultats concernant cette partie seront valorisés dans une publication soumise a
Veterinary Immunology and Immunopathology.

2.1. Vérification des constructions plasmidiqgues

Concernant les cassettes d’expression FVR, seulement les inserts NSmG2G1 et NSmG2 ont
pu étre clonés. Dans ce paragraphe, ’exemple de NSmG?2 sera détaillé. Les différentes étapes

ayant permis sa construction finale sont les suivantes :

a. Aprés amplification de NSmG2 par PCR a partir du plasmide pTVT7-M, I’insertion
dans le plasmide de transfert pKSCATPSGPT a abouti sous forme d’un clonage dirigé
en Spel/Notl. La figure 46 met en évidence la présence de cet insert dans différents
clones apres transformation bactérienne avec la souche E.coli, XL10-Gold. Les quatre
clones présentés dans cette figure sont tous positifs avec 1’obtention d’une bande a la
taille attendue de 2000 pb. Les contrbles négatifs et positifs correspondent aux

résultats attendus.

2000pb

Figure 46 : Gel Agarose 1% BET présentant le criblage de colonies bactériennes, par PCR,
au cours de la transformation du pKSCATpSGPT-NSMmG2.MM : Marqueur de poids
moléculaire, C1, C2, C3, C4: colonies bactériennes, T-: contrdle négatif, T+ : contrble
positif
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b. Validation du clone choisi par digestion enzymatique. La figure suivante présente un
gel d’agarose 1% + BET avec des résultats d’une double digestion enzymatique
Spel/Notl permettant de confirmer I’insertion du gene NSmG2 dans le plasmide de
transfert. Deux bandes spécifiques a 4100 pb et 2000 pb ont été obtenues et
correspondent respectivement au plasmide de transfert et au segment d’intérét
NSmG2.

4100pb
2000pb

Figure 47 : Double digestion enzymatique par Spel Notl du plasmide pKSCATpSGPT-
NSmG2 MM : Marqueur de poids moléculaire, 1 et 2 : pKSCATpSGPT-NSmG2 digéré en
Spel/ Notl

c. Insertion du géne G418 a la place du géne EcCoGPT avec création par mutagénése
dirigée du site Xhol. L’amplification du géne G418 de la géniticine avec les amorces
G418F et G418R (Annexe 1) a partir du plasmide donneur pTOPOXL-G418 a donné
une bande a la taille attendue de 814pb. Le résultat présenté en Figure 48 est révélé par

¢lectrophorese sur gel d’agarose de 1% présenté dans la figure suivante :

814pb
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Figure 48: Amplification de la généticine a partir du pTOPOXL. MM : marqueur
moléculaire, G418 : géne de la généticine

L’insertion du nouveau marqueur G418 dans le plasmide de transfert et a la place du gene
ecoGPT a necessité la creation du site XhOIl par mutagenése dirigée. Les résultats sont
illustrés dans la figure 49 suivante. La double digestion Apal/XhOIl met en évidence deux

bandes de 3700bp et 400pb correspondant au plasmide et a la GPT.

pKSCATPS

GPT

Figure 49 : Gel agarose 1%+BET illustrant la création du site XhOI par mutagenése dirigée
dans le plasmide de transfert pKSCATPSGPT. M2 : pKSCATPSGPT, A : digestion en Apal
du plasmide, X : digestion en XhOI du plasmide, A/XhOl : double digestion en Apal et XhOl
du plasmide, MM : poids moléculaire de 1kb (Invitrogen, USA).

L amplification du plasmide de transfert pKSCATPSGPT ayant inséré le nouveau marqueur
G418 a la place du gene EcCoGPT, en bactéries E.coli a donné lieu & plusieurs clones positifs.
La figure 50 met en évidence ces résultats ou la bande attendue de 814pb de la G418 est

visualisée dans la totalité des échantillons criblés.

G418

Figure 50: Gel agarose 1%+BET presentant les clones bactériens ayant intégré le géne de la
G418 en pKSCATPSGPT dans les 6 clones testés. MM : poids moléculaire 1kb ; 1,2,3,4,5,6 :
colonies testées ; T- : témoin négatif ; T+ : témoin positif.
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Finalement pour conclure sur cette premiére partie de chapitre, quatre plasmides de transfert
différents ont été obtenus comme présenté en figure 51. Ils expriment individuellement les
génes NSmG2G1 et NSmG2. Avec des marqueurs de sélection différents soit la GPT soit la
GNT ou G418. Plusieurs constructions n’ont pas abouti, en raison de la composition en %GC

des séquences, de la toxicité connue de GL1.
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Figure 51 : Présentation des 4 plasmides de transfert construits pour 1’élaboration du double recombinant capripoxvirus FVR PPR



2.2. Validation de I’expression des capripoxvirus recombinants FVR

2.2.1. Expression in vitro des constructions plasmidiques

L’objectif de ce premier paragraphe est la validation par expression transitoire de la
fonctionnalité in vitro de chacune des constructions plasmidiques. L’expression des génes
d’intérét peut se mesurer de plusieurs fagons et notamment par la technique
d’immunofluorescence quand des anticorps spécifiques dirigés contre les génes d’intérét sont
disponibles. On rappelle que la cassette d’expression H-PPR a été déja validée dans des
travaux antérieurs et ne sera pas mentionnée dans cette partie, seules les constructions

concernant les genes RVF le seront.

La figure 52 présente le témoin négatif (a) et le témoin positif (b) correspondant
respectivement aux cellules OA3Ts non infectées et aux cellules transfectées avec un
plasmide exprimant la «green fluorescent protein», le pEGPC1 (Clontech, USA). Ces
contréles ont suivi le méme protocole de fixation et de marquage que les échantillons. Le
niveau d’expression des deux plasmides de transfert exprimant respectivement le gene
NSmMG2G1 et le gene NSmG2 du virus de la fievre de la vallée de la vallée du rift figurent en

(c) respectivement en (1) et (2).

Figure 52 : Détection par immunofluorescence de I’expression de la glycoprotéine G2 dans
des cellules OA3Ts transfectees avec le plasmide pKSCATpSGNT-NSmMG2G1 et le plasmide
pPKSCATpSGNT-NSmMG2. 1. a. témoin négatif cellules, b. témoin positif pEGFP, c.
PKSCATpPSGNT-NSMG2G1 apres 48h d’infection. 2. a. témoin négatif cellules, b. témoin
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positif pEGFP, ¢. pKSCATpSGNT-NSmG2aprés 48h d’infection (microscope optique a
fluorescence x10).

La faible fluorescence obtenue en Figure 52 Cliché 1.c. concernant la validation de
I’expression de la construction NSmG2G1 n’est pas satisfaisante en comparaison a celle
obtenue sur le cliché 2.c correspondant a I’expression de la construction NSmG2, qui est elle
donc validée. La construction NSmG2G1 reste douteuse, une modification de séquence
importante intégrant un codon stop a été relevée au niveau du site d’insertion TK. Il en résulte
donc une seule construction valide pKSCATpSGNT-NSmG2, exprimant la G2 pour

1’élaboration du capripoxvirus double recombinant. FVR-PPR.

Le gel d’agarose (1% TBE + BET) de la figure 53 présente les produits d’amplification
obtenus apres une PCR spécifique du gene NSmG2 a partir du plasmide de transfert construit.
La taille amplifiée de 2000 pb correspond a celle de I’insert. La vérification de la séquence de
ce dernier a été aussi réalisée et est identique a celle de la séquence géne ZH548 contenue
dans le plasmide pTVT7 qui nous a été fourniepar le Dr Michele Bouloy,

¢ 2000pb

Figure 53 : Mise en évidence du gene NSmG2 dans le plasmide de transfert pKSCATPSGNT
sur gel agarose 1%+BET. mp2: ADN plasmidigue pKSCATPSGNT préparé par
Minipréparation (kit Promega); T+: témoin positif, T-/ témoin négatif, MM : poids
moléculaire 1kb (Invitrogen, USA)

2.2.2. Obtention des capripoxvirus recombinants

Quelque soit la stratégie appliquée pour 1’¢laboration du double recombinant, 1’observation
d’un effet cytopathique ECP sur un tapis cellulaire permissif de lignée OA3.Ts dans notre cas
permet de mettre en évidence la présence d’un foyer infectieux avec présence de particules

virales. La figure 54 ci-dessous illustre le phénotype cellulaire d’une plage de lyse observé.
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Figure 54 - Effet cytopathique observé sur des cellules OA3Ts infectées par le recombinant
Cpox-NSmG2, en milieu sélectif liquide. a. Contrdle négatif correspondant a des cellules
OA3Ts non infectées, b. Cellules OA3Ts transfectées avec le recombinant Cpox-NSmG2
(Grossissement x 4).

L’effet cytopathique observé se présente sous forme d’une plage de lyse qui dans les
meilleures conditions doit correspondre a un clone unique et pur du virus recombinant. Cet
aspect a été observé aussi bien pour les simples recombinants Cpox-FVR et Cpox-HPPR que

pour le double recombinant Cpox FVR-HPPR.

Finalement, les différentes recombinaisons homologues réalisées ont abouti a I’obtention
de 13 capripoxvirus simple recombinants RecCpox FVR et 6 capripoxvirus double
recombinants Cpox FVR-PPR.

La mise en évidence de ces recombinants et 1’évaluation de leur taux de pureté sont réalisées
par deux techniques complémentaires rapides et simples a appliquer, I’'immunofluorescence et

I’amplification par PCR spécifique.

2-2-2-1 - Analyse par immunofluorescence

L’expression de la glycoprotéine G2 du virus de la fievre de la vallée de rift et ’expression de
I’hémagglutinine H du virus de la peste des petits ruminants sont présentées en figure 55 et 56
respectivement.. Dans chaque cas, I’évaluation de la fluorescence est comparée a un témoin
viral positif. L’expression des transgenes a été mise en évidence pour la totalité des virus

simple oud double recombinants.
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Figure 55 : Détection des anticorps anti- G2 par IF dans des cellules OA3.Ts infectées par
une suspension virale du simple recombinant Cpox-FVR. a. Expression de la G2 dans la
souche smithburn (Témoin Positif). b. Expression de la G2 dans le Rec Cpox-NSmG2

Figure 56 : Révélation de I’expression de la glycoprotéine G2 et de I’hémagglutinine H par
IF dans le cas d’un double recombinant RecCpox-NSmG2-HPPR. 1a. Expression de la HPPR
dans le Rec Cpox-NSmG2-HPPR. 1b. Expression de la G2 dans le Rec Cpox-NSmG2-
HPPR. 2a : expression de la HPPR de la souche vaccinale de PPR,Nigeria 75/1 (Témoin
Positif) 2b : expression de la G2 dans la souche FVR vaccinal Smithburn (Témoin Positif)
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2-2-2-2 — Vérification des clones par PCR

Une bande a la taille attendue de 2270 pb a été obtenue apres amplification spécifique
du fragment NSmG2 par PCR pour la totalité des virus recombinants clones et purifiés,
essentiellement pour les simples recombinants FVR, Rec CpoxNSmMG2FVR a partir de
cultures cellulaires lysées sans extraction. Concernant le double recombinant, la mise en
évidence des inserts a eu lieu a partir d’ADN viral extrait des cultures cellulaires infectées par
le kit QIAmp DNA Mini (Qiagen, USA). Les figures 57 et 58 présentent les gels d’agarose
1% TBE + BET avec les résultats d’amplification par PCR obtenus pour le recombinant
CpoxNSmG2 et le recombinant CpoxNSmG2-HPPR respectivement lors de passage en

milieu sélectif.

1 2 3456 7 8MMT+

2270pb

Figure 57 : Amplification par PCR spécifique du fragment NSmG2 dans les 8 clones simple
recombinants Rec CpoxNSmG2. Les puits 1,2,3,4,5,6,7,8 correspondent a 8 des clones simple
recombinants CpoxNSmG2-FVR. MM : Poids moléculaire 1kb (Invitrogen, USA); T+:
témoin positif ; T- : témoin négatif.

2270pb
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Figure 58 : Amplification par PCR spécifique du fragment NSmG2 dans 5 des 6 double Rec
CpoxNSmG2-HPPR. Les puits 1,2,3,4,5 correspondent a 5 clones de Rec poxXNSmG2-HPPR.
MM : poids moléculaire 1kb (Invitrogen, USA).

2.3 . Purification des capripoxvirus recombinants

2.3.1. Exemple du simple recombinant capripoxvirus FVR élaboré a partir du
pKSCATPSgpt-NSmMG2 et du KS1

Le recombinant a été obtenu sous la sélection du gene EcoGPT contrairement a ce qui était
prévu au début, en effet, le géne marqueur de la généticine avait été choisi au départ comme
marqueur de sélection. Les tentatives de sélection et de purification avec ce nouveau
marqueur n’ont pas été concluantes. Le milieu de sélection GPT a été modifié en termes de
concentrations de ses agents de sélection, acide mycophénoligue, xanthine et hypoxanthine.
Les conditions optimales (MPA 25 pg/ml, Xanthine 250 pg/ml, Hypxanthine 15 pg/ml, SBF
2,5%) ont permis la sélection et la purification des recombinants par des dilutions sérielles en
liquide en plaque 96 puits. A chaque dilution limite, les plages de lyse récoltées sont testées
par deux types de PCR, la premiére correspond a une amplification spécifique du virus
parental (TK ou RIL8 du KS1) et la seconde est spécifique du géne d’intérét (H de PPR ou
NSmG2 de FVR). La figure 59 présente les résultats de la premiére amplification obtenu au
cours de la purification par dilution limite du simple recombinant CpoxXNSmG2-FVR ou un
amplicon sépcifique de 714 pb est présent et correspond au virus parental. La différence
d’intensité des bandes obtenues spécifique du virus KS1 parental entre le puits « pur » et le
puits contenant la dilution -2 du recombinant est nette, ce qui illustre ici 1’intérét de

I’utilisation de cette méthode de dilution limite dans la purification des recombinants.

714 pb
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Figure 59 : Amplification par PCR avec les amorces TK9/TK10, spécifique du virus parental
KS1 obtenue au cours du processus de purification du recombinant CpoxNSmG2. MM :
marqueur de poids moléculaire 1kb ; P : pur; -1,-2 : dilution ; T+ : témoin positif ; T- : témoin
négatif

La figure 60 présente les résultats des 2 amplifications spécifiques du géne d’intérét (partie
haute de la figure) et du virus sauvage (partie basse de la figure) obtenues pour de la derniere
dilution limite. Les recombinants CpoxNSmMG2 des puits 1, 3, 4, 5 et 6 sont considerés
comme purs puisqu’aucune bande de 714 pb n’est présente pour ces 5 clones. En revanche, un
amplicon de 2270 pb est obtenu pour ces 5 clones, signant la présence du fragment NSmG2-
FVR. Ceci n’est pas le cas du Recombinant présent dans le puits 2 qui ne présente pas la

bande de 2270 pb attendue, il sera donc éliminé pour la suite.

2270pb

714 pb

-1 6 3 4 5 2 T+ MM

Figure 60 : Amplification par PCR de 5 recombinants CpoxNSmG2 purs. MM : marqueur de
poids moléculaire 1kb; 1,3,4,5,6 : CpoxNSMG2 pur; 2: CpoxNSmG2 non purifié T+:
témoin positif ; T- : témoin négatif
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Suite a ces résultats présentant donc des clones purifiés, I’étape de la production du

recombinant peut étre envisagée tout en gardant une pression de sélection GPT.

2.3.2. Exemple du bouble recombinant le capripoxvirus FVR-PPR obtenu a partir du
pKSCATPSGPT-NSmG2FVR-HPPR

Dans un premier temps, la méthode de pression sélective a éte utilisée comme moyen de
purification du double recombinant comme illustré en figure 61 avec les premieres dilutions
sérielles. Le degré de pureté est apprécié par les résultats obtenus par la combinaison des 4
types de PCR décrites dans le tableau 9. La PCR réalisée avec les amorces SpelNF/TK9 est
déterminante, puisqu’elle amplifie le fragment NSmG2 du gene M de FVR, tout en
chevauchant sur la partie flanquante du géne de la TK du virus parental. La figure 61 présente
les résultats de cette amplification avec 1’obtention d’un amplicon a 2270pb avec une intensité
de cette bande inversement croissante a la dilution sérielle testée. Plus le virus est dilué
(dilution -4 par exemple), plus la bande spécifique est intense, ceci nous permet donc de
confirmer la pureté du clone en dilution -4, qui sera vérifiée également par 1’absence de
bandes lors d’une PCR spécifique du TK du virus parental (amorces TK9/TK10).

p -1 -2 3 4 P-1 -2 -3 -4T- T+ MM1MM2

2270pb

Figure 61 : Amplification par PCR spécifique de NSmG2 lors du processus de purification
des virus double recombinants sélectionnés. MM1: marqueur de poids moléculaire
1kb (Invitrogen, USA); MM2 : marqueur de selection 100pb (Invitrogen, USA) ; P, -1,-2, -3, -
4 : dilution ; T+ : témoin positif ; T- : témoin négatif

Malgré ces resultats encourageants, cette méthode ne nous a pas permis d’aboutir a une
pruification satisfaisante du capripoxvirus double recombinant FVR-PPR puisque ce dernier

ne posséde qu’un seul et unique marqueur de sélection qu’est la GPT, ce qui entrainera
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toujours une compéttition entre plusieurs recombinants. En effet, avec ce seul marqueur de

sélection, peuvent subsister dans la méme suspension sous pression de sélection:
- Double Rec NSmG2FVR-HPPR et Simple Rec KS1-HPPR

- Double Rec NSmG2FVR-HPPR , Simple Rec KS1-HPPR, Simple Rec KS1-
NSMG2FVR

Ces constatations nous ont orienté vers un autre type de sélection basé sur un autre procédg,
celui des billes magnétiques sur lesquelles sont greffés des anticorps spécifiques des virus a

purifier, les Carboxyle Adembeads (Ademtech, France).

