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Résumeé

Streptococcus suis, 1'une des principales bactéries pathogenes présentes chez les porcelets sevrés,
est responsable d’importantes pertes économiques dans I'industrie porcine. Aujourd'hui, les vaccins
autogénes composés de bactéries tuées (bactérines) sont principalement utilisés mais les études
ayant mesuré leur effet chez les porcs sont rares et controversées. Cette étude a évalué la réponse
immunitaire induite par ces vaccins sur le terrain en comparant la vaccination des truies (immunité
passive transférée aux porcelets) et des porcelets (immunité active). L’étude utilisait une ferme
ayant des problémes récurrents a S. suis et était divisée en deux parties : I) Les porcelets de truies
non vaccinées ont recu 2 doses d'une bactérine autogene. II) Les truies ont re¢u 2 doses du méme
vaccin durant la gestation. Les réponses en anticorps ont été analysées par ELISA et leur effet
protecteur par un test d'opsonophagocytose (OPA). La vaccination des porcelets n'a pas induit de
réponse immunitaire active méme apres deux doses. Dans la deuxiéme partie, des taux élevés
d'anticorps (principalement d'origine maternelle) avec une importante activit¢é OPA ont été
observés chez les porcelets 4gés d’environ 1 semaine, indépendamment de la vaccination des truies.
Ils diminuaient a 3 semaines d’age, période la plus a risque. Malgré une 1égére augmentation des
anticorps chez les truies vaccinées, le transfert d'immunité maternelle aux porcelets restait
identique. Globalement, un programme de vaccination actif ou passif de porcelet avec la bactérine
autogeéne utilisée ici n'a pas induit de protection durable chez les porcelets post-sevrés. Une

amélioration de la formulation du vaccin est requise.

Mots-clés : Streptococcus suis, vaccin, bactérines autogénes, étude de terrain, réponse

immunitaire, vaccination.



Abstract

Streptococcus suis, one of the most important bacterial pathogen in weaned piglets, is responsible
for serious economic losses in the swine industry. Today, mostly autogenous vaccines composed
of killed bacteria (bacterins) are used but studies that assessed their protective effect on pigs are
missing and their ability to protect is controversial. This comparative field study evaluated the
immunological response induced by these vaccines comparing vaccination of sows (passive
immunity transferred to piglets) or piglets (active immunity). Using a sow herd with recurrent S.
suis problems, the study was divided in two parts: I) Piglets from non-vaccinated sows received 2
doses of an autogenous bacterin. II) Sows received 2 doses of the same vaccine during gestation.
Antibody responses were analyzed by ELISA and their protective effect was evaluated by an
opsonophagocytosis assay (OPA). Piglet vaccination failed to induce an active immune response
even after two vaccine doses. In the 2" part of the study, high levels of antibodies (mainly maternal-
derived) with marked OPA activity were observed in piglets at 1 week old approximately,
independently of sow vaccination. These antibodies decreased at 3 weeks of age, in the post-
weaning high-risk period. In spite of a slight increase of antibodies in vaccinated sows, maternal
immunity transfer to piglets did not increase. Overall, an active or passive piglet vaccination
program with the autogenous bacterin used herein failed to induce lasting protection in post-

weaned piglets. An improvement of vaccine formulation may be required.

Keywords: Streptococcus suis, vaccine, autogenous bacterins, field study, immune response,

vaccination.
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I. Introduction