La mise au point de cette méthode a conduit a definir les conditions optimales de greffage des
billes par différents types d’anticorps (monoclonaux ou polyclonaux). Les meilleures
conditions de greffage des anticorps anti-FVR sont les anticorps monoclonaux anti-
glycoprotéines (l. Pasteur, Paris) ou polyclonaux (zébus mahorais naturellement infecté P75)
a raison de 60 pl et de 50 pl) (tableau 6). Les mémes concentrations ont été envisagées pour
les anticorps monoclonaux anti-HPPR. Il est important de rappeler ici que 1’utilisation des
Adembeads dépend essenticllement de 1’expression des protéines virales, qui doit se faire en
surface des cellules infectées, au niveau de leurs menbranes cytoplasmiques. Ces expériences
préliminaires permettant de confirmer que la protéine G2 et HPPR sont bien exprimées en
surface ont été réalisées et permettent donc de penser que des Adembeads coatées avec des
anticorps anti-FVR pourront capter les protéines virales NSmG2 exprimeées en surface des
cellules infectées OA3.Ts. La figure 62 présente 1’expression de la glycoprotéine G2 au
niveau des cellules infectées par le recombinant, aprés perméabilisation/fixation des cellules
par acétone (a). Les cellules étant traitées préalablement a 1’acétone pour leur fixation, on ne
peut déterminer I’emplacement exacte de cette expression. Dans le cas ou le tapis cellullaire
n’est past perméabilisé (b), ’expression de la G2 suite & une transfection des cellules par le
virus est mise en évidence au niveau de la surface cellulaire de facon trés nette. Ces résultats
sont encourageants pour utiliser cette technologie Adembeads. Il reste a confirmer que les
protéines H de la PPR sont elles aussi, bien exprimées en surface des cellules pour continuer

dans cette voie de purification.

149



Expression de G2 sur tapis cellulaire perméabilisé Expression de G2 sur tapis cellulaire non perméabilisé
Mise en évidence de la G2 & la surface de membrane cellulaire

Figure 62 : Expression de la glycoprotéine G2 par IF. a. Expression de la G2 sur tapis
cellulaire perméabilisé a 1’Acétone. b. Expression de la G2 sur tapis cellulaire non
perméabilisé, a la surface des membranes cellulaires.

Conclusion

Treize capripoxvirus simple recombinants pour la FVR ont été générés a partir du
PKSCATPSGPT-NSmMG2 et du KS1 dont deux ont été purifiés et identifiés sous KS 5.1.3 et
KS 5.5.7. Concernant le capripoxvirus double recombinant, bien que 6 clones et notamment
les clones identifiés R3.3.4 et R3.4.3 aient été obtenus, la méthode de sélection par pression
sélective n’a pu aboutir & les purifier. La technologie utilisant les billes de type Carboxyle
Adembeads est en cours. D’autres stratégies de sélection pour permettre une purification

facile du double recombinant sont a réfléchir.

Ainsi, en fonction de ces résultats, seul le pouvoir protecteur du simple recombinant FVR
obtenu a partir du plasmide pKSCATPSGPT-NSmG2 sera évalue en expérimentations

animales chez la souris et la chévre avec un suivi de la réponse immunitaire engendrée.
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Chapitre 2 - Démonstration de I|'effet protecteur des capripoxvirus
recombinants FVR in vivo avec la construction capripoxvirus simple
recombinant FVR

Un grand nombre de recherches sur la souche vaccinale atténuée du virus de la dermatose
nodulaire contagieuse ont été menées ces vingt dernieres années. Deux souches sont
couramment utilisées dans des campagnes de vaccination, la souche Neethling (origine
Afrique du Sud) et la souche KS-1 (origine Afrique de I’Ouest). La souche Kenyan Sheep-1
(KS-1), thermorésistante a notamment été utilisée pour I’expression de génes des virus de la
peste bovine, de la peste des petits ruminants et de la fievre catarrhale ovine (Romero et al.,
1993 ; Romero et al., 1994 ; Wade-Evans et al., 1996 ; Berhé et al., 2003 ; Perrin et al., 2007).
Des données générées apres vaccinations en conditions expérimentales ou de terrain avec la
souche KS-1 ont confirmé I’innocuité et le pouvoir de diffusion trés limité, son pouvoir
pathogene résiduel se caractérise par des lésions nodulaires disparaissant en quelques jours
chez la chévre et le mouton (Romero et al., 1993). Une étude a pu montrer des effets
indésirables chez certaines races sensibles de bovins laitiers qui sont dans des conditions

hormonales spécifiques (Yeruham et al., 1994).

L’objectif du second chapitre de cette troisieme partie est d’évaluer 1’effet
immunogeéne des constructions de capripoxvirus recombinants élaborés a partir du gene M de
la souche ZH548 du virus de la FVR. 1l est & noter ici que les essais expérimentaux vaccinaux
nécessitent la mise au point de I’épreuve infectieuse avec le virus FVR, qui ne peut avoir lieu
que dans un laboratoire de confinement P3. La souche virulente de FVR a utiliser, la charge
ainsi que la voie d’inoculation sont autant de facteurs qui rendent difficiles la reproduction de
la maladie dans des conditions expérimentales avec une reproduction des signes de pathologie
observés (virémie, observation de signes cliniques). Un certain nombre de souches ont été
utilisées sur différents modeles, le modele murin outbred NIH Swiss par la souche VRL
688/78 par voie intrapéritonéale et intrasanale (Heise et al., 2009), des souris transgéniques
Balb/c, H2d haplotype, al,3 galatctosyltransférase-KO par voie intra-péritonéale avec la
souche RVF ZH501 (Mandell et al., 2010), des rats Wistar-Furth avec la souche ZH 501 par
voie sous-cutanée (Mandell et al., 2010), des souris Balb/c avec la souche ZH548 (Lagerqgvist
et al., 2009), la souche M35/74 (Koertekaas et al., 2010b), ou la souche isolée de moustiques
AR20368 (Wallace et al., 2006), des souris C57BL/6 (ScanBur BK) avec la souche ZH 548
par voie i.p. (N&slund et al., 2009). Les exemples sont nombreux et illustrent la complexité de

151



reproduire les signes cliniques observés lors d’une infection naturelle par des

expérimentations animales.

L’évaluation de notre capripoxviurs recombinant n’a pour autant pu se faire que par le
biais d’expérimentations animales, ceci avec deux modeles bien distincts : le modele murin
qui nous permis de tester I’effet protecteur de notre candidat vaccinal et le mod¢le caprin qui
nous a permis d’évaluer I’'immunogénicité (réponses humorales et cellulaires) de notre

construction.

Pour le modele murin MBT/Pas, deux expérimentations ont été menees dans les
animaleries de confinement 3 (A3) dans I’unité de génétique fonctionnelle de la souris dirigée
par J.J. Panthier en collaboration avec 1’unité de Génétique Moléculaire des Bunyavirus
dirigée par M. Bouloy, a I’institut Pasteur a Paris .Une premiére expérimentation animale a
été envisagée chez les souris MBT/Pas, lignées de souris sauvages sensibles au virus de la
FVR (Do Valle et al., 2010) afin d’évaluer la dynamique des réponses cellulaires induites
d’une part, et la protection d’autre part, suite a I’immunisation de ces souris avec notre
candidat vaccinal capripoxvirus recombinant et une épreuve virulente avec la souche sauvage
humaine ZH 548, 1977. Une seconde expérimentation animale, avec le méme schéma
d’immunisations chez des souris de mémes lignées a été conduite, avec des modifications au
niveau de la quantitt de recombinant injectée (10 fois supérieure) et les voies
d’immunisations (voie intrapéritonéale en supplément), ces 2 expérimentations nous ont

permis de statuer sur I’effet protecteur de notre candidat vaccin.

Pour le modéle caprin, I’expérimentation animale menée dans 1’animalerie A2 du
CIRAD, campus de Baillarguet a permis d’évaluer I’immunogénicité de la construction
capripoxvirus comportant les genes NSmGy du virus de la FVR avec un suivi des réponses

humorales et cellulaires.
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1 - Modéle souris MBT/Pas : Immunisations avec la construction vaccinale
simple recombinant NS,Gy du virus FVR suivies d'une épreuve infectieuse

1.1. Matériel et méthodes
1.1.1. Modéele d’étude
Afin d’évaluer D’effet protecteur de la construction vaccinale capripoxvirus simple

recombinant NS.,Gy pour la FVR, deux essais expérimentaux ont été conduits chez la souris.
La lignée murine Mus m. musculus utilisée pour nos essais (figure 63) a la particularité d’étre
résistante a 1’infection par le virus West Nile et le virus Influenza de type A alors qu’elle
s’avere étre une lignée tres sensible et mimant les signes cliniques avec une forte et précoce
virémie suivant I’infection aboutissant a une mort rapide. Cette observation est
vraisemblablement due a un échec de cette lignée murine a induire une réponse immunitaire

innée compléte (Do Valle et al., 2010).

Figure 63 : Souris de la lignée MBT/Pas utlisée lors de nos essais expérimentaux

Deux expérimentations consécutives ont été menées avec des variations en terme de charge
virale de la construction vaccinale administrée (10 versus 10 ) ainsi que les modes

d’administration (s.c. et i.m. versus 1.p., i.m.,et s.c.).

Les figures 64 et 65 présentent les calendriers expérimentaux de chacune des 2

expérimentations.

Expérimentation No 1 :

Trente-six souris femelles (Mus m. musculus MBT/Pas) agees de 5 a 6 semaines hébergées en

animalerie de confinement 3 (Institut Pasteur, Paris) ont été réparties en trois groupes :

- le Groupe A composé de 12 souris, a été inoculé par voie sous cutanée a JO avec une
dose de 10*° DICTs puis par voie sous-cutanée (50%) et intrapéritonéale (50%) & J21

avec la méme dose de 10*° DICTs, de la construction vaccinale capripoxvirus-H-PPR,
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le géne H exprimé correspond au gene codant pour I’hémagglutinine du virus de la
peste des petits ruminants. Cette construction, considérée comme irrelevante dans
notre essai a déja été montrée comme protectrice contre une épreuve infectieuse PPR
chez les petits ruminants (Diallo et al., 2002 ; Berhé et al., 2003).

- le Groupe B composé de 12 souris, a été inoculé par voie sous cutanée a JO avec une
dose de 10*° DICTs, puis par voie sous-cutanée (50%) et intrapéritonéale (50%) a J21
avec la méme dose de 10*° DICTs de la construction vaccinale candidate NS,,Gy du
virus FVR. Cette construction est considérée comme la construction candidate
protégeant contre la FVR et comportant le géne Gy contenant les épitopes

neutralisants.

- le Groupe C composé de 12 souris également, a été inoculé par voie intra péritonéale
avec une dose de 10* pfu & JO. Ce groupe correspond au groupe témoin positif, le
clone 13 étant un trés bon candidat vaccinal pour lequel ’effet protecteur a déja été

validé dans d’autres modéles expérimentaux (Dungu et al., 2010)

Trente et un jours suivant la premiere adminsitration (JO), les souris ont subi une épreuve
infectieuse avec une dose de 100 pfu par voie intra péritonéale avec la souche ZH548, 1977

isolée des foyers épidémiques égytiens (Meegan et al., 1979)

Les souris ont fait I’objet de prélévements de sang sur tubes secs, une fois par semaine dés le
jour de I’'immunisation (JO). Les tubes secs sont mis a décanter a +4°C, puis le sérum est

récolté, aliquoté et stocké a -20°C pour recherche d’anticorps.

Afin d’évaluer les réponses cellulaires, les rates de 4 animaux par groupe ont été prélevées et
les lymphocytes extraits afin de procéder a leur mise en culture pour une restimulation in
vitro pendant 4 jours avec du virus entier inactivé (KS-1 et FVR). Les cellules et le surnageant

de culture sont prélevés a 4 jours puis stockés a -80°C pour recherche ultérieure de cytokines.

Enfin, des prélevements de sang sur tubes EDTA sont effectués hebdomadairement des le

jour de I’immunisation afin d’évaluer la virémie post épreuve infectieuse.
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Figure 64 : Calendrier de la premiere expérimentation animale réalisée chez les souris MBT (Travaux effectués
dans I’unité de génétique fonctionnelle de la souris dirigée par J.J. Panthier en collaboration avec I’unité de
Génétique Moléculaire des Bunyavirus dirigée par M. Bouloy, Institut Pasteur, Paris)

Expérimentation No 2 :

L’expérimentation No 2 suit exactement le méme schéma que I’expérience Nol a savoir
trente-six souris femelles (Mus m. musculus MBT/Pas) agées de 5 a 6 semaines hébergées en
animalerie de confinement 3 (Institut Pasteur, Paris) réparties en trois groupes: A, B, C
comme décrit dans la figure 65 avec pour seules différences :

- la dose vaccinale administrée (groupes A et B) qui passe de 10*° DICTs, a 10°°
DICTsp

la voie d’administration qui était s.c.(JO), s.c., i.m (J21) et qui devient s.c., i.m, i.p. a
JO et J21.
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Figure 65 : Calendrier de la seconde expérimentation animale réalisée chez les souris MBT (Travaux effectués
dans I'unité de génétique fonctionnelle de la souris dirigée par J.J. Panthier en collaboration avec ’unité de
Genetique Moléculaire des Bunyavirus dirigée par M. Bouloy, Institut Pasteur, Paris)

1.1.2. Méthodes
1.1.2.1. Evaluation de la réponse immunitaire de type humorale
La présence d’anticorps neutralisants anti-FVR dans les sérums prélevés en cinétique est

testée par la technique de neutralisation virale, la présence d’anticorps anti-Cpox par
immunofluorescence.

A - Recherche d’anticorps anti-FVR par neutralisation virale

Ces expériences ont été menées a I’Institut Pasteur, Paris par 1I’équipe du Dr Michele Bouloy.
Les sérums sont dilués en duplicate, du 1/5°™ jusqu’au 1/320°™, dans un volume de 100 pl en
milieu MEM (Gibco) sans sérum puis sont mis en contact avec 100 TCIDs, de virus FVR
souche ZH548 (contenu dans 100 pl) en plaques 96 puits. Apres 1 heure d’incubation a 37°C,
ce complexe sérum/virus est ajouté dans chaque puits sur un tapis cellulaire de 1.2x10°
cellules VERO préparées la veille, les plaques sont incubées a 37°C, sous 5% de CO,,
pendant 5 a 10 jours. Les résultats obtenus sont exprimés en titre viral et correspondent a
I’inverse de la dilution la plus haute donnant 50 % d’ECP. Les sérums avec des titres

supérieurs a 5 sont considérés comme positifs. Une plaque contrdle réalisée a chaque série
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d’essais permet de valider la dose virale de 100 TCIDs de virus FVR ajoutées dans chacun

des puits.

B- Recherche d’anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence

Des plaques de culture 96 puits (Nunc) sont préparées a raison de 2.5 x 10* cellules OA3Ts en
milieu DMEM avec 10% de SBF par puits. Le jour suivant, les cellules a confluence, sont
infectées avec le KS-1 avec une dose de 100 TCID50/ml. Le virus est laissé en contact avec
les cellules pendant 2 heures a 37°C, 5% CO, puis du milieu de culture complet est ajouté.
Aprés 48h d’incubation a 37°C et 5% de CO», les cellules sont fixées pendant 30 minutes a -
20°C en acétone 80%.

Les cellules sont permeabilisées 30 minutes avec du Triton 100X a 0,2% puis incubées 20
minutes a 37°C avec un tampon de blocage (PBS1X, gélatine 0,2%). Les sérums caprins et
ovins sont ajoutés en double & une dilution au 1/50°™ (dans du tampon de blocage), pendant
30 minutes a 37°C. Apres trois rincages avec du tampon de blocage des anticorps anti-chévre-
FITC ou anti-mouton-FITC (F0250 et F0135, respectivement - Dako, USA) sont ajoutés au
1/50°™ dans du tampon de blocage. Apres trois ringages en PBS, 1’observation de la
fluorescence est effectuée au microscope (Nikon, eclipse TE300). Des cellules non infectées

servent de témoins négatifs.

1.1.2.2. Evaluation de la réponse immunitaire de type cellulaire
La réponse immunitaire de type cellulaire a été évaluée au travers de deux aspects :

- D’estimation de la prolifération et le typage des sous populations lymphocytaires apres

restimulation avec le virus entier inactivé souche FVR Smithburn, group 39, 1974.

- le dosage de cytokines au niveau protéines a partir des surnageants de culture restimulés in
vitro.

Dans ce but, les cellules spléniques ont été isolées a partir de rates prélevées et
transportées dans un milieu de transport (RPMI1640 (Gibco) +5% SBF+ EDTA 2 mM+
gentamycine 50 pg/ml). Apres un broyage de la rate de fagon stérile dans une boite de Pétri
avec le piston d’une seringue de 10 ml sur un morceau de gaze de type Blutex (Saatifil
polyamide ref 90/35), les cellules sont lavées et resuspendues dans du milieu RPMI (Sigma,
USA) enrichi a 10% SBF et 1% L-glu. Un marquage de ces cellules avec un traceur cellulaire,
le CFSE (CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl Ester — Molecular Probes, USA) est

effectué¢ et permet de suivre la prolifération cellulaire suivie d’une remise en culture des
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cellules pour une restimulation in vitro avec le virus entier FVR inactivé aux UV pendant 30
minutes (Crosslinker UV) a raison d’une MOI de 5. Le contr6le négatif est du milieu de
culture seul. Le contrble positif est du milieu de culture contenant un mitogéne, la

concanavaline A a la concentration finale de 5 pg/ml (ConA, Sigma, USA).