Streptococcus suis (S. suis) est un agent pathogeéne affectant mondialement 1’industrie
porcine. Il est responsable de pertes économiques considérables (1). Il représente également un
agent zoonotique non négligeable. Chez le porc comme chez I’Homme, il est capable de causer des
méningites et des septicémies. S. suis a d’abord été considéré uniquement comme une menace pour
la santé et la sécurité des employés de 1’industrie porcine. Ce n’est qu’apres les deux épisodes
majeurs d’épidémies humaines en Asie que ce pathogéne a été considéré plus sérieusement comme
une menace pour la santé publique (2). Il est donc important de trouver un moyen de controler ce
pathogéne a tous les niveaux. Le contrdle de S. suis est principalement fondé¢ sur I’antibiothérapie,
et, dans les pays ou cela est encore permis, 1’antibioprophylaxie et/ou metaphylaxie. Toutefois,
plusieurs souches s’averent résistantes ou intermédiaires vis-a-vis des différents antibiotiques. De
plus les nouvelles normes concernant la réduction de ’utilisation prophylactique des antibiotiques
favorisent I’émergence des cas cliniques (3). Malgré la menace que S. suis représente, il n’y a
toujours pas de vaccin commercial disponible au Canada. De nombreuses années ont été investies
dans la recherche d’un vaccin universel mais la difficulté réside dans la diversité génétique et
phénotypique des différents sérotypes de S. suis et de la diversité des souches et de leur virulence
au sein d’un méme sérotype. De plus, le manque de connaissance concernant les facteurs de
virulence de S. suis ainsi que leur implication dans la pathogénése complique le développement de
vaccins efficaces. Plusieurs vaccins ont été développés, tel que les vaccins sous-unitaires, les
vaccins vivants atténués ainsi que les vaccins a base de bactérines, mais la plupart sont encore au
stade expérimental. A ce jour, les vaccins autogénes a base de bactérines sont trés majoritairement

utilisés sur le terrain mais leur efficacité est controversée et reste a étre étudiée.

Les vaccins a base de bactérines autogenes sont préparés a partir de la ou des méme(s) souche(s)
ayant causé des problémes cliniques dans la ferme ou il sera utilisé. Bien que ces vaccins soient
majoritairement utilisés sur le terrain pour controler des infections a S. suis, trés peu d’études se
sont penchées sur leur efficacité (4). Par la complexité génétique et phénotypique de S. suis
(différentes souches, différents sérotypes et ‘Sequence Types’), ces vaccins sont hautement
spécifiques et ne permettent pas une protection universelle contre les différents sérotypes de S. suis,

toutefois 1’étude de leur efficacité, bien qu’homologue, est primordial.

Les porcelets en post-sevrage sont les plus a risque de contracter des infections a S. suis. Leur

vulnérabilité serait probablement provoquée par 1’affaiblissement du systéme immunitaire, les
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conditions stressantes du sevrage et de la séparation de la mere. Ainsi, le but ultime est de protéger

les porcelets. Leur immunisation a partir des vaccins autogénes peut se faire via deux voies :

I’immunisation passive ou active. Ainsi, ces vaccins sont administrés aux truies en gestation ou

aux porcelets, respectivement.

L’objectif général de ce mémoire est de réaliser pour la premiére fois une étude de terrain détaillée

sur la réponse immunitaire induite par un vaccin autogéne contre S. suis.

Les objectifs spécifiques sont :

e Etudier la réponse immunitaire a la suite d’un programme de vaccination a deux doses des

porcelets :

o

Caractériser la magnitude et le profil de la réponse d’anticorps des porcelets
vaccingés.

Caractériser le potentiel protecteur des anticorps de porcelets vaccings.
Caractériser 1’effet protecteur sur le terrain grace au suivi clinique des porcelets

vaccinés.

e Etudier la réponse immunitaire a la suite d’un programme de vaccination a deux doses des

truies et la transmission passive d’anticorps vers les porcelets :

o

Caractériser la magnitude et le profil de la réponse anticorps de truies gestantes
vaccinées.

Caractériser le potentiel protecteur des anticorps de truies gestantes vaccinées
Caractériser la magnitude, le profil et la durée de la réponse anticorps transmis aux
porcelets nés de truies vaccinées.

Caractériser le potentiel protecteur des anticorps transmis aux porcelets nés de truies
vaccinées.