Estimation de la prolifération et typage des sous populations lymphocytaires :

L’activation et la prolifération des cellules sont évaluées par passage au cytomeétre en
flux (FACSort, Becton Dickinson) en utilisant les parameétres FSC x SSC, FL1 x FSC et FL1
x FL2. Tous les lymphocytes quiescents présentent une apparence uniforme de cellules rondes
de petite taille avec un noyau dense et peu de cytoplasme. Les lymphocytes activés se
multiplient rapidement et forment des structures appelées blastes. Afin de phénotyper et
quantifier les sous-populations fonctionnelles (lymphocytes T CD4, lymphocytes T CD8), des
marquages spécifiques sont effectués (tableau 11). Les anticorps marqués Phycoerytherin
(PE) (marquant les CD4, CD8 ou témoin négatif isotype control) sont incubés avec les
cellules pendant 20 minutes a +4°C. Le témoin négatif isotype control permet d’évaluer le
bruit de fonds lié a une éventuelle autoprolifération des cellules. Les cellules sont lavées et
analysées au cytometre en flux a 1’aide du logiciel CellQuest 3.01. Les informations apportées
par la cytométrie en flux concernent la taille (Forward Scatter — FSC), la granularité (Side
Scatter — SSC) et I’intensité de fluorescence émise par la cellule (FL-1, FL-2 dans notre cas).
Les différents fluorochromes utilisés émettent sur des longueurs d’ondes différentes. Ainsi,
FITC émet sur FL-1 a une longueur d’onde de 515 nm, PE émet sur FL-2 & 585 nm. Lors de
I’acquisition des données, chaque événement apparait sous forme d’un point. Aprés 10 000
événements, on obtient un nuage de points, ou dot plot, représentatif des populations
cellulaires acquises. L’analyse de ces populations cellulaires pourra se faire en fonction des
caractéristiques physiques des cellules (FSC / SSC) ou de la fluorescence émise (FSC / FL-1

ou FL-2 pour un simple marquage; FL-1/ FL-2 pour un double-marquage).

Les valeurs obtenues pour les différents groupes sont comparées par le test de Kruskal et

Wallis. Une valeur de probabilité p<0.05 est considéré comme significative.
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Cellules cibles Anticorps utilisés, dilution 1/200

Lymphocytes T CD4 Anti-CD4 PE (BD, Cat 553049)
Lymphocytes T CD8 Anti-CD8PE (BD, Cat 553033)
Isotype Control IgG2a-PE (BD, Cat 553457)

Tableau 11: Liste des Anticorps utilisés pour le typage des populations lymphocytaires chez
la souris

Dosage de cytokines :

Les surnageants de culture sont récoltés aprés 4 de re-stimulation ont permis le dosage des
cytokines de type Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 et TNF). La technologie CBA (Cytometric
Bead array, BD,Cat 551287 USA) a raison de 50 pl par échantillon. Le principe du dosage
des cytokines par ce kit repose sur 1’incubation d’un mélange de 5 sortes de billes qui a été
précoatées avec des anticorps de capture spécifiques des cytokines IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 et
TNF, détectables sur le canal rouge (FL3 ou FL4 du cytometre). Les billes sont ensuite
incubées avec des anticorps marqués a la phycoérythrine (PE) d’une part et avec soit une
courbe standard pour chacune des cytokines soit les échantillons a tester pendant 2 heures a
température ambiante. Aprés incubation, les billes sont lavées puis analysées au cytomeétre de
fluxVEGF. En fonction de la valeur obtenue pour la courbe standard, une valeur est calculée
pour chacun des échantillons avec le logiciel FCAP Array ™. Un exemple de résultats est

donné sur les figures 66 et 67 ci-dessous.
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Figure 66 : Technologie BD CBA. Représentation graphique de la gamme standard pour 3
points 0, 80, 625 et 5000 pg/ml (a), des différents pics spécifiques de chacune des cytokines
testées, dans notre cas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 et TNF (b).
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Figure 67 : Technologie BD CBA. Représentation graphique de la gamme standard pour
chacune des cytokines testées, dans notre cas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 et TNF.

1.1.2.3. Evaluation de la protection

A - Recherche virale
Des prélevements de sang sur EDTA sont effectués 3 jours avant I’épreuve (J28) puis 2 jours

apres 1’épreuve (J33) et le jour de I’euthanasie (J45). La détection du virus se fait par RT-PCR
sur le segment NSs directement a partir d’ARN extrait du sang (Garcia et al., 2001).

B - Survie aprés épreuve virulente
Au cours de I’expérimentation sur le modele souris MBT/Pas avec la souche virulente ZH548,

1977 par voie IP du virus FVR, I’apparition des signes cliniques est difficilement quantifiable,
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la mort des animaux est subite en quelques heures. La protection des animaux a donc été

quantifiée en termes de survie/mort.
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1.2. Résultats

1.2.1. Evaluation de la réponse humorale

1.2.1.1. Détection des anticorps anti-Capripoxvirus par IF

Les souris en général n’étant pas des hotes sensibles aux capripoxviroses, les analyses
réalisées sur les différents sérums issus des souris de lignée MBT :Pas n’ont pas permis de
conclure a une séroconversion spécifique du KS1. Un bruits de fond assez important a été
observé lors de la lecture au microscope a fluorescence avec une interprétation difficile.

1.2.1.2. Détection des anticorps anti-FVR par SNT
Les anticorps anti-FVR sont détectés par un test de neutralisation virale.

Expérimentation 1 :

Les titres viraux obtenus a partir des sérums de la premiére expérimentation animale ont été
inférieurs a 5 pour les groupes Cpox-HPPR et Cpox RIFT. lls étaient en revanche fortement
positifs pour le groupe Clone 13 (Tableau 12).

Groupes Identifiants J 28
Cpox-H PPR Cage 1 NM <5
G <5
GG <5
DD <5
Cage 2 DD <5
GD <5
Cpox-RIFT Cage 3 NM <5
G <5
D <5
GD <5
GG <5
DD <5
Clone 13 Cage 5 NM >100
G >100
D >100
GD >100
GG >100
DD >100

Tableau 12:Titres viraux obtenus en FVR par neutralisation virale lors de la premiére expérimentation
chez les souris immunisées par le capripoxvirus Cpox-NSmGy recombinant FVR (Groupe Test) et le
capripoxvirus Cpox-H-PPR (Groupe Témoin). Un groupe témoin positif composé du vaccin Clone 13
développé par I’Institut Pasteur. Un Titre >5 est considéré comme positif.




Expérimentation 2 :

Le tableau 13 presente les titres obtenus en anticorps neutralisants en FVR de chacune des
souris testees a J28, c'est-a-dire 1 semaine aprés la derniére immunisation et 3 jours avant
I’épreuve infectieuse. Un Titre >5 est considéré comme positif.

Pour toutes les souris du groupe témoin ayant regu le Cpox-HPPR, aucun anticorps
neutralisant n’a été décelé. En revanche, des titres d’anticorps neutralisants variant de 5 a 30
ont été détectés pour 6 des 8 souris du groupe Cpox-FVR.. Les titres viraux obtenus pour ce
groupe sont significativement supérieurs a ceux obtenus pour le groupe témoin a J28 (test
Kruskal-Wallis, p<0.05). Une séroconversion a été largement détectée pour toutes les souris
du groupe Témoin positif (Clone 13).

Groupes Identifiants J 28
Cpox-H PPR Cage 1 NM <5
G <5
D <5
GD <5
GG <5
DD <5
Cpox-RIFT Cage 3 NM 15
G <5
D 15
GD 30
GG <5
DD 5
Cage 4 NM 30
G 25
Clone 13 Cage 5 NM 160
G 80
D 320
GD 160
GG 80

Tableau 13: Titres viraux obtenus en FVR par neutralisation virale lors de la seconde expérimentation
chez les souris immunisées par le capripoxvirus Cpox-NSmGy recombinant FVR (Groupe Test) et le
capripoxvirus Cpox-H-PPR (Groupe Témoin). Un groupe témoin positif composé du vaccin Clone 13
développé par I’Institut Pasteur. Un Titre >5 est considéré comme positif.



1.2.2. Evaluation de la réponse cellulaire
1.2.2.1. Etude de la lymphoprolifération
Expérimentation 1 :

La figure 68 (a et b) présente les résultats de prolifération observée pres épreuve infectieuse a
J+33 apres restimulation pendant 5 jours avec le capripoxvirus KS-1 et le virus FVR
respectivement. Chacun des 3 groupes de souris ont été immunisés soit avec du Capripoxvirus
irrelevant HPPR ( groupe témoin), soit avec du capripox Cpox-NSmGy FVR (groupe Test)
soit avec du Clone 13 (Témoin positif) . Une différence significative (test Mann et Whitney,
p<0.05) est observée a ce point J+33 (2 jours apres I’épreuve infectieuse) entre le groupe Test
et le groupe Témoin, et entre le groupe Témoin positif et le groupe Témoin irrelevant aussi
bien pour les sous-populations lymphocytaires de type CD4 (figure 68a) que CD8 (figure
68Db).
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Figure 68 : Prolifération des lymphocytes de type CD4 (a) et de type CD8 (b) apres
restimulation avec les préparations antigeniques de virus FVR. Les barres horizontales
représentent les moyennes de chaque groupe.




Expérimentation 2:

Les résultats de la réponse cellulaire obtenus pour la seconde expérimentation sont
inexploitables suite a I’apoptose cellulaire observée lors de la restimulation antigénique des

cellules spléniques fraiches ou décongelées avec les préparations antigéniques spécifiques du

virus KS1 ou FVR.

1-2-2-1 Evaluation des réponses cytokines

Le dosage des cytokines en tant que protéines sécrétées a été realisée a partir de surnageants
de culture récoltés apres restimulation in vitro par des préparations antigéniques spécifiques
KS1 ou FVR (RVF) de spléncoytes isolés a partir des rates des souris immunisées. La
technologie CBA a été utilisée a cet effet et a permis de doser les cytokines IL-2, IL-4, IL-5,

IFN-y et TNFa a partir de 50 pl de surnageant.

Les résultats exprimés en pg/ml sont présentés dans le tableau 14 pour I’expérimentation 1 et

le tableau 15 pour I’expérimentation 2.

Expérimentation 1:

RVF pg/mi mouse IL-2 | mouse IL-4 | mouse IL-5 | mouse IFNY | mouse TNFa
Souris 1 Cpox-HPPR 45,79 0 1,33 5,86 59,24
Souris 2 Cpox-HPPR 62,93 27,93 10,91 9,33 188,45
Souris 3 Cpox-HPPR 54,23 0 0 7,63 89,5
Souris 4 Cpox-HPPR 4,5 0 0,7 0 122,91
Souris 5 Cpox-RVF 21,64 222,24 4,17 6,72 12,26
Souris 6 Cpox-RVF 33,14 385,86 8,37 3,04 64,76
Souris 7 Cpox-RVF 46,88 20,02 5,35 8,36 0
Souris 8 Cpox-RVF 0 0 0 0 0
Souris 9 Clone 13 29,1 1051,21 8,57 1,84 0
Souris 10 Clone 13 0 107,13 11,45 4,87 0
Souris 11 Clone 13 0 0 3,01 0 73,55
Souris 12 Clone 13 0 0 1,22 2,66 35,59

Tableau 14 : Dosage des cytokines sécrétées a partir des surnageants de culture restimulés in

vitro pour I’expérimentation 1.

En ce qui concerne I’expérimentation 1, aucune différence significative n’est obtenue entre les

3 groupes de souris quelque soient les cytokines doseées.




Expérimentation 2:

RVF pg/ml mouse IL-2 | mouse IL-4 | mouse IL-5 | mouse IFNy | mouse TNFa
Souris 1 Cpox-HPPR 0 0 0 0 0
Souris 2 Cpox-HPPR 0 0 0 0 0
Souris 3 Cpox-HPPR 0 0 0 0 0
Souris 4 Cpox-HPPR 0 0 0 0 0
Souris 5 Cpox-RVF 0 0 0 0 0
Souris 6 Cpox-RVF 0 0 0 0 0
Souris 7 Cpox-RVF 0 0 0 0 0
Souris 8 Cpox-RVF 0 0 0 0 0
Souris 9 Clone 13 0* 0* 0 0* 0
Souris 10 Clone 13 4,78* 463,97 * 0 0,23* 0
Souris 11 Clone 13 41,34* 2125,22* 4,12 0,58* 84,22
Souris 12 Clone 13 18,2%* 590,41* 1,3 1,28* 22,58

Tableaul5 : Dosage des cytokines sécrétées a partir des surnageants de culture restimulés in
vitro pour I’expérimentation 2. Test Mann-Whitney * p<0.05

Les résultats obtenus pour I’expérimentation 2 montrent la présence de cytokines IL-2, IL-4 et
IFN-y a des taux statistiquement supérieurs dans le groupe de souris qui a recu le vaccin
Clone 13 a base de virus atténué ayant perdu la majeure partie du gene NSs comparativement
aux 2 autres groupes Cpox-HPPR et Cpox-RVF. Un profil de type ThO semble donc appuyer

ces résultats.

1.2.3. Evaluation de la protection

1.2.3.1. Détection du génome viral
La détection du virus s’est faite par RT-PCR sur le segment NSs directement a partir d’ARN
extrait du sang prélevé 3 jours avant 1’épreuve (J28) puis 2 jours aprés 1’épreuve (J33) et le

jour de I’euthanasie (J45). Les analyses sont en cours.

1.2.3.2. Pathologie/Survie aprés épreuve virulente

L’apparition et I’évaluation quantitative des signes cliniques suite a I’épreuve infectieuse avec
la souche virulente ZH548, 1977 par voie IP du virus FVR, I’apparition des signes cliniques
est fugace et la mort arrive trés vite. La protection des animaux, quantifiée en termes de
survie/mort est présentée dans les Tableaux 16 et 17 pour les 2 expérimentations successives

respectivement.
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Jours post épreuve infectieuse

MBT/Pas
J+3 J+5 J+8
Groupe Témoin Irrelevant 1-DD - - -
Cpox-PPR 1-GD +
2-GG +
2-DD +
Groupe Test 3-DD - + -
Cpox-FVR 3-GG - - +
4-G - - +
4-NM - - -
Groupe Témoin Positif 5-GG - - -
Clone 13 5-DD - - -
6- NM - - -
6- G - - -

Tableau 16 : Suivi de la mortalité des souris MBT/Pas suite a 1’épreuve infecticuse FVR lors
de la premiére expérimentation. Le signe « - » signifie survie des animaux, le signe « + »
signifie leur mortalité.

Les 4 souris qui ont été suivies en cinétique appartenant au groupe Témoin positif (inoculé
avec le vaccin clone 13) ont toutes survécu, ce qui était attendu et qui valide
I’expérimentation. Trois des 4 souris appartenant au groupe Témoin Irrelevant (inoculé avec
la préparation Cpox-HPPR) sont mortes dés J+3 post épreuve infectieuse. Une des 3 souris a
survécu. En ce qui concerne les 4 souris du groupe Test inoculées avec le candidat vaccinal
Cpox-FVR, une souris a survécu, et un retard net de la mortalité a été observé pour les 3

souris restantes.

Ces résultats fort encourageants nous ont conduit & lancer la seconde expérimentation qui
possede le méme schéma d’adminsitration que la premiére avec une différence de nombre de
doses injectées 10 ®° au lieu de 10 >?) et de voies d’injection (de sc, im a ip, im et sc), comme

illustré dans la figure 65.
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Jours post épreuve infectieuse

MBT/Pas
J+3 J+4 J+5 J+6
Groupe Témoin Irrelevant 1-GG - +
Cpox-PPR 1-DD - +
2-NM - - +
2-G +
Groupe Test 3-G - - - +
Cpox-FVR 3-GG - - - -
4-G - - - -
4-NM - - - -
Groupe Témoin Positif 5-GG - - - -
Clone 13 6- NM - - - -
6- G - - - -

Tableau 17 : Suivi de la mortalité des souris MBT/Pas suite a I’épreuve infectieuse FVR lors
de la seconde expérimentation. Le signe « - » signifie survie des animaux, le signe « + »
signifie leur mortalité.

Les 4 souris qui ont été suivies en cinétique appartenant au groupe Témoin positif (inoculé
avec le vaccin clone 13) ont toutes survécu, résultat validant I’expérimentation. Les 4 souris
appartenant au groupe Témoin Irrelevant (inoculé avec la préparation Cpox-HPPR) sont
toutes de J+3 a J+5 post épreuve infectieuse. Enfin, trois des 4 souris du groupe Test
inoculées avec le candidat vaccinal Cpox-FVR ont survécu, et une seule souris de ce groupe
est mort a J+6. Les résultats obtenus lors de ces 2 expérimentations sont cohérents et en

faveur d’une protection induite par notre préparation vaccinale de Cpox.

1.3. Conclusion

Les deux essais experimentaux qui ont été conduits chez le modéle souris Mus m. musculus
hypersensible a I’infection par le virus FVR, le modéele MBT/Pas nous ont permis de conclure
quant & P’effet protecteur de notre construction vaccinale capripoxvirus simple recombinant
NS.,Gn pour la FVR. La premiére expérimentation ou le groupe de souris Test a €té administré
a 2 reprises avec une dose virale 10°° par voie sous-cutanée (JO) et voie sous-cutanée et
intramusculaire (J21) a présenté un retard de mortalité de 2 a 5 jours comparativement au
groupe irrelevant (Cpox-HPPR). La seconde expérimentation suivant le méme schéma

d’administration que la premiére avait pour différences la dose administrée 10%° au lieu de

168



10°9 et les voies d’injection (passant de sc, im a sc, im et ip). Une survie de 3 animaux sur 4
dans le groupe Test a été obtenue, ce qui valide ’effet protecteur de notre construction par
rapport au groupe contrdle, résultats qui sont, par ailleurs, en compléte adéquation avec la
réponse humorale obtenue par la production d’anticorps neutralisants contre la FVR détectés
par SNT. Malheureusement 1’évaluation de la réponse cellulaire ne nous a pas permis de
conclure quant a cette seconde expérimentation. La premiere expérimentation nous a permis
de conclure a une lymphoprolifération des lymphocytes TCD4+ et CD8+ en réponse a une
stimulation antigenique spécifique de la FVR. De gros problémes techniques rencontrés lors
de la seconde expérimentation ne nous ont pas permis de conclure quant a la réponse
cellulaire induite. En conclusion, grace a la collaboration établie avec I’Institut Pasteur et plus
particulierement les Dr Michéle Bouloy et Dr J.J. Panthier, le modéle murin MBT/Pas, le
schéma d’immunisation proposé et le protocole utilisé pour 1’épreuve infectieuse nous ont

permis d’évaluer dans des conditions expérimentales optimales nos constructions vaccinales.
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2. Immunisation de chévres avec la

recombinant NS,,Gy du virus FVR

1.2. Matériel et méthodes

1.1.1. Modele d’étude

construction vaccinale simple

Afin d’évaluer la cinétique de séroconversion et la dynamique des réponses cellulaires

observés aprés immunisation avec notre construction

figure 69 présente le calendrier expérimental.

JO J7 J14 J21 J28

J.30/09/2010 J.07/10/2010 J 14/10/2010 J21/10/2010 J28/10/2010 M03/11/2010

J34

candidate capripoxvirus simple
recombinant NS,,Gy pour la FVR, des expérimentations chez la chevre ont été réalisées. La

J41 J49

Js6  J70

M10/11/2010 J18/11/2010 J.25/11/2010

-t
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(Gpe A, B ) et Prélévement
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2 lots de 5 chévres Groupes A et B:

-Groupe A: Groupe irrelevant- Capripox-HPPR CIRAD (10°? par animal soit 1 ml
d’une solution a 10°2/ml- Nos 4038, 5007, 7048, 70003, 70006

-Groupe B: Groupe Test —Capripox-NsmGy/ZH-548 FVR (10°* par animal soit |
ml d’une solution & 1059 /ml) Nos 3038, 60024, 70002, 70005, 70007

PS: Chevres 70002 et 70003 ont regu le 25/05/09 Vaccin PPR 73/1
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@
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Figure 69 : Calendrier expérimental de I’essai capripoxvirus simple recombinant FVR chez la

chévre

Dix chevres (Capra aegagrus f. hircus) de race Saanen hébergées en animalerie confinement
2 (CIRAD, Montpellier) (figure 70) ont été réparties en deux lots :

v

o
)
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- Un groupe témoin composé de 5 chévres (4038, 5007, 7048, 70003, 70006), a été
inoculé par voie sous cutanée avec une dose de 10°° DICTs, & JO et J21 avec la
construction vaccinale capripoxvirus-H-PPR, le gene H exprimé correspond au géene
codant pour I’hémagglutinine du virus de la peste des petits ruminants. Cette
construction, considérée comme irrelevante dans notre essai a déja été montrée comme
protectrice contre une épreuve infectieuse PPR (Diallo et al., 2002 ; Berhé et al.,
2003).

- Le deuxiéme groupe, le groupe test est composé de 5 chévres (3038, 60024, 70002,
70005, 70007) immunisées par voie sous cutané avec une dose de 10>° DICTs a JO et
J21 avec la construction candidate vaccinale NS,Gy du virus FVR. Cette construction
est considérée comme la construction candidate protégeant contre la FVR et
comportant le géne Gy contenant les épitopes neutralisants.

oy A

¥

Figure 70 : Les chévres de I’expérimentation

Les chevres ont fait 1’objet d’un prélévement de sang sur tubes secs, une fois par semaine des
le jour de 'immunisation (JO). Les tubes secs sont mis a décanter a +4°C, puis le sérum est

récolté, aliquoté et stocké a -20°C pour recherche d’anticorps.

Enfin, des prélevements de sang sur tubes héparinés sont effectués hebdomadairement dés le
jour de I’immunisation. Le sang est trait¢ pour la récolte des cellules mononuclées qui sont
restimulées pendant 4 jours avec du virus entier inactivé (KS-1 et FVR). Les cellules et le
surnageant de culture sont préleveés a 4 jours puis stockés a -80°C pour recherche ultérieure de

cytokines.

1.1.2. Méthodes

1.1.2.1. Evaluation de la réponse immunitaire de type humorale
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La présence d’anticorps neutralisants anti-FVR dans les sérums prélevés en cinétique est
testée par la technique de neutralisation virale, la présence d’anticorps anti- H-PPR par
ELISA de compétition et neutralisation virale, et la présence d’anticorps anti-Cpox par

immunofluorescence.

A - Recherche d’anticorps anti-FVR par neutralisation virale
Les sérums caprins sont dilués en duplicate, du 1/10°™ jusqu’au 1/640°™, dans un volume de
100 pl en milieu MEM (Gibco) sans sérum puis sont mis en contact avec 100 TCIDsg de virus
FVR souche Smithburn Gp39, 1974 (contenu dans 100 ul) en plaques 96 puits. Apres 1 heure
d’incubation a 37°C, un nombre total de 2 x10° cellules VERO (contenues dans 50 pl) sont
ajoutées dans chaque puits et les plaques sont incubées a 37°C, sous 5% de CO,, pendant 5 a
10 jours. Les résultats obtenus sont exprimés en titre viral et correspondent a I’inverse de la
dilution la plus haute donnant 50 % d’ECP. Les sérums avec des titres supérieurs a 10 sont
considérés comme positifs. Une plaque contrble réalisée a chaque série d’essais permet de

valider la dose virale de 100 TCIDs, de virus FVR ajoutées dans chacun des puits.

B - Recherche d’anticorps anti-HPPR par ELISA de compétition et neutralisation virale

- ELISA de compétition : la présence d’anticorps anti-HPPR est mesurée par un ELISA

de compétition suivant la technique décrite par Anderson et al., 1991.

- Neutralisation virale : Chacun des sérums est dilué en double, du 1/10°™ jusqu’au

1/640°™ puis sont mis en contact avec 100 TCIDsy de virus PPR souche vaccinale
Nigeria 75/1 en plaques 96 puits (contenu dans 100 ul). Apres 1 heure d’incubation a
37°C, un nombre total de 2 x10° cellules VERO (contenues dans 50 pl) sont ajoutées
dans chaque puits et les plaques sont incubées a 37°C, sous 5% de CO,, pendant 5 a
10 jours. Les résultats obtenus sont exprimés en titre viral et correspondent a I’inverse
de la dilution la plus haute donnant 50 % d’ECP. Les sérums avec des titres supérieurs
a 10 sont considérés comme positifs. Une plaque contrble réalisée a chaque série
d’essais permet de valider la dose virale de 100 TCIDsq de virus PPR ajoutées dans

chacun des puits.

C - Recherche d’anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence
Des plaques de culture 96 puits (Nunc) sont préparées a raison de 2.5 x 10 cellules OA3Ts en

milieu DMEM avec 10% de SBF par puits. Le jour suivant, les cellules a confluence, sont

infectées avec le KS-1 avec une dose de 100 TCID50/ml. Le virus est laissé en contact avec
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les cellules pendant 2 heures a 37°C, 5% CO, puis du milieu de culture complet est ajouté.
Aprés 48h d’incubation a 37°C et 5% de CO», les cellules sont fixées pendant 30 minutes a -
20°C en acétone 80%.

Les cellules sont perméabilisées 30 minutes avec du Triton 100X a 0,2% puis incubées
20 minutes a 37°C avec un tampon de blocage (PBS1X, gélatine 0,2%). Les sérums caprins et
ovins sont ajoutés en double & une dilution au 1/50°™ (dans du tampon de blocage), pendant
30 minutes & 37°C. Apreés trois ringages avec du tampon de blocage des anticorps anti-chévre-
FITC ou anti-mouton-FITC (F0250 et F0135, respectivement - Dako, USA) sont ajoutés au
1/50°™ dans du tampon de blocage. Apreés trois ringages en PBS, I’observation de la
fluorescence est effectuée au microscope (Nikon, eclipse TE300). Des cellules non infectées

servent de témoins négatifs.

1.1.2.2. Analyse de la réponse immunitaire de type cellulaire

De méme que pour les expérimentations dans le modele souris, la réponse immunitaire de

type cellulaire a été évaluée au travers de deux aspects :

- I’estimation de la prolifération et le typage des sous populations lymphocytaires apres

restimulation avec le virus entier inactivé souche FVR Smithburn, group 39, 1974.

- le dosage de cytokines au niveau ARN a partir des culots cellulaires restimulés in vitro.

Pour se faire, les cellules mononuclées (PBMCs ou Peripheral Blood Mononuclear
Cells) sont isolées a partir du sang périphérique, dilué au 1/3, sur milieu de séparation des
lymphocytes (Histopaque 1083, SIGMA, USA). Une partie des cellules blanches est placée
directement en restimulation avec les préparations antigéniques composé de virus entier
inactivé aux UV pendant 30 minutes a température ambiante (Crosslinker UV), KS-1 et FVR
a raison d’une MOI de 1 et 5 respectivement, dans du milieu RPMI (Sigma, USA) enrichi a
10% SBF, 1% L-glu et 1% Antimycotiques-Antibiotiques (Cat 15240, Gibco, USA). L’autre
partie des cellules blanches est d’abord marquée avec un traceur cellulaire, le CFSE
(CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl Ester — Molecular Probes, USA) afin de suivre la
prolifération cellulaire puis mise en restimulation avec les mémes préparations antigéniques
composé de virus entier inactivé aux UV pendant 30 minutes a température ambiante
(Crosslinker UV), KS-1 et FVR a raison d’une MOI de 1 et 5 respectivement. Les controles

négatifs et positifs sont soit du milieu de culture seul, soit du milieu de culture contenant un
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mitogeéne, la concanavaline A a 5 ug/ml (ConA, Sigma, USA). Les cellules sont incubées 4
jours en présence ou non des préparations antigéniques de restimulation. Une partie des culots
cellulaires (2x10° cellules) sont récoltés et placés & -80°C pour stockage pour extraction ARN

et RT-QPCR pour la quantification des cytokines au niveau ARNm.

Estimation de la prolifération et le typage des sous populations lymphocytaires :

L’activation et la prolifération des cellules sont évaluées par passage au cytomeétre en flux
(FACSort, Becton Dickinson) en utilisant les paramétres FSC x SSC, FL1 x FSC, FL1 x FL2.
Tous les lymphocytes quiescents présentent une apparence uniforme de cellules rondes de
petite taille avec un noyau dense et peu de cytoplasme. Les lymphocytes activés se multiplient
rapidement et forment des structures appelées blastes. Afin de phénotyper et quantifier les
sous-populations fonctionnelles (lymphocytes T CD4, lymphocytes T CD8), des marquages

spécifiques sont effectués (tableau 18).

Les anticorps marqués Phycoerytherin (PE) (marquant les CD4, CD8 ou témoin négatif
isotype control) dilués de fagcon appropriée ,sont incubés avec les cellules pendant 20 minutes
a +4°C. Le témoin négatif isotype control permet d’évaluer le bruit de fonds lié a une
éventuelle autoprolifération des cellules. Les cellules sont lavées et analysées au cytométre en
flux a I’aide du logiciel CellQuest 3.01. Les informations apportées par la cytométrie en flux
concernent la taille (Forward Scatter — FSC), la granularité (Side Scatter — SSC) et I’intensité
de fluorescence émise par la cellule (FL-1, FL-2 dans notre cas). Aprés 10 000 évenements,
on obtient un nuage de points, ou dot plot, représentatif des populations cellulaires acquises.
L’analyse de ces populations cellulaires pourra se faire en fonction des caractéristiques
physiques des cellules (FSC / SSC) ou de la fluorescence émise (FSC / FL-1 ou FL-2 pour un
simple marquage; FL-1/ FL-2 pour un double-marquage). Les valeurs représentées dans les
figures correspondent aux valeurs de prolifération des puits témoin (cellules seules sans
stimulation avec milieu de culture RPMI) retranchées aux valeurs spécifiques obtenues avec
chacun des antigénes. Les valeurs obtenues pour les groupes témoins et Cpox-FVR sont
comparees par le test statistique de Mann-Whitney. Une valeur de probabilité p<0.05 est

considéré comme significative.

Cellules cibles Anticorps utilisés, dilution 1/200

Lymphocytes T CD4 Anti-CD4 PE (BD, Cat 553049)
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Lymphocytes T CD8 Anti-CD8PE (BD, Cat 553033)

Isotype Control IgG2a-PE (BD, Cat 553457)

Tableau 18: Liste des Anticorps utilisés pour le typage des populations lymphocytaires chez

la chévre

Dosage de cytokines au niveau ARN a partir des culots cellulaires restimulés in vitro

Les culots cellulaires sont récoltés apres 4 jours de re-stimulation ont permis le dosage des
cytokines de type Th1/Th2 (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 et TNF). Les amorces Forward et Reverse
ont été définies a partir des sequences de cytokines disponibles sur GenBank, et ont fait
I’objet d’optimisation avec des variations de concentration de 150, 300 et 600 nM pour
chacune des amorces, et des variations de Tm (de 58°C a 62°C). Les séquences et les
conditions optimales pour des raisons de confidentialité ne seront pas décrites dans ce

mansucrit.

L’ARN est extrait a partir du sang selon le kit RNeasy® Mini Kit (Macherey Nagel) a partir
de 2x10° cellules conservées & - 80°C et reprises dans 150 ul de PBS, selon les instructions du
fournisseur avec une élution dans 80 ul d’eau. Les ARN sont quantifiés au spectrophotométre
a une Do 260 nm, en tenant compte du ratio 260/280 nm. Les ADNCc sont synthétisés a partir
des ARN a I’aide du kit « first-strand cDNA synthesis » (Amersham Biosciences, UK) selon
les instructions du fournisseur. Une quantité de 400 ng d’ARN est synthétisée pour un volume
finale de 15 pl, comprenant 1 pl de pdNg, 1 ul de DTT et 5 ul de bulk first strand, les 8 ul
restant étant composé d’eau et de 400 ng d’ARN. Les réactions de PCR se font dans un
volume final de 25 pl réparti de la maniere suivante: 12,5 pl de Tampon 2X Brilliant 11
SybrGreen QPCR Master Mix (Agilent, USA), 3 pl d’un mélange amorces (F et R) aux
concentrations optimales décrites dans le tableau 18Bis, 8 pl d’eau et 1.5 pl (soit 15 ng si on
considere que tous les ARN ont été transcrits en cDNA) sous les conditions suivantes avec
I’appareil Mx3000 (Stratagene, Agilent (USA) en lecture FAM, SybrGreen : une étape de
dénaturation initiale a 95°C pendant 10 minutes suivie par 40 cycles [95°C, 30 sec ; 60°C ou
62°C en fonction des cytokines, 1 min; 72°C, 1 min]. Un contrdle NTC (Non Template
Control) est ajouté a chaque réaction de RT-PCR afin d’exclure toute contamination. Les

résultats sont exprimées en valeur de Ct. Le gene constitutif qui nous permet de normaliser
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nos amplifications est le gene ARN 18S. Les valeurs finales pour chacune des cytokines sont

donc exprimées en A A Ct par rapport & la valeur obtenue pour I’amplification de I’ARN 18S.

La formule suivante a été utilisée :

2DDCt= [E -(CTO gene - CIT1 gene) g ~(CTO ARNISS - CITL ARNISS) T ot T1 étant les conditions qui

doivent étre comparées, dans notre cas cellules en stimulation antigénique spécifique versus
cellules en milieu de culture seul, E étant I’efficacité de la réaction de QPCR évaluée sur une
gramme standard. LE résultat est un foldchange. Si =1 pas de différence, Si >1 alors TO>T1 et

si <1, alors TO<T1. Un fold change < ou >2 est considéré comme significatif.

Cytokines | Taille de I’amplicon | Conditions QPCR

IL-4 130 bp 300 nM F/ 150 nM R
Tm de 62°C

IL-10 235 bp 300 nM F/300nM R
Tm de 60°C

IL-12p40 237 bp 300 nM F/ 600 nM R
Tm de 60°C

IFN-y 202 bp 300 nM F/ 600 nM R
Tm de 60°C

ARN 185 | 232 bp 300 nM F/ 300 nM R
Tm de 60 et 62°C

Tableau 18bis: Liste des conditions utilisées pour la quantification par RT-QPCR SybrGreen

1.2. Résultats

1.2.1. Evaluation de la reponse humorale

Afin d’évaluer la cinétique de séroconversion des chévres aprés immunisation avec la
construction vaccinale simple recombinant NSmGN, les sérums des animaux des 2 groupes
ont été prélevés toutes les semaines (cf figure 71) et le suivi sérologique assure.