Caractériser I’effet protecteur sur le terrain grace au suivi clinique des porcelets nés

de truies vaccinées.
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Les retombés scientifiques anticipées sont :

Cette ¢tude de terrain, détaillée, permettra d’apporter des réponses sur I’efficacité d’un vaccin a
base de bactérines autogenes utilisé pour contrdler les infections a S. suis. Aussi, elle permettra de
comparer la réponse immunitaire chez les porcelets a la suite de deux différentes stratégies
vaccinales a savoir la vaccination directe des porcelets ou le transfert d’immunité maternelle a la
suite de la vaccination des truies. Cette étude permettra également d’évaluer la transmission et la
durée de I’immunité maternelle. Ces réponses vont étre profitables aux producteurs de 1’industrie
porcine, ces derniers étant victime des pertes économiques provoquées par S. suis. Elles vont

¢galement permettre d’ouvrir des pistes sur I’amélioration de vaccins pour les rendre plus efficaces.
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I1. Revue de littérature



1 Streptococcus suis

1.1 Caractéristiques générales

S. suis est le pathogeéne bactérien le plus important chez les jeunes porcelets, il est a 1'origine
de pertes économiques graves dans l'industrie porcine, au Canada comme dans le reste du monde.
Chez le porc, il est a I’origine de septicémies, arthrites, pneumonie, méningites pouvant parfois
mener a une mort subite. De plus, S. suis est un agent zoonotique en émergence qui touche la santé
et la sécurité des employés de 1'industrie porcine. Chez I’homme, des symptdmes similaires peuvent
étre notés : S. suis est capable de provoquer des méningites et des septicémies pouvant mener a un
choc septique. La réduction dans 1’utilisation des antimicrobiens souligne I'importance et 1'urgence

de trouver des moyens de controle pour lutter contre cette bactérie.

D’un aspect microbiologique, S. suis est une bactérie encapsulée a Gram positif, anaérobie
facultative se retrouvant seule, en paires ou en courtes chaines de formes ovoides ou sphériques
d’un diametre inférieur a 2 um. S. suis est capable de croitre a la fois en conditions aérobie et
anaérobie. Toutefois, un environnement a 37°C avec 5% de CO; sont des conditions favorables a
sa croissance et constituent donc ses conditions d’incubation sur gélose agar au sang de mouton ou
elle forme des petites colonies a-hémolytiques, grises et rondes. En présence de sang de cheval,

certaines souches sont -hémolytiques.

S. suis fait partie de la microflore naturelle de la cavité orale des porcs. De ce fait, il est difficile de
I’identifier de maniere biochimique car il se confond avec d’autres streptocoques également
présents dans cette microflore et qui sont phénotypiquement similaires a S. suis. Plusieurs
techniques moléculaires ont été mises au point pour permettre la détection et 1’identification de S.
suis tel que la PCR ciblant les genes de ménage codant pour la glutamate déshydrogénase. S. suis
est difficile a contrdler ¢également a cause de sa diversité basée sur la classification par sérotypes

et ‘sequence types’.

1.1.1  Sérotypes et ‘sequence types’

La diversité de S. suis s’exprime autant par sa génétique que par son phénotype. Ainsi, il

existe deux principales classifications basées sur ces deux caractéristiques.

18



1.1.1.1 Sérotypes

Apres I’identification de D’espéce, le sérotypage est un élément important pour une
caractérisation complete de S. suis. Il existe 35 sérotypes décrits a ce jour, leur différenciation se
base sur la description antigénique de la capsule polysaccharidique (CPS) (5). Une grande diversité
génétique régne au sein de ces différents sérotypes de S. suis et cette diversité est d’ailleurs d’autant
plus grande puisqu’il existe des variantes (souches) pour chaque sérotype, qui se base sur

I’expression des facteurs et des génes de virulence.