1-2-1-1 - Détection des anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence
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Les anticorps anti-capripoxvirus sont révelés par immunofluorescence (IF). La figure 71
présente un exemple des résultats de I’IF obtenus sur les différents sérums testés. a. pour les
chévres du groupe Capripox-H-PPR (immunisées avec un vaccin sans rapport avec le vaccin
testé, le capripoxvirus-HPPR), b. pour les chévres du groupe Capripox-NSmGy FVR
(immunisées avec le capripoxvirus simple recombinant NSmGy FVR), c. est le témoin positif
correspondant a un sérum hyper immun. Dés J14, soit deux semaines aprés 1I’immunisation,
certaines chevres des deux groupes présentent des anticorps anti-capripoxvirus détectables par
IF. A J35 et J56, deux des 5 chévres du groupe Cpox témoin (Cpox-HPPR), les chevres
identifiés sous les numéros 7048 et 70003 ne présentent aucune seroconversion, comme
illustré dans le tableau 19.

a b

Figure 71 - Détection des anticorps anti-capripoxvirus par immunofluorescence dans les sérums
caprins au cours des essais expérimentaux in vivo chez la chévre. a. Chévres du groupe témoin
irrelevant Cpox-HPPR, b. Chévres du groupe Test Cpox-NSmGy FVR c¢. Témoin positif (sérum hyper
immun).

1-2-1-2 - Détection des anticorps anti- PPR par ELISA de compétition et SNT

Les anticorps dirigés contre la PPR sont détectés par 2 techniques bien différentes H-PPR, un
ELISA de compétition permettant de mettre en évidence les anticorps dirigés contre la
protéine H, utilisant donc des anticorps monoclonaux anti-H et la technique de
séroneutralisation permettant de mettre en évidence des anticorps neutralisants.

Groupes Identification JO J14 J35 J56
Cpox-PPR 4038 - + + +
5007 - - + +
7048 - - - -
70003 - - - -
70006 - i i 0
Cpox-FVR 3038 - + + +
60024 - - + +
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70002 - + + +
70005 - + + i

70007 - + + +
Tableau 19 : Résultats qualitatifs des IF menées en cinétique sur les sérums des 2 groupes de chévre

testés

ELISA de competition anti-HPPR

Le tableau 20 présente les résultats de pourcentage d’inhibition obtenus en ELISA de
compétition spécifique de H-PPR de chacune des chévres testées a JO, J14, J35 et J56. Les
valeurs supérieures a un PI de 50 sont considérées comme positives (case rosée du tableau),
celles en dessous de 50 comme négatives (case blanche du tableau). Une zone douteuse est
toutefois établie entre 45 et 55 (case grisée dans le tableau).

Des J14, quatre des cing chevres du groupe témoin ayant recu le Cpox-HPPR présentent une
séroconversion, a J35, la totalité des chévres de ce groupe ont séroconverti, ce qui est attendu.
En revanche, au point JO, la chévre 70003 répond de fagon positive, il s’est en fait avéré que
les chévres 70002 et 70003 de cet essai avaient fait 1’objet d’un précédent essai de vaccination
avec la souche vaccinale de PPR Nigeria 75/1, il est donc normal que ces 2 chevres soient
séropositives pour la PPR dés le JO de notre essai. Pour les chévres du groupe test ayant recu
du Cpox-NSmGy FVR, que ce soit a JO, J14, J35 ou J56, aucune des chévres ne répond excepté la

chévre identifiée 70002, qui a déja fait I’objet d’un premier essai expérimental de vaccination avec la
souche vaccinale PPR 75/1, ce qui est donc explicable.

Groupes Identification JO J14 J35 J56
Cpox-PPR 4038 14 56 79 72
5007 4 46 73 54
7048 22 27 72 66
70003 78 79 78 78
70006 19 63 77 79
Cpox-FVR 3038 13 17 25 10
60024 26 17 16 16
70002 77 78 77 74
70005 19 18 25 26
70007 -4 8 8 6

Tableau 20: Résultats quantitatifs des ELISA de compétition H exprimés en Pourcentage
d’inhibition. Les valeurs <50 sont considérées comme négatives, celles >50 sont positives.

Technique de séroneutralisation

Le tableau 21 présente les titres obtenus en anticorps neutralisants en PPR de chacune des
chévres testées toutes les semaines de JO & J70. Un titre > 15 est considéré comme positif.
Les résultats obtenus corroborent avec ceux obtenus avec I’ELISA-H de compétition. Les
chévres 70002 et 70003 ont des titres en anticorps neutralisants la PPR dés JO qui varie entre
30 et 60 tout au long de la cinétique Dés J14, des titres en anticorps neutralisants sont
observés de fagon significative chez les cing chevres du groupe témoin ayant recu le Cpox-
HPPR, ces titres sont maintenus tout au long de I’expérimentation de J14 a J70. Pour le
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groupe Test ayant recu la construction vaccinale Cpox-NSmGy FVR, 3 des 5 animaux ne
présentent aucun titre PPR, la chévre identifiee 60024 donne des titres en limite de positivité
aux points J14, J56 et J70. La chevre 70002 présente des titres neutralisants correspondant a
une vaccination de 2009 par la souche vaccinale PPR 75/1. Les titres viraux obtenus pour le
groupe témoin CPox-PPR sont significativement supérieurs a ceux obtenus pour le groupe
Cpox-NSmGy FVR a tous les points de J14 et J70 (test Kruskal-Wallis, p<0,05).

Groupes Identification JO J14 J21 J28 J56 J70
Cpox-PPR 4038| <75 60 30 15 30 25
5007 15 60 60 60 30 60
7048| <75 25 30 60 25 30
70003 60 50 10 60 60 20
70006 15 60 30 50 60 25

Cpox-RIFT 3038 12,5 12,5 <7,5 <7,5 <75 | <75
60024 <7,5 30 15 15 30 25
70002 30 30 30 30 25 30

70005| <7,5 15 <7,5 <7,5 <75 | <7,5

70007| <7,5 <75 | <75 <7,5 <75 | <75

Tableau 21 : Titres viraux en PPR, obtenus par neutralisation virale lors de I’essai expérimental chez
les chévres. Les valeurs > 15 sont considérées comme positives.
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1-2-1-3 - Détection des anticorps anti-FVR par SNT

Les anticorps anti-FVR sont détectés par un test de neutralisation virale. Le tableau 22
présente les titres obtenus en anticorps neutralisants en FVR de chacune des chévres testées
toutes les semaines de JO a J70. Un Titre >10 est considéré comme positif.

Groupes Identifiants | JO J14 | J21 | J28 | J35 | J41 | J49 | J56 | J70

Cpox-PPR 4038 - - - - - - - - -
5007 - - - - - - - - -
7048 - - - - - - - - -
70003 - - - - - - - - -
70006 - - - - - - - - -

Cpox-RIFT 3038 - - - 25| 40 25 30 30 15
60024 - - - - - - - - -

70002 - - - 30| 30 50 30 30 25

70005 - - - 60| 30 20 25 20 25

70007 - - - 60| 60 25 30 20 15

Tableau 22 - Titres viraux obtenus en FVR par neutralisation virale chez les chevres
immunisées par le capripoxvirus Cpox-NSmGy recombinant FVR (Groupe Test) et le
capripoxvirus Cpox-H-PPR (Groupe Témoin). Un Titre >10 est considéré comme positif

Pour 4 animaux sur 5 du groupe Cpox-NSmGn-FVR, des anticorps anti-FVR sont détectés
dés J28 ce qui correspond a une semaine apres la seconde immunisation (J21). Les titres
viraux obtenus pour le groupe CPox-FVR sont significativement supérieurs a ceux obtenus
pour le groupe témoin a tous les points de J28 a J70 (test Kruskal-Wallis, p<0,05). Aucune
séroconversion n’a été détectée pour les chevres du groupe Témoin a aucun des points testés.

En conclusion, lors de I’essai expérimental conduit chez la chévre, essai visant a évaluer
I’immunogénicité induite par la construction vaccinale du simple recombinant FVR,
I’induction de la réponse humorale a bien eu lieu. En effet, la détection d’anticorps dirigés
contre la PPR (dans le groupe Témoin) ou contre la FVR (Groupe Test) est effective que ce
soit par la technique de SNT (PPR, FVR, Cpox) qu’ELISA (PPR) . Il reste surprenant que
les chévres 7048 et 70003 ne donnent pas de signal de séroconversion pour le capripoxvirus,
alors que ces 2 mémes chevres répondent correctement en séroconversion PPR, évaluée par
ELISA et SNT.

1.2.2. Evaluation de la réponse cellulaire par lymphoprolifération

1-2-2-1 Etude de la lymphoprolifération

La prolifération des lymphocytes restimulés avec les préparations virales inactivées aux UVs
est évaluée aprés marquage au CFSE et passage au cytométre en flux. La figure 72 présente




les résultats de prolifération observés apres restimulation avec le virus FVR. A J35, Une
tendance de prolifération spécifique du virus FVR se dégage entre le groupe Cpox HPPR et le
groupe Cpox-NSmGy FVR, cette différence n’est pourtant pas significative par le test de
Mann-Whitney (p<0.05). Aucune différence nette ne semble étre observée au cours de la
cinétique (J21, J28 et J41). Il est a noter que lors de ces expériences de restimulation in vitro,
bien souvent une autoprolifération cellulaire est observée surtout dans notre cas puisque nous
utilisons des chévres « outbred ». Les tests statistiques ne nous permettent alors que rarement
d’obtenir une significativité.
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Figure 72: Prolifération des lymphocytes apres restimulation avec les préparations
antigéniques de virus FVR. Les cercles ronds vides représentent les 5 chévres du groupe
Témoin Cpox-HPPR, les triangles noirs les 5 chevres du groupe Cpox-NSmGy FVR. Les
barres horizontales représentent les moyennes de chaque groupe

La figure 73 présente les résultats de prolifération observée aprés restimulation avec le
capripoxvirus KS-1. Les 2 groupes d’animaux ont été immunisés avec du Capripoxvirus, le
groupe témoin avec du Capripox HPPR et le groupe Test avec du capripox Cpox-NSmGy
FVR. Aucune différence nette ne semble étre observée a J21 et J28 (présence d’une valeur de
chévre qui tend la moyenne vers le haut a ce point). En revanche, une légére tendance a
I’augmentation semble apparaitre a J35 et J41 en faveur du groupe test Cpox-NSmGy FVR,
ce qui n’est pas attendu. Le nombre de doses administrées est identique, la construction Cpox-
NSmGy FVR semble induire plus de prolifération spécifique du capripoxvirus.
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Figure 73: Prolifération des lymphocytes apres restimulation avec les préparations
antigeniques de virus KS-1. Les cercles ronds vides représentent les 5 chevres du groupe
Témoin Cpox-HPPR, les triangles noirs les 5 chévres du groupe Cpox-NSmGy FVR. Les
barres horizontales représentent les moyennes de chaque groupe.

1-2-2-2 Evaluation des réponses cytokines

Les premiers résultats obtenus en PCR quantitative pour les jours J35 et J41 post primo
immunisation a partir des PBMCs restimulés in vitro avec les préparations virales spécifiques
KS1 et FVR Smithburn sont encourageants mais ne seront pas présentés dans ce manuscrit, la
répétition des expériences devant étre réalisées avant interprétation définitive des résultats.

1.3. Conclusion

En conclusion, lors de I’essai expérimental conduit chez la chévre, essai visant a évaluer
I’'immunogénicité induite par la construction vaccinale du simple recombinant FVR,
I’induction de la réponse humorale a bien eu lieu, prouve par la présence d’anticorps dirigés
contre la PPR (dans le groupe Témoin) ou contre la FVR (Groupe Test). Toutes les chévres
ont également séroconverti vis-a-vis du capripoxvirus. Les 2 chevres 7048 et 70003 que ne
donnent cependant aucun signal positif de séroconversion pour le capripoxvirus, alors que ces
2 mémes cheévres répondent correctement en séroconversion PPR, évaluée par ELISA et SNT.
En ce qui concerne la réponse cellulaire obtenue apres restimulation des PBMCs par des
préparations antigeniques spécifiques KS1 et FVR, a J35, une tendance nette de prolifération
spécifique du virus FVR se dégage entre le groupe Cpox HPPR et le groupe Cpox-NSmGy
FVR, méme si cette différence n’est pas significative par le test de Mann-Whitney (p<0.05).
Egalement, une légere tendance de prolifération spécifique du virus KS1 semble apparaitre a
J35 et J41 en faveur du groupe test Cpox-NSmGy FVR alors que le nombre de doses de
Capripoxvirus —FVR ou Capripoxvirus —PPR administrées est identique. La présence d’une
forte autoprolifération cellulaire chez les chévres est vraisemblablement a 1’origine de la non
significativité des tests.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

183



DISCUSSION

Malgré les progrés et les avancées techniques récentes atteintes en vaccinologie, combiner a
la fois multivalence, efficacité et innocuité pour les vaccins vectorisés reste toujours un enjeu
de taille. La famille des Poxviridae et notamment la sous-famille des Chordopoxvirinae
comprend des virus avec un cycle réplicatif cytoplasmique, un génome ayant une capacité a
intégrer de grands fragments d’ADN étranger et a générer une réponse immunitaire a la fois
humorale et cellulaire qui en font des vecteurs prometteurs pour le développement de
stratégies de vaccination dites de « nouvelle génération ». Les exemples de leur application
sont multiples et la liste ne cesse de s’¢largir. Mon travail de thése s’inscrit dans ce contexte,
il concerne 1’utilisation d’une souche de capripoxvirus, la souche Kenya Sheeppox 1 (KS1)
comme vecteur vaccinal réplicatif permettant de protéger les ruminants par 1’expression de
plusieurs genes spécifiques des virus de la fievre de la Vallée du Rift et de la Peste des Petits
Ruminants. Ce capripoxvirus uniquement réplicatif chez les ruminants a été testé avec succes
chez d’autres especes animales telles que les lapins et souris pour 1I’expression entre autres de
la glycoprotéine du virus de la rage (Aspden et al., 2003). L’objectif principal de mon travail
a consisté a concevoir un vecteur vaccinal a double valence dans deux sites d’insertion
différents afin d’élaborer un moyen de controle efficace contre trois pathologies virales
touchant les ruminants, les capripoxviroses, la Peste des Petits Ruminants et la fievre de la
Vallée du Rift.

L’Afrique du Nord est en situation d’endémie par rapport aux maladies virales contagieuses
provoquées par des virus appartenant au genre Capripoxvirus et affectant principalement les
ovins, caprins et bovins : il s’agit des virus de la clavelée du mouton, de la variole caprine et
de la dermatose nodulaire contagieuse. Cette situation n’évolue pas malgré des programmes
annuels de vaccination qui cependant n’ont jamais atteint les 100% du cheptel a vacciner. Les

facteurs limitant sont multiples, entre autres :

- liés au terrain et a son inaccessibilité dans certaines régions qui rend difficile voire
impossible la vaccination des espéces cibles

- les conduites d’¢élevages telles que la transhumance et le nomadisme qui sont
spécifiques dans certaines parties du pays et constituent le frein majeur de

I’application de ces programmes de lutte.




L’ensemble de ces conditions est en faveur de la persistance des infections, ainsi le statut
épidémiologique du pays et des pays voisins vis a vis de ces capripoxviroses ne peut

s’ameéliorer.

La peste des petits ruminants (PPR) est une maladie virale & transmission directe distribuée de
facon spécifique en Afrique subsaharienne et sur le continent asiatique. Elle a réecemment
touché en 2008, le Maroc, et en 2011 1’Algérie créant ainsi chez ces 2 pays voisins du
Maghreb une forte menace épidémique (OIE, 2011). Cette maladie est due a un virus
appartenant au genre Morbillivirus et a la famille des Paramyxoviridae, elle est trés
contagieuse et entraine une mortalité de 80% chez les jeunes et une morbidité de 100% chez
les adultes. Son tableau clinique varié est difficile a différencier de celui de la variole ovine et
caprine, de 1I’ecthyma contagieux et de bien d’autres infections. L’apparition de la PPR pour
la premiere fois au Maroc constitue une alerte certaine pour les pays du Maghreb et au-dela
I’Europe. Cet événement concrétise le risque d’émergence septentrionale de maladies

présentes de fagon épidémique ou endémique dans les pays d’Afrique subsaharienne.

La fiévre de la Vallée de Rift (FVR) est un autre exemple de maladie infectieuse, contagieuse,
virulente, inoculable, mais également a transmission vectorielle. Elle frappe les ruminants
domestiques et sauvages ainsi que I'nomme. Elle est due a un arbovirus appartenant a la
famille des Bunyaviridae et au genre Phlébovirus. Depuis sa premiéere description par
Daubney et al. (1931) au Kenya, le virus n’a cessé de se propager dans différents pays du
continent africain a I’exception du Nord de 1I’Afrique et notamment des pays du Maghreb.
Jusqu’en 1975, la FVR est considérée comme une maladie africaine, d’importance
essentiellement vétérinaire provoquant des épizooties principalement chez les ovins en
Afrique Orientale et Australe. L’homme n’était qu’un hote accidentel et les cas humains
rarement mortels. L’épizootie-épidémie de 1977 en Egypte constitue un véritable tournant
dans I’histoire de la maladie puisqu’elle a provoqué plus de 600 cas humains mortels
(Meegan, 1979). L’ampleur de ces épidémies de FVR touche principalement 1’ Afrique de
I’Est, notamment le Kenya, I’ Afrique du Sud, le Zimbabwe, Somalie, Tanzanie, Soudan. Lors
de I’épidémie de 1997-1998, le virus s’est propageé vers le Yémen et 1’ Arabie Saoudite qui, en
2000, subirent un grave épisode épizootique et epidémique avec une mortalité humaine, pour

la premiere fois en dehors du continent africain.
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Les trois maladies précédemment décrites sont des maladies réputées contagieuses en France

(MRC) et a déclaration obligatoire pour I’Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE).

Dans le but d’établir la situation épidémiologique en Tunisie vis-a-vis de la FVR et de la PPR,
et ainsi estimer I’intérét que pourrait avoir un vaccin trivalent, une enquéte sérologique
permettant d’évaluer les niveaux de séroprévalence pour ces 2 maladies a été réalisée en
Tunisie en 2006-2007. Ces travaux sont présentés dans la premiére partie des reésultats de ce

manuscrit (partie 11).

Enquéte sérologique sur la PPR et la FVR en Tunisie

Cette enquéte transversale, pour la premiére fois a I’échelle nationale, s’est déroulée sur une
période de 5 mois allant de septembre 2006 a janvier 2007 avec un échantillonnage ciblé sur
six régions bien différentes en termes d’écologie. Ces régions sont toutes des zones a risque,
pour certaines marécageuses (Bizerte, Sousse, Nabeul), comportant des gites pour les vecteurs
potentiels et avérés de la FVR identifiés par des travaux antérieurs de 1’équipe de
parasitologie de I’Institut Pasteur de Tunis (Moutailler et al., 2008). Les régions du centre de
la Tunisie (Kairouan) et d’autres régions limitrophes (Kébili, Médenine) ont été¢ également
sélectionnées puisqu’elles sont des zones de rassemblement et de mouvement incontr6lés
d’animaux avec les pays voisins. Au total, 610 sérums ont été collectés provenant de 263
ovins, 119 caprins, 193 bovins et 35 camélidés tous choisis aléatoirement. Seuls les sérums
issus des petits ruminants ont été analysés en sérologie PPR par le test ELISA compétitif N-
PPR (Libeau et al., 1995). En revanche, tous les échantillons ont été testés en FVR avec un
ELISA IgG compétitif (Paweska et al., 2005). Dans le but de déceler d’éventuels souches
circulantes de PPR, un total de 28 échantillons de poumons provenant d’animaux tués en
abattoir ont eté également testés par RT-PCR (Couacy-Hymann et al., 2002). Une
séroprévalence PPR de 7,6% (4,9-10,1) avec un intervalle de confiance de 95% a été détectee
en Tunisie. Les régions de Kairouan et Kébili sont les plus touchées avec des séroconversions
respectives de 15,6% (8,7-22,3) et 12,5% (3,1-20,9) avec le méme intervalle de confiance de
95%. Ces résultats cohérents matérialisent la particularité de ces 2 régions ou se concentre et

circule la grande majorité des petits ruminants avec un contréle de leur mouvement qui peut
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souffrir de défaillances. Ces deux régions constituent une porte ouverte a I’introduction de
diverses pathologies du bétail. Les travaux de Sow et al., en 2008, portant sur une enquéte
sérologique au Burkina-Faso a aussi révélé des différences au niveau des séroprévalences
entre différentes provinces . Bien que la PPR soit connue comme une pathologie spécifique
des petits ruminants, le virus de la PPR touche plus les caprins que les ovins ce qui concorde
avec les résultats que nous avons obtenus avec une différence statistiguement significative
(p=0,04) entre caprins (11,8%) et ovins (5,7%). Les résultats présentés par Sow et al., 2008
étaient inversés, en effet la prévalence des ovins était de 33,09% alors que celle des caprins
¢tait de 23,1%. A I’instar de ces résultats, il apparait comme étonnant que malgré un taux de
séroprévalence PPR assez ¢élevé, aucun foyer clinique n’ait ¢té décelé en Tunisie. Plusieurs

hypothéses sont a envisager :

- les symptomes de la PPR peuvent étre confondus avec ceux d’autres infections qui sévissent
déja dans la région comme la fievre catarrhale ovine, la variole ovine et caprine dans sa forme
généralisée, ou bien encore I’ecthyma contagieux (Ozmen et al., 2009). Ainsi, en I’absence de

diagnostic différentiel, les foyers ont pu exister sans étre identifiés.

- la race des animaux peut étre également un facteur limitant dans 1’évolution clinique de la
maladie, ce qui nous conduit & supposer que certaines races locales ovines et caprines
pourraient étre résistantes a 1’infection par le virus de la PPR. Ceci fut observé dans le cas de

la FCO sur le territoire algérien.

- enfin, la taille de 1’échantillon testé par PCR (28 poumons) ne permet pas d’aboutir & des
conclusions sur 1’absence de PPR sur I’ensemble du territoire tunisien, ainsi d’autres
prélevements doivent étre effectués dans différents abattoirs a différentes périodes, ce qui

permettra de mieux statuer sur la présence/absence de circulation du virus PPR.

Aucune s€roconversion concernant le virus de la FVR n’a été détectée avec une taille
d’échantillon permettant de déceler une séroprévalence d’au moins 1%. La sensibilité du test
ELISA (99%-100%) permet de conforter largement ces résultats. D’autre part, la présence de
vecteurs compétents dans la transmission du virus FVR est signalée dans la totalité des
régions ou a eu lieu 1’échantillonnage (Moutailler et al., 2008). Principalement les deux
especes de Culex impliquées dans la transmission du virus FVR dans les foyers éclatés en

Egypte et en Afrique du Sud (Gear et al., 1955 ; Hoogstraal et al., 1979), Culex pipiens et
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Culex theileri ont ét¢ identifiés en Tunisie dans les six régions a 1’exception de Bizerte ou seul

Culex pipiens a été identifié.

Pour conclure, une circulation virale du virus PPR est confirmée en Tunisie, ce qui n’est pas
le cas pour le virus FVR. Ces premiers résultats préliminaires amenent a proposer d’¢élargir le
champ d’investigation et notamment développer une enquéte a large échelle. Spécifiquement
pour la PPR, des essais de reproduction expérimentale de la maladie doivent étre envisagés
pour étudier la pathogénie de I’infection sur les races locales en Tunisie. De méme qu’une
vigilance doit étre de mise concernant tous les cas cliniques confondus avec ceux de la PPR,

ce qui pourrait aboutir a I’isolement de souches virales.

Afin de répondre au principal objectif de ce travail, une stratégie de vaccins vectorisés a été
engagée et le modele du vecteur capripoxvirus et plus précisément celui du virus de la
dermatose nodulaire contagieuse a été choisi. Ce virus a, par ailleurs, déja fait ses preuves
comme vaccin recombinant contre la PPR et la fievre catarrhale ovine (FCO) respectivement
(Diallo et al., 2002; Berhé G. et al., 2003 ; Perrin et al., 2007)

Développement de vaccins capripoxvirus recombinants pour la FVR et la PPR

Choix des geénes d’intérét a exprimer

Le virus de la FVR comporte deux glycoprotéines structurales G,/G, respectivement Gy et G,
impliquées essentiellement dans 1’induction de la réponse immunitaire et dans la protection,
ce qui a orienté notre choix (Schmaljohn et al., 1989). Le segment M du génome viral code
pour une polyprotéine précurseur qui selon le processus protéolytique post-translationnel
donne lieu a 4 protéines matures dont Gy et Ge. Le réle des deux autres protéines qui sont non
structurales, NSm1 (78k-Da) et NSm2 (14k-Da) n’est pas bien défini. Ces 2 protéines ne sont
impliquées ni dans le processus de réplication ni dans celui de la libération des particules
infectieuses, mais elles auraient un role partiel dans 1’apoptose cellulaire. Nos travaux se sont
basés sur le segment M a partir duquel plusieurs amplifications ont eu lieu. Le segment M est
constitué de 5 ATG a des positions différentes donnant lieu a plusieurs cadres de lecture

possibles avec un role des différents ATG sur I’expression des 4 composants de la
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polyprotéine (Suzich et al., 1990). Ainsi, il a ét¢ démontré que le premier ATG n’est pas
impliqué dans la synthése de Gy et que sa délétion augmente 1’expression de celle-ci et de
50% de celle de la glycoprotéine Gc (Suzich et al., ,1990). En se basant sur ces resultats, la
séquence nucléotidique choisie pour nos constructions plasmidiques commence au second
ATG. Deux types de fragments ont pu étre générés pour la construction des cassettes
d’expression : le fragment NSmGnG. (3600pb) et le fragment NSmGy (2000pb). Bien que le
2éme fragment ne comporte pas la séquence du gene G, ce dernier est capable de conférer
une réponse immunitaire protectrice puisque la séquence de Gy est connue pour comporter 3
épitopes dominants, cibles de la réponse immunitaire (Ikegami et al., 2009). La glycoprotéine
Gc joue un role dans I’induction de I’immunité en confortant celui de la protéine Gy (Ikegami

etal., 2009).

Pour la PPR, le géne de I’hémagglutinine a été choisi. L’hémagglutinine H est une
glycoprotéine qui permet la fixation du virus PPR au récepteur de la cellule héte. Elle est
connue pour étre la cible d’anticorps neutralisants in vitro et a ét¢ a l’origine du
développement de tests de diagnostic (Barrett et al., 1999). Des constructions vaccinales a
base de vecteur capripoxvirus soit un simple recombinant H-PPR, soit un simple recombinant
F-PPR ont mis en évidence le rble protecteur de ces 2 protéines exprimées de facon

individuelle vis-a-vis d’une infection virulente (Diallo et al., 2002; Berhé et al., 2003).

Des plasmides de transfert ou plasmide navette spécifiques des génes FVR ont été construits
pour aboutir a I’étape de recombinaison homologue avec le génome du capripoxvirus pour

I’¢laboration des vaccins simple ou double recombinants.

Constructions plasmidiques et choix de la méthode de sélection

Il s’agit au cours de cette étape de générer les différentes constructions plasmidiques
permettant 1’étape de recombinaison homologue avec le génome du capripoxvirus. Le choix
des sites d’insertion dans le génome du capripoxvirus et des marqueurs de sélection des
recombinants est un facteur clef de ces constructions. En ce qui concerne les sites d’insertion,
le site de la thymidine kinase a été choisi et a déja fait ses preuves dans le cas de nombreuses
constructions. Le second site choisi est le géne spécifique d’un analogue du récepteur a

I’interleukine 8 (Le Goff et al., 2009),.il a €té testé et validé in vivo, lors de récents essais
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experimentaux conduits au Cameroun avec des vaccins simple recombinants pour le virus H-

PPR (Cétre-Sossah, communication personnelle).

Quatre « cassettes » plasmides de transfert ont été générés, deux exprimant le géne NSmGyGc
soit sous sélection du géne Ecogpt soit sous sélection de la généticine (GNT) et deux autres
exprimant le gene NSmGy soit sous sélection du gene Ecogpt soit sous sélection de la
géneticine (GNT). Apres verification de la fonctionnalité de ces plasmides de transfert par
expression transitoire avec du virus KS1 sur les lignées cellulaires de testicules de moutons
OAZ3Ts capables de répliquer les capripoxvirus, le séquencage complet de ces constructions a
¢té¢ réalisé. Cette étape de séquencage est une étape fondamentale dans 1’¢laboration des
recombinants puisqu’elle peut révéler 1’existence de mutations qui peuvent provoquer
I’apparition par exemple de codons stop non désirés limitant ainsi fortement 1’expression des
protéines et donc les conditions favorables pour la recombinaison homologue. Dans le cas de
quatre constructions plasmidiques, seule la construction pKSCATPSGPT-NSmGy noté
également pKSCATPSGPT-NSMG, a été validée. Les étapes permettant d’aboutir aux 4

constructions sont reprises ci-dessous.

Le capripoxvirus simple recombinant pour la FVR a été obtenu a partir du plasmide
PKSCATPSGPT-NSmMGy. A titre de rappel, il a été obtenu par recombinaison au niveau du
site d’insertion TK. Il constitue la premiere étape dans 1’¢laboration du double recombinant
FVR-PPR. La sélection est basée sur le gene Ecogpt, partiellement efficace puisque le milieu
sélectif utilisé ne permet pas une élimination totale et rapide du virus parental. Pour tenter
d’améliorer ce processus de s€lection GPT, nous avons fait vari¢ la composition du milieu
sélectif, notamment les concentrations en acide mycophénolique (MPA), hypoxanthine (HPX)
et xanthine, composés qui sont les molécules actives de ce milieu sélectif. Différentes
concentrations de sérum de foetus de bovin (SBF) présent dans ce milieu ont été testées, de
fagcon a limiter la multiplication du virus parental KS-1. Pour cela, deux compositions
différentes ont éeté testées ou a chaque fois, la mortalité cellulaire sur lignée OA3Ts et la
cinétique de réplication/infection de la souche KS-1 sur les cellules ont été évalués. Ci-joint la

composition des deux milieux sélectifs (MS), MS1 et MS2 considérés :
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Composés MS1 (Source, Institute Animal | MS2 (Sources, Romero et
Health Pirbright) al., 1993; Falkner et al.,
1988
MPA 125 ug/ml 25 ug/mi
Xanthine 250 ug/mi 250 ug/ml
Hypoxanthine | 30 ug/ml 15 ug/ml
SBF SBF 10% SBF 2,5%

Le premier milieu sélectif MS1 correspond au milieu utilisé en routine dans le laboratoire et
qui a permis la génération des recombinants capripoxvirus PPR et FCO. Le second milieu
sélectif MS2 correspond a celui utilisé par Falkner lors des processus de sélection des virus
recombinants générés avec le virus de la vaccine (Falkner et al., 1988). Finalement, en
diminuant la pression de sélection (milieu selon Falkner et al., 1988) et la concentration du
SBF, la multiplication du virus parental KS-1 est diminuée ce qui laisse le temps au
capripoxvirus recombinant de se multiplier. Cette composition a été la mieux adaptée a la

production de nos recombinants.

D’autres marqueurs de sélection existent tels que la résistance a la néomycine (Franke et al.,
1985) ou a la puromycine (Sanchez-Puig et al., 2000), seulement les milieux sélectifs
spéecifiques comportant une certaine concentration de ces antibiotiques engendrent une forte
mortalité cellulaire sur de nombreuses lignées. Récemment Hansen a développé une enzyme
bi fonctionnelle (Bizyme) qui permettrait une sélection plus simple et plus rapide des virus
recombinants (Hansen et al., 2002). Néanmoins, la résistance a 1’acide mycophénolique MPA
sélectionnant le gene Ecogpt reste une des méthodes les plus efficaces et les plus couramment
utilisées (Berhé et al.,, 2003; Falkner et al.,, 1988; Romero et al., 1993;1994). Une double
sélection ECOGPT et GFP peut permettre dans certains cas une sélection et une purification
plus rapide des recombinants (Wallace et al., 2005; Boone et al., 2007). La technologie
utilisée par Boone et al. utilisant un criblage des recombinants non pas par PCR mais par la
technique du Southern blot pourrait étre appliquée a 1’élaboration de nos recombinants. Elle
présente I’avantage de permettre la sélection des virus recombinants par plages de lyse sans

nécessité d’insérer un marqueur de sélection dans le génome viral.
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Le capripoxvirus double recombinant pour la FVR et la PPR a été obtenu a partir du plasmide
PKSCATPSGPT-NSmMG\-HPPR. 11 est le résultat d’une recombinaison homologue entre le
plasmide pKSCATPSGPT-NSmMGy avec site d’insertion TK et le génome du capripoxvirus
recombinant Rec KSCATPSGPT-HPPR avec site d’insertion R-1L8 déja disponible au
laboratoire. Puisque dans ce cas, la cassette d’expression pPKSCATPSGPT-NSmMGy-FVR et le
recombinant Rec KSCATPSGPT-HPPR comporte le méme marqueur de sélection GPT, il
nous a fallu envisager un autre moyen de sélection pour aboutir a la sélection et purification
de ce double recombinant. Ce volet concernant le choix des marqueurs de sélection dans nos
constructions a été une lourde contrainte au cours de notre travail de thése. En, effet, les
seules cassettes d’expression qui ont été obtenues sans souci de fonctionnalité et de
séquencage sont les cassettes avec le marqueur de sélection Ecogpt. La conception de
nouvelles constructions plasmidiques avec d’autres marqueurs est toujours d’actualité. La
meilleure stratégie pour nous était de coupler un systeme de sélection positif basé sur le gene
de la green fluorescent protein (GFP) d’Aequorea victoria, une méduse bioluminescente
(Dominguez et al., 1998, Wallace et al., 2007, avec un marqueur de sélection négatif basé sur
un antibiotique par exemple (gene Ecogpt) sous forme de gene de fusion Ecogpt-eGFP. Le
marqueur positif GFP permet une visualisation rapide, au microscope a fluorescence, des
virus ayant intégré le géne GFP. Cela permettrait d’accélérer la récolte des virus recombinants
des qu’un ECP se développe avec une fluorescence visualisée au microscope. Faute de
disponibilité de ce systeme de sélection Ecogpt-eGFP au laboratoire et de I’impossibilité de
I’obtenir d’un laboratoire tiers, cette solution n’a pas pu €tre adoptée mais reste a I’ordre du
jour. En revanche, une méthode de sélection a partir de billes revétues de groupement
chimique Carboxyl (Carboxyl Adembeads, Ademtech, France) a été testée pour purifier et
isoler les virus recombinants. Ce systéme est basé sur une sélection par des billes magnétiques
sur lesquelles un anticorps est fixé par une liaison covalente avec des groupements CO-NH. Il
a eteé appliqué sur le virus de 1’Hépatite C pour son étude en cryo-microscopie (Bounnafous et
al., 2010). Ces billes ont la particularité d’établir des liaisons covalentes au niveau de leur
surface recouverte d’anticorps par exemple et le virus correspondant & partir d’un lysat ou
d’une suspension cellulaire. Un certain nombre de mises au point a été nécessaire pour
évaluer toutes les situations possibles en faisant varier aussi bien les concentrations des
anticorps pour le marquage des billes que le volume de billes optimal pour le greffage viral.
Les conditions idéales choisies (50 pg et 60 ul) ont été testées sur des suspensions virales

contenant le virus FVR et le virus KS1 a différents titres (suspension virale FVR-Smithburn a
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10° et 10° TCID50 et mélange de FVR- Smithburn et KS-1 avec une combinaison 10¥10° et
10°10°).