Pour comprendre comment la classification de S. suis est faite, il faut s’intéresser a son histoire.
Au début des années 1950, Jansen et van Dorssen ont identifiés les premiers cas de méningo-
encéphalites causés par des streptocoques a-hémolytiques chez des porcs et des porcelets aux Pays
Bas puis au Royaume-Uni (6). Un peu plus tard, en 1963, De Moor a décrit des streptocoques
similaires chez des porcs septicémiques et les a classés en 4 nouveaux groupes dans la classification
de Lancefield, un systéme basé sur les antigénes de la paroi cellulaire, ces groupes étant nommés
R, S, RS et T (7). Par la suite Windsor et Elliot ont réalisé que les polysaccharides impliqués dans
cette classification provenaient de la CPS et non de la paroi cellulaire et ont redéfini les termes en
classant les streptocoques des groupes S en sérotype 1 et les streptocoques des groupes R en
sérotype 2 (8, 9). Les streptocoques du groupe RS montrant une réaction croisée ont été redéfinis
en sérotype 1/2. Le sérotype T a été, quant a lui, reclassé comme sérotype 15 en 1989. En 1987, S.
suis est officiellement reconnu comme nouvelle espéce de Streptococcus. Par la suite, de nouveaux
sérotypes provenant de porcs sains (sérotypes 17, 18, 19 et 21) ou malades (sérotype 9, 22 et 7) ont
¢été décrits. Certains ont €té retrouvés dans des cas d’infections chez d’autres especes : les sérotypes
20 et 31 ont été isolés de veaux malades, le sérotype 33 d’un agneau et le sérotype 14 d’un cas
humain de méningite. On compte maintenant 35 sérotypes comprenant les sérotypes 1 a 34 et le
sérotype 1/2 (10). Cependant, certains sérotypes sont encore sujet a des doutes concernant leur
classification. En 1998, Chatellier et al. reportent que, selon 1’analyse de ’ARNr 168, six d’entre
eux sont génétiquement ¢loignés de I’espece de S. suis et pourraient faire partie d’ une autre espece
de streptocoques (sé€rotypes 32, 34, 20, 22, 26 et 33) (11). Ils précisent d’ailleurs que les sérotypes
32 et 34, isolés chez des porcs, se rapprocheraient davantage des groupes de streptocoques
pyogéniques incluant Streptococcus agalactiae, Streptococcus parauberis, Streptococcus porcinus
et Streptococcus uberis. Plus tard, ces deux sérotypes ont finalement été classés comme étant

Streptococcus orisratti, un streptocoque o-hémolytique fréquemment isolé des dents de rats (12).
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Récemment, la taxonomie de S. suis a été révisée et il semblerait que les sérotypes 20, 22 et 26
puissent étre considérés comme de nouvelles espéces qui se distinguent de S. suis par leur nouvelle

appellation Streptococcus parasuis sp. nov (13).

Plusieurs méthodes permettent I’identification des sérotypes tel que la PCR, la co-agglutination, la
précipitation capillaire ou encore de réaction capsulaire de Neufeld en utilisant des antisérums de
référence. En Amérique du Nord, le test de co-agglutination reste le plus utilisé (14, 15). Dans
certains cas, des réactions croisées peuvent avoir lieu durant ces tests d’identification, dues a des
déterminants antigéniques communs comme c’est le cas notamment entre les sérotypes 1/2 et 2, 6
et 16, 2 et 22 et 1 et 14. Dans ce cas, I’absorption est recommandée dans le but d’obtenir des
antisérums mono-spécifiques et écarter le risque de réaction croisée lors de test d’identification de
sérotype (sérotypage) (16). La méthode de PCR pour I’identification de sérotype a pour avantage
de ne pas utiliser d’antisérum, de ce fait les animaux ne sont pas utilisés pour la production de
sérums. Cette technique est également avantageuse pour la confirmation d’un sérotype pour une
souche autoagglutinante, qui n’exprime pas la capsule ou qui réagit avec plusieurs sérotypes lors
des tests sérologiques. Toutefois, cette méthode basée sur 1’analyse des genes de CPS peut parfois
s’avérer inefficace pour les sérotypes qui ne possédent pas de génes de CPS uniques comme c’est
le cas pour les sérotypes ayant ces génes en communs : 2 avec 1/2 et 14 avec 1 (17). La PCR n’est
donc pas recommandée pour ces sérotypes d’autant plus que les sérotypes 1, 1/2, 2 et 14 sont
fréquemment isolés de cas cliniques. Certaines souches sont « non-typables » si elles ont subi des
modifications génétiques de délétions ou insertions ayant entrainées la perte de leur CPS, si une
souche ne réagit avec aucun antisérum de référence ou si une souche ne s’apparente a aucune
souche répertoriée. En effet, cette catégorie de souches a déja été isolée de cas d’infection chez