La premiére étape de cette démarche est de réaliser le greffage des billes avec un anticorps
contre les antigenes du virus FVR qui permettra la récolte et purification des capripoxvirus
simple et double recombinants portant la valence FVR. La seconde étape est de greffer un
autre lot de billes par des anticorps anti-PPR qui aboutira a la sélection du double recombinant
pKSCATPSGT-NSMGNGCFVR-HPPR. Les résultats obtenus au cours de la phase
d’optimisation étaient encourageants. Ainsi, a partir d’un volume de billes de 60 pul marquées
avec 50 pg d’anticorps monoclonaux anti-FVR, la totalité des particules virales de la souche
FVR Smithburn et la totalité des particules virales issues du mélange KS1/Smithburn ont été
fixées et récoltées par les billes. Faute de temps, ces investigations n’ont pas pu progresser et
la premicre étape de tri sélectif des recombinants portant les valences FVR n’a pu étre
achevée. Face a cette situation, 1’évaluation de I’effet protecteur et 1’étude de la réponse
immunitaire n’a été conduite que sur le simple recombinant FVR, le pKSCATPSGPT-

NSmMGyFVR.

Validation du systéme vaccinal capripoxvirus FVR

Les recombinaisons homologues ont permis d’aboutir a 1’élaboration de treize clones
capripoxvirus simple recombinant portant la valence NSmGyFVR notés RecNSmGyFVR. Par
mesure de précaution, quatre de ces treize capripoxvirus simple recombinants ont été purifiés
par dilutions limites sous pression sélective Ecogpt. Deux de ces 4 virus ont été produits a
large échelle sur la lignée cellulaire OA3.Ts. Un seul de ces recombinants, le recombinant
K557, a été concentré a I’aide de colonnes Centricon Plus 70 (Millipore) et a fait I’objet des
études de protection et d’immunogénicité. L’évaluation de I’effet protecteur conférée par le
capripoxvirus a été réalisée chez la souris avec une épreuve infectieuse FVR et la réponse
immunitaire induite par ce candidat vaccinal a été évaluée chez la chévre sans épreuve

infectieuse FVR.
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La reproduction expérimentale de la maladie due au virus FVR est complexe, la souche

d’épreuve, la charge virale ainsi que la voie d’inoculation étant autant de facteurs de
variation.. Un certain nombre de souches (ZH 501, ZH 548, M35/74, AR 3068) a été utilisé

dans des épreuves infectieuses et différents modeéles animaux ont été testés :
- le modéle murin outbred NIH Swiss (Heise et al., 2009),

- les souris transgéniques Balb/c, H2d haplotype, [11,3 galactosyltransférase-KO (Mandell et
al., 2010),

- les rats Wistar-Furth (Mandell et al., 2010),
- des souris Balb/c (Lagerqvist et al., 2009, Koertekaas et al., 2010, Wallace et al., 2006),

- des souris C57BL/6 (ScanBur BK) (Naslund et al., 2009).

Les exemples sont nombreux, a la mesure de cette complexité a reproduire les signes
cliniques observés lors d’une infection naturelle dans des expérimentations animales. L’age
des animaux est également un point crucial dans ces essais expérimentaux, plus les animaux

sont jeunes, meilleure est la sensibilité a 1’infection.

Le modéle murin : la souris Mus m. musculus

Afin d’évaluer I’effet protecteur de la construction vaccinale capripoxvirus simple
recombinant NS,,Gy pour la FVR, deux essais expérimentaux ont été conduits chez la souris.
La lignée murine Mus m. musculus MBT/Pas utilisée pour nos essais a la particularité d’étre
résistante a I’infection par le virus West Nile et le virus Influenza de type A alors qu’elle
s’avere étre une lignée tres sensible a I'infection FVR, exprimant des signes cliniques avec
une virémie forte et précoce aboutissant a une mort rapide en 3 a 5 jours. Cette observation est
vraisemblablement relative a 1’impossibilité de cette lignée murine a induire une réponse

immunitaire innée compléte (Do Valle et al., 2010).

En adoptant ce type de modéle animal avec une reproduction compléte des signes cliniques de
la FVR, I’épreuve infectieuse a permis de conclure de fagon pertinente sur le role protecteur

de notre candidat-vaccin. Deux expérimentations ont été realisées. La premiéere
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expérimentation a laissé penser a un début de protection chez 1’hdte, marquée par un décalage
dans le temps de la survenue de la mortalité. La seconde expérience conduite sur le méme
type de souris nous a permis de confirmer 1’existence d’une protection totale des animaux
administrés avec le candidat-vaccin Rec NSm NS,Gn-FVR et soumis a une épreuve
infectieuse avec la souche ZH548 du virus FVR. La protection était évaluée par les
parametres de survie/retard de mortalité/mortalité. Ainsi sur les 4 souris vaccinées par le
recombinant capripoxvirus FVR et éprouvées par la souche virulente ZH548, trois d’entre
elles ont survécu. En comparant ces résultats a ceux du lot de souris « contréle » ayant recu du
vaccin capripoxvirus—HPPR, 3 des 4 souris sont mortes. Comme attendu toutes les souris du
lot témoin positif, vaccinées par le clone 13 ont survécu. Ces résultats sont en corrélation avec
ceux obtenus par D. Wallace (Wallace et al., 2005) malgré la différence du type de souris
testée (souche MBT plus sensible au virus de la FVR que la souche Balb/c). Alors que la
souche recombinante utilisée dans les travaux de Wallace est la souche Neethling de la
dermatose nodulaire exprimant les génes NSmNS,GnGe, la souche utilisée dans le cas de
notre construction est la souche KS1 qui n’exprime pas le géne Ge. Les mémes résultats ont
également été obtenus sans la valence Gc dans le modele murin et caprin (Soi et al., 2010).
Ainsi, le fait de n’exprimer que la Gy dans la construction vaccinale induit une protection
totale des animaux éprouvés : suite a une épreuve infectieuse de FVR, des souris immunisées
par deux injections d’un baculovirus exprimant seulement la protéine Gy ont été protégées

contre une épreuve infectieuse (Schmaljohn et al., 1989).

Plusieurs conditions différaient entre la premiére et la seconde de nos expérimentations sur la
souris. La charge virale était passée de 10*° DICTsoa10>° DICTsy, les voies d’inoculation (de
i.m., s.c.aim., s..c. eti.p.). Les conditions utilisées dans la seconde expérimentation sont en
faveur d’une protection compléte. Bien que le modele animal choisi reste un systéme non
réplicatif pour les capripoxvirus. Des anticorps neutralisants dirigés contre le virus FVR ont
été mis en évidence suite aux 2 immunisations par voie i.p., s.c., i.m. et la présence de ces
anticorps a ¢té confirmée chez les animaux éprouvés par un effet rappel. Les titres d’anticorps
neutralisants obtenus apres vaccination variaient de 5 a 30 pour 6 des 8 souris du groupe
Cpox-FVR. Les souris composant le groupe témoin ayant recu le Cpox-HPPR, n’ont présenté
aucune séroconversion pour le virus FVR.. Les titres viraux obtenus pour ce groupe sont
significativement supérieurs a ceux obtenus pour le groupe témoin a J28 (test Kruskal-Wallis,
p<0,05), c'est-a-dire une semaine apres la seconde immunisation. Une séroconversion a été

largement détectée chez toutes les souris composant le groupe Témoin Contrdle positif (Clone
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13). La détection des anticorps anti-capripoxvirus par la technique IF n’a pas a ce jour permis
d’identifier de réelle séroconversion, il faut toutefois rappeler ici que les souris ne sont pas
considérés comme des hotes réplicatifs pour les capripoxvirus de manicre générale. L analyse
de la réponse cellulaire a été conduite par le biais de la mesure de la lymphoprolifération
apres restimulation in vitro des splénocytes avec des préparations antigeniques spécifiques du
virus FVR, souche Smithburn. Dans le cas de la premiere expérimentation, une différence
significative (test Mann et Whitney, p<0,05) a été observée au point J+33 (c'est-a-dire 2 jours
apres 1’épreuve infectieuse) entre le groupe Test Cpox-FVR et le groupe Témoin Cpox-HPPR,
mais également entre le groupe Témoin positif Clone 13 et le groupe Témoin Cpox-HPPR
aussi bien pour les sous-populations lymphocytaires de type CD4 que CD8. Les résultats de la
réponse cellulaire obtenus lors de la seconde expérimentation sont inexploitables suite a
I’apoptose cellulaire observée lors de la restimulation antigénique des cellules spléniques.
Pour compléter I’analyse de la réponse cellulaire, le dosage des cytokines en tant que
protéines sécrétées a été réalisé a partir de surnageants de culture de splénocytes isolés a partir
des rates des souris immunisées. Ces splénocytes ont été restimulés in vitro par des
préparations antigéniques spécifiques de KS1 et de FVR. La technologie CBA a été utilisée a
cet effet et a permis de doser les cytokines IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y et TNFa & partir de 50 pl
de surnageant. Pour la premiére expérimentation, aucune différence significative n’a été
obtenue entre les 3 groupes de souris quelles que soient les cytokines dosées. En revanche,
lors de la seconde expérimentation, les niveaux d’expression des cytokines IL-2, IL-4 et IFN-
v ont été significativement supérieurs dans le groupe de souris ayant recu le témoin positif
vaccin Clone 13 (virus atténué ayant perdu la majeure partie du géne NSs) comparativement
aux 2 autres groupes Cpox-HPPR et Cpox-FVR. Ces premiers résultats seraient a confirmer
par d’autres essais. Il semble d’aprés nos 2 essais murins que notre candidat vaccinal
n’induise pas de bouleversement notable dans la réponse cellulaire vis-a-vis du géne d’intérét
exprimé. Le second modéle expérimental, le modéle caprin que nous avons utilisé est connu

pour étre un systeme réplicatif pour les capripoxvirus.

Le modeéle caprin :

Dans le but d’évaluer I’immunogénicité induite par le simple recombinant capripoxvirus —
NSmMNS;,,Gn-FVR (dont le role protecteur a été validé chez la souris), une expérimentation

chez les chévres, hotes réplicatifs pour les capripoxvirus a été réalisée. L’analyse de la
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réponse humorale et cellulaire a été étudiée. Pour 4 des 5 animaux constituant le groupe
Cpox-FVR, des anticorps neutralisants anti-FVR ont été détectés dés J28 ce qui correspond a
une semaine apres la seconde immunisation (J21). Les titres viraux obtenus pour le groupe
Cpox-FVR sont significativement supérieurs a ceux obtenus pour le groupe témoin Cpox-
HPPR a tous les points de J28 a J70 (test Kruskal-Wallis, p<0,05). Aucune séroconversion n’a
été detectée pour les chévres du groupe Témoin. De méme, nous avons réalisé la détection
d’anticorps dirigés contre la PPR dans les deux groupes. Les résultats obtenus étaient
cohérents Les titres en anticorps neutralisants obtenus pour la PPR étaiednt du méme ordre
que ceux obtenus pour la FVR. L’effet protecteur du recombinant capripoxvirus H-PPR a déja
été validé a plusieurs reprises. Une séroconversion anti-capripoxvirus a été de méme réveélée
chez toutes les chévres, aussi bien celles qui ont recu le Cpox-PPR que celles qui ont regu le
Cpox-FVR.

L'analyse de la réponse cellulaire engendrée dans le cas du modele caprin comporte elle aussi
plusieurs interrogations. Une tendance nette de prolifération spécifique du virus FVR se
dégage entre le groupe Cpox HPPR et le groupe Cpox-NSmGy FVR, cette différence n’est
pourtant pas significative par le test de Mann-Whitney (p<0,05). 1l est a noter que lors de ces
expériences de restimulation in vitro, bien souvent une autoprolifération cellulaire est
observée et I’hétérogénéité des réponses est augmentée puisque nous utilisons des chévres
«outbred ». Les tests statistiques ne nous permettent alors que rarement d’obtenir une
significativité. De méme, les résultats de prolifération spécifique du capripoxvirus ne
montrent aucune différence significative entre les deux groupes, ce qui est attendu. Aucune
différence a chacun des points de cinétique testés (hebdomadaire de JO a J49) n’a été obtenue.
Lors de I’analyse de la lymphoprolifération spécifique du virus KS1, une tendance semble
apparaitre a J35 et J41 en faveur du groupe test Cpox- FVR, ce qui n’est pas attendu. En effet,
le nombre de doses administrées est identique dans les 2 groupes de chevres Il a été démontré
in vitro que le vecteur capripoxvirus engendre un effet immunosuppresseur sur la prolifération
des cellules du sang périphérique, ceci peut éventuellement expliquer la nature des résultats
de restimulation in vitro par des préparations antigéniques de la souche KS1 non inactivée
(Perrinet al., 2007).
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Propositions d’amélioration du systéme vaccinal capripoxvirus-FVR

Le rble protecteur de notre candidat vaccinal capripoxvirus a été mis en evidence suite a une
épreuve infectieuse dans un systéme non réplicatif, la souris. Les premiers résultats obtenus
¢taient encourageants mais n’avaient pas permis d’obtenir une protection compléte. Un retard
de mortalité avait été clairement observé, ce qui était important dans le cas du modéle
MBT/Pas. Des améliorations étaient donc nécessaires. L’augmentation de la dose vaccinale de
10*9 DICTs a 10°° DICTsp associée a un changement de la voie d’administration qui était
s.c.(JO), s.c., im (J21) et qui devint s.c., i.m, i.p. & JO et J21, ont permis d’obtenir un effet
protecteur lors du second essai réalisé chez la souris. Ainsi pour améliorer notre systeme
vaccinal, nous pouvons d’une part, travailler sur les constructions plasmidiques en modifiant
notamment les promoteurs pour augmenter le niveau d’expression et d’autre part, de stimuler
davantage ou différemment la présentation antigénique et de facon plus globale la réponse

immunitaire.

Amélioration des constructions plasmidiques :

Il est possible d’augmenter le niveau d’expression des différentes protéines en modifiant les
promoteurs. En effet, nous avons montré que le promoteur pIL1 dérivé de la vaccine (Liu et
al., 2004) avait une capacité d’expression de 6 a 7 fois supérieure a celle des autres
promoteurs utilisés classiquement (promoteur p7.5 ou promoteur synthétique pS). Il serait
intéressant de valider nos constructions plasmidiques sous ce promoteur fort et de comparer le

niveau d’expression protéique, notamment via I’ARNm, avec les constructions sous pS.

A terme, dans les virus recombinants, il est recommandé que les marqueurs de sélection
(GPT, GNT) soient ¢liminés pour des raisons d’éthique et de contraintes réglementaires liées

a l'utilisation d’Organismes Génétiquement Modifiés.
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Amélioration de la réponse immunitaire

Utilisation d’adjuvants

La plupart des protéines sont peu ou non immunogenes lorsqu’elles sont administrées de
facon native. Le vecteur capripoxvirus peut en théorie palier a ce probléme car il est capable
de stimuler efficacement les réponses immunitaires de type cellulaire (Aspden et al., 2003 ;
Wallace & Viljoen, 2005).11 serait intéressant d’essayer d’accroitre la réponse immunitaire par
I’insertion de geénes codants pour des cytokines de type facteur stimulant les populations de
granulocytes et de macrophages, GM-CSF (Granulocytes-Macrophages Colony-Stimulating
Factor) ou le facteur de croissance hématopoiétique, FIt3L, qui semblent capables d’aider au
recrutement local des cellules dendritiques présentatrices d’antigénes et a la réponse cellulaire
en augmentant la réponse immunitaire de type CD4+ (Mwangi et al., 2002). Des travaux
récents de Bardhwai, 2010 ont mis en évidence la conception d’un alphavirus, vecteur
vaccinal exprimant la Gy et une molécule du complément la C3d. L’utilisation de ce vecteur
au cours d’une épreuve infectieuse chez la souris a donné une importante séroconversion
nettement supérieure a celle engendrée par la souche atténuée vaccinale MP-12 (Bardhwai et
al., 2010). Ainsi, pour proposer un calendrier vaccinal avec une seule injection, il serait
intéressant d’inclure dans nos constructions plasmidiques, en plus des genes d’intéréts, de tels

génes immunostimulants.

Voie d’immunisation

La voie par laquelle I’antigéne est introduit dans I’organisme affecte a la fois I’amplitude et le
type de réponse. Il faut adapter cette voie au tropisme viral d’une part, a I’animal manipulé et
au type de réponse immunitaire souhaité. Habituellement 1’antigéne est injecté par voie Sous-
cutanée (SC). D’autres possibilités telles que la voie intradermique (ID) ou intramusculaire
(IM) sont envisageables. On peut également recourir a ’administration par voie mucosale,

c'est-a dire ingestion par voie orale ou inhalation par voie intranasale.

Amélioration de la présentation antigénique

La présentation antigenique par les vaccins simple recambinants peut-étre optimisée pour

obtenir une réponse immunitaire maximale. Des ¢tudes récentes ont 'montré qu’un vaccin




recombinant canarypoxvirus co-exprimant les deux protéines de la capside externe VP2 et
VP5 du virus de la bluetongue, induisait une excellente protection des moutons aprés une
épreuve homologue (Boone et al., 2007). De méme que I’incorporation directe d’un antigéne
au sein méme du virion par fusion avec une protéine d’enveloppe est différent de ce qui a pu
étre observé avec l’inclusion dans le virion de protéines de I’hdte lors du cycle de
morphogenese virale (Vanderplasschen et al., 1998 ; Gomez & Esteban, 2001; Krauss et al.,
2002). Jusqu’ici, seules des expériences de fusion d’antigéne étranger avec la protéine BSR
(protéine d’EEV) du virus de la vaccine ont été menées (Kwak et al., 2004). Ainsi, des virus
recombinés dans lesquels le domaine cytoplasmique de la protéine B5R a été remplacé par la
protéine Gag du virus HIV-1 ont été construits. Des essais ont été réalisés en utilisant ce virus
recombinant pour protéger des souris contre une souche de Listeria exprimant cette méme
protéine Gag. Une protection partielle a pu étre observée. De tels résultats montrent qu’un
poxvirus exprimant un antigene étranger incorporé dans les virions EEV pourrait constituer
une meilleure stratégie vaccinale que la recombinaison homologue classique. Cette stratégie
permettrait d’améliorer la réponse immunitaire induite par I’antigéne étranger comparé au

virus de la vaccine recombiné standard.
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CONCLUSION et PERSPECTIVES

Ce travail de these a permis de générer treize capripoxvirus recombinants contre la
FVR dont 2 ont été purifiés et ont fait ’objet a la fois des évaluations d’immunogénicité et
d’effet protecteur. Chez la cheévre, considérée comme modele réplicatif pour les
capripoxvirus, la détection d’anticorps neutralisants anti-FVR a des titres comparables que
ceux induits contre la PPR par le recombinant capripoxivrus-HPPR laisse a penser que nos
constructions seraient « protectrices » chez la chévre. L’analyse de la réponse cellulaire a
également pu montrer une tendance a la lymphoprolifération spécifique du virus FVR entre
J35 et J41. Les expérimentations animales menées chez la souris avec une épreuve infectieuse

en laboratoire de confinement 3 ont permis de montrer 1’effet protecteur de nos constructions.

Ce travail de thése a permis également de génerer quatre capripoxvirus double recombinants
contre la PPR et la FVR. La purification de ces doubles recombinants n’est pas simple, la
technologie des billes magnétiques pourrait étre une solution. Une autre solution serait la
modification de notre technique de sélection des plages de lyse, en passant d’un systéme de
PCR a un systéme d’hybridation avec sonde froide spécifique d’un fragment a cheval sur le
virus sauvage et le plasmide par Southern blot. La purification du double recombinant devrait
trouver une solution rapidement. Il pourrait alors étre envisagé d’autres essais expérimentaux
chez la chevre avec des épreuves infectieuses de chacune des valences, capripoxvirus, PPR et

FVR afin de conclure sur I’effet protecteur pour les 3 valences.
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Noms

Genes

Séquences (5’-3')

Chemo 02Bis Chemokine RIL8 TTTTTTTATTTTTTATCCAATGCTAATACT

Chemo 09 Chemokine RIL8 TTAAGTAAAGCATAACTCCAACAAAA

CHEMO 2231F Chemokine RIL8 GCTATGTTTTACTTTGTTGG

HP56 H-PPR CCTATAGAGTTGTCCAGC

HP46 H-PPR CGCACAAAGGGAAAGGATCA

HP47 H-PPR CTGATGCCGACTTCATCACC

TK9 TK TCCTATAAATATACTAAATAAACAAATAAC

TK10 TK CAAACAGATTTATATTTTTCCTTACCC

SpelNSmG2F NSmG2G1-177 GGACTAGTACCATGCCGGAGGA

SpelNSmG2G1F NSmG2G1 GGGGGACTAGTATGTATGTTTTATTAAC

G1RiftR NSmG2G1 CCCTCTTAGTCTGACCAGAGTCC

NotIG2R NSmG2G1 AAGGAAAAAAGCGGCCGCTCAATGCTGATGCATATGAGACAA

SpelG1F NSmG2G1 GGACTAGTATGGTTCAGAACTGATTCAGGCAA

SpelG1R NSmG2G1 GGGAGACTAGTCTATGAGGCCTTCTTA

NotIG1R NSmG2G1 TATCAAATCGCCGGCGCTATGAGGCCTTCTTAGTGG

PIL1G2RIiftF NSmG2G1 TATTTAAAAGTTGTTTGGTGAACTTAAATGATGTATGTTTTATTAACAATTCTAATCTCGGT
PILINSmRIiftFfinal NSmG2G1 TATTTAAAAGTTGTTTGGTGAACTTAAATGATGTATGTTTTATTAACAATTCTAATCTCGGT
PII1RiftG2Ffinal NSmG2G1 TATTTAAAAGTTGTTTGGTGAACTTAAATGATGGAAGACCCCCATCTCAGAA
G2/G1RIFT-F NSmG2G1 ACCAGGGAAGGGGCACAACTA

G2/G1RIFT-R NSmG2G1 CCCTCTTAGTCTGACCAGAGTCC

pKSXholMDF pKSCATPSGPT GAGTGTCCCAGCCAGCCTCGAGACATGGTCGAGC

pKSXholMDR pKSCATPSGPT GCTCGACGATGTCTCGAGGCTGGCTGGGACACTC

G418F G418 CTCGAGCTCGAGATGGGATCGGCCATTGAACA

G418R G418 CCCGGGCCCGGGTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG

Annexe 1 : Liste des amorces utilisées
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This study, carried out between September 2006 and January 2007, is the first cross-sectional serological
investigation of peste-des-petits-ruminants (PPR) and Rift Valley fever (RVF) in Tunisia. The objective was

to assess the potential need to develop a dual, recombinant PPR-RVF vaccine and how such a vaccine
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might be utilised in Tunisia. An overall PPR seroprevalence of 7.45% was determined, a finding supported
by the high specificity (99.4%) and sensitivity (94.5%) of the ELISA used. On assessment of the diversity
and density of mosquitoes in the sampling area, four species of RVF-vectors of the genus Aedes and Culex
were identified. However, no serological evidence of RVF was found despite the use of a highly sensitive
ELISA (99-100%). Larger scale investigations are underway to confirm these findings and the continuation

of the emergency vaccination program against these two diseases remains valid.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The ongoing, un-regulated movement of livestock between
Algeria and Libya poses a risk to the health of animals in interven-
ing Tunisia, in particular to diseases such as peste-des-petits-rumi-
nants (PPR) and Rift Valley fever (RVF). In consequence, the
development and use of a dual, recombinant capripox vector vac-
cine against these diseases has been proposed (Faye et al.,, 2007).
To determine the current prevalence of these diseases in Tunisia
a cross-sectional serological study was conducted in six regions
considered high-risk areas for PPR and RVF because of their ecol-
ogy and livestock density. A total of 610 serum samples were ran-
domly collected from animals near water sources between
September 2006 and January 2007 (Table 1). Serological analysis
was carried out at the Pasteur Institutes at Tunis and Paris and at
CIRAD Montpellier, France.

To assess the seroprevalence of PPR, blood samples from 263
sheep and 119 goats were analysed by competitive ELISA as previ-
ously described (Libeau et al., 1995). In addition, 28 lung samples
harvested from slaughtered animals (25 sheep; 3 goats) from dif-
ferent regions were tested using a PPR virus-specific RT-PCR (Cou-
acy-Hymann et al., 2002). All sera were also analysed using a RVF
competitive ELISA as previously described (Paweska et al., 2005). In
order to assess the extent and prevalence of potential mosquito
vectors, larvae from potential breeding sites in each region (the

* Corresponding author. Tel.: +33 467 593911; fax: +33 467 593798.
E-mail address: catherine.cetre-sossah@cirad.fr (C. Cétre-Sossah).

1090-0233/8 - see front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
dei:10.1016/j.tvj1.2010.01.007

main wetland areas), were collected and identified. Statistical anal-
ysis was carried out using Winepiscope software (De Blas et al.,
2000).

The overall apparent seroprevalence of PPR was 7.6% (95%, con-
fidence interval, CI, 4.9-10.1), a finding supported by the high
specificity (99.4%) and sensitivity (94.5%) of the ELISA (Libeau
et al., 1995). The Kairouan (95%, ClI 8.7-22.3) and Kebili (95%, CI
3.1-20.9) regions had the highest seroprevalence, a finding that
was not unexpected given the abundant animal movement within
these areas (Table 2). The difference in seroprevalence between
goats (11.8%) and sheep (5.7%) was statistically significant
(x%=4.3, 1df, P = 0.04), which was consistent with the pathogene-
sis of PPR in these species. The lung samples were all negative on
RT-PCR (Couacy-Hymann et al,, 2002). Although this is the first
serological evidence of PPR in Tunisia, no clinical signs were
reported in the sampled animals. The similarity in clinical
presentation between PPR with other diseases such as bluetongue
and sheep-pox, endemic in Tunisia, may account for this finding
(Ozmen et al,, 2009).

In our serological assessment of RVF, given an assumed preva-
lence of at least 1% (CI 99.5%), a sample size of 527 was required
to detect at least one positive animal. This number was considered
as an indicator given our sampling was not random but focused on
high-risk areas. All of the 610 samples tested were found negative
(De Blas et al., 2000). Since the ELISA we used to screen for RVF is
highly sensitive (99-100%) (Paweska et al., 2005) we concluded
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Table 1

The geographical distribution of serum and mosquito samples. The numbers in brackets refer to the total number of animals species in the sampled regions. Ae, Aedes; An,

Anopheles; Cx, Culex.

Sheep Goats Cattle Camels Total Mosquito spp. %
Bizerte 44 (6000) 0 (1500) 49 (6050) 0(0) 93 (13,550) Ae. caspius 29
Ae. detritus 29
Cx. pipiens 38
An. labranchige 4
Kairouan 76 (102,300) 33 (9000) 82 (7000) 0(0) 191 (118.,300) Ae. caspius 335
Ae. detritus 11
Cx. pipiens 33:5;
Cx. theileri 11
Cx. perexiguus 5:5
Cx .laticinctus 5:5
Keébili 1 (14,500) 27 (13,800) 0(110) 28 (1930) 76 (30,340) Cx. pipiens 335
Cx. theileri 33:5;
An. sergenti 33
Médenine 0 (130,000) 1 (50,000) 0(230) 7 (1700) 8 (181,930) Cx. pipiens 50
Cx. theileri 50
Nabeul 7 (39,980) 49 (7430) 9 (17,480) 0(0) 175 (64,890) Ae. caspius 26
Ae. detritus 36
Cx. pipiens 26
Cx. theileri 9
Sousse 5 (103,500) 9 (7300) 3 (1600) 0(0) 67 (112,400) Ae. caspius 415
Ae. detritus 115
Cx. pipiens 415
Cx. theileri 55
Total 263 (396,280) 119 (89,030) 193 (32,470) 35 (3630) 610 (521,410)
Table 2

Seroprevalence of peste-des-petits-ruminants in sheep and goats in six regions of Tunisia. SP, seroprevalence.

Total sheep/positive sheep (% SP)

Total goats/positive goats (% SP)

Total animals/positive animals (% SP)

Bizerte 44/3 ojo 443
(6.8%) (0%) (6.8%)
Kairouan 76/8 33/9 108/17
(10.5%) (27.3%) (15.6%)
Kébili 212 27{4 4816
(9.5%) (14.8%) (12.5%)
Médenine 0j0 1/1 1/1
) ) *
Nabeul 67/1 48/0 116/1
(1.5%) (0%) (0.9%)
Sousse 55/1 gjo 64/1
(1.8%) (0%) (1.6%)
Total 263 119 382/29
(15%) (14%) (7.6%)
Percentage 5.7% 11.8% 7.6%

* Seroprevalence not representative.

that there was no serological evidence of infection in these regions
despite the presence of several potential mosquito vectors (Table
1; Fig. 1) (Moutailler et al., 2008).

Culex theileri was present in all regions except Bizerte. Two spe-
cies of Anopheles (An. sergenti and An. labranchiae) were found at
very low density in Kebili and Bizerte, respectively. Few larvae of
Culex perexiguus or laticinctus were identified in Kairouan. Species
of the Aedes (Ae. caspius and Ae. detritus) and Culex (Cx. pipiens
and Cx. theileri) genus frequently found are considered important
in the transmission and persistence of RVF (Gad et al., 1987). RVF
virus has been isolated from both Cx. pipiens and Cx. theileri during
outbreaks in Egypt and South Africa (Gear et al,, 1955; Hoogstraal
et al.,, 1979). However, although these vectors are present in Tuni-
sia, our serological data did not indicate animal infection.

The abundant trading in ruminants between Tunisia and neigh-
bouring Algeria, Libya, Mauritania and Mali, emphasise the poten-
tial high risk of RVF transmission. A larger national survey will be
required to validate the findings of this pilot serological study and

sentinels herds should be established to monitor the possible
introduction of RVF in Tunisia. The justification for the continua-
tion of the emergency vaccination program against these two dis-
eases remains valid.
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Fig. 1. Map illustrating the six regions of Tunisia sampled (grey shading). Pie charts represent the distribution of mosquite species identified. Ae, Aedes; An, Anopheles; Cx,

Culex.
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Titre : Contribution au développement d’un modeéle vaccinal recombinant pour le contrdle de trois
infections virales majeures des ruminants, la variole, la Peste des Petits Ruminants (PPR) et la Fiévre
de la Vallée du Rift (FVR) adaptés a la situation épidémiologique des pays du Maghreb.

Résumé

L’objectif de cette thése est le développement d’un vaccin recombinant capripoxvirus protégeant
contre la variole des ruminants, la Fiévre de la Vallée du Rift (FVR) et la Peste des Petits Ruminants
(PPR) comme modeéle vaccinal destiné aux pays atteints par ces infections. Une premiere partie de ce
travail a consisté en une enguéte sérologique en Tunisie pour évaluer les prévalences PPR et FVR.
L’enquéte menée a montré une séroprévalence PPR de 7,6% et ’absence de FVR. Le risque lié¢ a une
infection par le virus de la fievre de la vallée du Rift n’est pas nul en raison de 1’identification des
vecteurs compétents Culex theileri et Culex pipiens dans les zones échantillonnées. L’élaboration du
vaccin capripoxvirus FVR-PPR porte sur 1I’expression des génes NSmGy-FVR et H-PPR ou chacune
des valences est insérée dans le site de la thymidine kinase et le site d’un analogue du récepteur a
I’interleukine 8 respectivement. Le vecteur choisi pour la souche vaccinale Kenya Sheeppox-1. Bien
que nos travaux aient conduit a 1’obtention du capripoxvirus double recombinant, ce dernier n’a pu
étre purifié. L’alternative a donc été d’évaluer I’effet protecteur et I’immunogénicité induits par le
simple recombinant capripoxvirus- NSmGy-FVR, qui est un produit de I’étape intermédiaire dans
I’élaboration du double recombinant FVR-PPR. L’effet protecteur de notre construction a été validé
par deux expérimentations chez des souris Mus m. musculus MBT/Pas, avec épreuve infectieuse. Le
nombre de doses administrées, les voies d’administration ont été déterminants dans cette protection
justifiée par 1’obtention d’anticorps neutralisants anti-FVR. L’étude de I’immunogénicité a été réalisée
sur un modeéle caprin sans épreuve infectieuse, une séroconversion FVR a été observée. La
lymphoprolifération et le typage des sous populations lymphocytaires ont été analyseés.

Title : Development of a capripoxvirus based recombinant vaccine for the control of three major viral
infections of ruminants, small pox, Peste des Petits Ruminants (PPR) and Rift Valley Fever (RVF),
related to the epidemiological situation of the Maghreb North-African countries.

The aim of this thesis was to develop a capripoxvirus based recombinant vaccine against ruminant
pox, Rift Valley fever (RVF) and peste des petits ruminants (PPR) considered as a vaccine model for
countries affected by these infections. The first part of the work consisted in a serological survey
conducted in Tunisia to detect the PPR and RVF presence. A PPR seroprevalence of 7.6% has been
found and no antibodies against RVF were detected. However, the risk of infection with rift valley
fever virus persists since competent vectors such as Culex pipiens and Culex theileri has been
identified in the sampled areas. The development of the RVF-PPR vaccine candidate is based on the
NSmGy-FVR and H-PPR gene expression - where each of the genes is inserted into the thymidine
kinase and the Interleukin 8 receptor analogue genes, respectively. The vector chosen is the vaccine
strain Sheeppox Kenya-1. Although the double recombinant RVF-PPR has been produced, it could not
be purified. The alternative was to evaluate the protection and the immunogenicity of the single
recombinant capripoxvirus NSmGy-FVR, which is a product of an intermediate step of the process of
the double recombinant preparation. The protection of our vaccine candidate has been performed by
two mice experiments in Mus m. musculus MBT/Pas, with challenge. The number of doses, the route
of administration played a key role in the protection confirmed by the presence of neutralizing anti-
RVF antibodies. The study of the immunogenicity of the vaccine candidate was conducted in goats
without challenge, RVF seroconversion has been shown. Lymphoproliferation studies and
lymphocytes subpopulations typing have been analysed.
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