I’Homme au Japon (16).

La majorité des sé€rotypes retrouvés chez des porcs malades regroupe les sérotypes 1 a 9 et le
sérotype 14, ces derniers étant considérés comme les plus virulents (Tableau 1). Dans la plupart
des pays, le sérotype 2 est la cause de la majorité des cas d’infections ce qui fait de lui le sérotype
le plus virulent. Ce sérotype est d’autant plus a risque puisqu’il a été retrouvé dans de nombreux
cas d’infections humaines (16). Cependant, le sérotype 9 a aussi été rapporté comme étant le plus

fréquemment isol¢ de cas cliniques dans plusieurs pays de I’Europe (16).
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Tableau 1 : Distribution des sérotypes retrouvés au Canada dans 582 isolats de cas cliniques de
juin 2015 a décembre 2018 [Données non publiées, Gottschalk M. ef al. avec permission].

Cas Cas Cas Cas
Sérotype | cliniques | Sérotype | cliniques | Sérotype | cliniques | Sérotype | cliniques
(Y0) (Y0) (Vo) (Y0)
1 4.6 10 1 20 0% 30 <1
2 10.8 11 <1 21 <1 % 31 2.7
1/2 11.0 12 0 22 1.4 32 <1
3 6.4 13 0 23 2.1 33 0
4 6.2 14 4,6 24 <1 34 1.5
5 5.8 15 <1 25 <1 2or1/2 1,9
6 0 16 1,7 26 0 1or 14 <1
7 7.2 17 <1 27 <1 Non typable 83
8 3.8 18 <1 28 <1 Pas du S. suis 7.2
9 4.6 19 <1 29 1

Répartition géographique des sérotypes de S. suis affectant le porc

Bien que le sérotype 2 soit considéré comme le plus virulent, tel que mentionné
précédemment, ce n’est pas le seul sérotype responsable des pertes économiques majeures dans
I’industrie porcine. Globalement, les sérotypes prédominants ayant été isolés de cas cliniques sont,
dans I’ordre décroissant, les sérotypes 2, 9, 3, 1/2 et 7 (16). En effet, d’autres sérotypes peuvent
également €tre responsables de problémes cliniques et leur importance varie géographiquement
(Figure 1). Au Canada par exemple, tel qu’il a été présenté dans le Tableau 1, le sérotype 2 est
responsable de cas cliniques a hauteur égale avec le sérotype 1/2. Aux Etats-Unis le sérotype 3 est
particulierement présent tandis qu’en Europe, c’est le sérotype 9 (16). En Asie, ou la majorité des
cas humains ont été reportés, les sérotypes fréquemment isolés sont, dans 1’ordre décroissant, les
sérotypes 2, 3, 4, 7 et 8 (16). Certains pays manquent cependant de données quant a la distribution
des sérotypes dans leur pays comme c’est le cas pour I’Amérique du Sud ou I’ Afrique ce qui peut
biaiser les estimations. Ce manque d’informations complétes compromet les chances d’élaborer
des stratégies de prévention comme les vaccins. Dans le cadre de ce projet de maitrise réalisé sur

une ferme d’Ontario (Canada), les sérotypes isolés de cas cliniques ont été les sérotypes 7 et 9.
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Figure 1. Distribution mondiale des sérotypes de S. suis les plus fréquemment isolés de porcs
malades de janvier 2002 a décembre 2013 (16) [© Lorelei Corsaut].

Répartition géographique des sérotypes de S. suis affectant ’Homme

Comme I’illustre la Figure 2, la plupart des infections de zoonose a S. suis dans le monde
ont été attribuées au sérotype 2 (62% des cas mondiaux), et au sérotype 14 (4% des cas mondiaux),
dans de plus rares cas les sérotypes 4, 16, 24, 5 ou encore le sérotype 1 ont été retrouvés (2, 16).
Enfin, dans certains cas d’infections causées par S. suis, le sérotype associé n’a pas pu étre identifi¢.
I est important de remarquer que la majorité des cas cliniques humains ont été reportés en Asie,
étant pour certains associés aux €¢pidémies de 1998 et 2005, mais dans la majorité des cas, ils sont

retrouvés au Vietnam et en Thailande (16).

2etld
1481 cas

Figure 2. Distribution mondiale des sérotypes de S. suis les plus fréquemment isolés de zoonoses
jusqu’a décembre 2013 (16) [© Lorelei Corsaut].
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1.1.1.2 ‘Sequence type’

Des différences génétiques et phénotypiques peuvent également se dégager au sein méme
d’un sérotype, ce qui pourrait étre aussi lié au potentiel de virulence d’une souche donnée. Ainsi,
il existe une classification basée sur 1’analyse de séquences de type multilocus (MLST :
« multilocus sequence typing ») qui compare les génes de ménages entre souches. Ces genes
contrdlent les fonctions cellulaires et leur similarité génétique entre souches va permettre de les
répertorier en « sequence types » (ST). La MLST a I’avantage d’utiliser une technique identique et
reproductible entre les différents laboratoires pour différencier efficacement les souches mais
également pour pouvoir comparer les souches entre laboratoires étant donné que les séquences sont
publiques et visibles via la banque de données internationales (ssuis.mlst.net). Contrairement au
sérotypage, il n’y a pas de réactions croisées car les génes de ménages sont trés conservés et donc
propres a chaque souche, cela évite les potentielles erreurs d’identification. Les sept génes de
ménage « housekeeping genes » utilisés et analysés pour établir cette classification ont été choisis
pour leur habilité a pouvoir distinguer un grand nombre de génotypes tout en étant trés conservés.
Basés sur cette classification, il est possible de distinguer les STs de différents sérotypes (18). En
octobre 2016, plus de 704 STs ont été identifiés chez S. suis (5). En ce qui concerne le sérotype 2,
pour lequel les STs ont été le plus étudiés parmi ceux de S. suis, il n’existe pas moins de 288 STs
(19). Les STs peuvent étre regroupés en complexes clonaux (4, 19). Les complexes clonaux sont
constitués de ST partageant 6 alleles sur 7 avec au moins un autre ST (20). Les complexes clonaux
sont nommés d’apres le ST qui a le plus grand nombre de variants a un seul locus (20). Parmi ces
complexes, trois dominent : le complexe ST1, le complexe ST25 et le complexe ST28 (Figure 3)
(18, 19). Les souches du complexe ST1 sont considérées comme étant les plus virulentes et
représentent la majorité des isolats de cas de méningites, septicémies et arthrites chez des cas
cliniques porcins et humains (Figure 4) (4, 16, 21). Parmi elles, au moins 165 souches ont été
isolées provenant de six pays différents (18). Plusieurs STs du sérotype 2 ont ét¢ impliqués dans

des cas cliniques humains tels que le ST25, le ST1 et le ST28 (Figure 5) (5, 19, 21).
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Figure 3. Les ST du sérotype 2 de S. suis et ses 3 principaux complexes clonaux (en rouge). Le
complexe ST1 est considéré comme le plus virulent, la majorité des cas cliniques sont causés par

des souches au sein de ce dernier (19) [avec permission].

Figure 4. Distribution mondiale des ST du sérotype 2 de S. suis les plus souvent isolés de cas
cliniques chez le porc de janvier 2002 a décembre 2013 (4) [avec permission].
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Figure 5. Distribution mondiale des ST du sérotype 2 de S. suis isolés de cas d’infection chez
I’Homme jusqu’en 2017 (5) [avec permission].

1.2 Aspects épidémiologiques
1.2.1 Transmission

La transmission chez le porc

S. suis est présent naturellement chez le porc. Ce commensal occupe les voies respiratoires
supérieures et se retrouve fréquemment au niveau des amygdales et des cavités nasales (22). Mais
on peut également le retrouver au niveau des voies digestives étant capable de coloniser le systeme
gastro-intestinal (5, 23, 24). De nombreux sé€rotypes de S. suis peuvent ainsi €tre présents chez le
porc pendant de longues périodes de temps sans causer de maladie. Enfin, S. suis peut également
se retrouver au niveau de ’appareil urogénital impliquant une transmission verticale des truies aux
porcelets (25). De manicre générale, la contamination se fait a tout 4ge mais les porcelets sont
contamings des la naissance, a ce moment précis les porcelets entrent en contact avec la microflore
bactérienne de la mere par contact avec les sécrétions vaginales contaminées, la transmission se
fait alors de manicre verticale (25). Toutefois, a la naissance les porcelets, bien que contamingés

peuvent se défendre contre les souches pathogenes grace a 1’acquisition de I’'immunité maternelle.
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Cette immunité est cependant éphémere et les porcelets s’en retrouvent dépourvus a la période du
sevrage. C’est donc au post-sevrage, entre 3 et 10 semaines d’age, que les porcelets développent le
plus souvent la maladie, bien que certains cas puissent également survenir durant la période de
lactation. La fenétre de sevrage représente la période a laquelle I’immunité maternelle décline, le
systéme immunitaire du porcelet change alors. De plus, cette période représente un stress
considérable causé par plusieurs facteurs comme la séparation des porcelets et de leur mere ou le
transport vers d’autres sites appelés « pouponnieres ». Cette partie est décrite plus en détail dans le
point 3.4 de la revue de littérature. D’autres facteurs de risque peuvent occasionner ces infections
mais ces facteurs favorisent une transmission horizontale par contact avec des porcs malades ou un
environnement contaminé. En effet, la présence d’aérosols contenant du S. suis est une source de
contamination non négligeable (22) et des sérotypes virulents ont d’ailleurs déja été retrouvés dans
ces aérosols (26, 27). La présence de vecteurs peut également causer des infections, par exemple
les mouches de porcheries peuvent en étre la cause (28). La présence d’autres pathogenes, tel que
le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP), peuvent également compliquer
les infections a S. suis. En effet, ces derniers peuvent fragiliser le systtme immunitaire, permettant
a S. suis de causer plus facilement une infection faisant de lui un pathogéne respiratoire

opportuniste (29).

Les premiers signes observés a la suite d’une infection sont I’augmentation de la température
corporelle (hyperthermie) et une rougeur au niveau des muqueuses (30). Lorsque S. suis atteint le
systéme sanguin, il commence sa propagation dans le corps jusqu’aux organes, des signes cliniques
d’infection systémique apparaissent témoignant des affections : septicémie, arthrites, endocardites,

méningites, mort subite (21).

La transmission a ’Homme

S. suis peut étre transmis du porc a ’homme par contact avec des animaux malades ou de la
viande de porc contaminée (31). Le premier cas a été décrit au Danemark en 1968 et depuis plus
de 1600 cas d’infections ont été reportés jusqu’en 2014 (16, 32). Ces cas ont été reportés dans
divers pays : la plupart des pays d’Europe de I’ouest (les Pays-Bas, I’Italie, I’Espagne, le Royaume-
Uni, la Belgique, la Croatie, 1’ Autriche, la Nouvelle Z¢lande, la Suede, I’ Allemagne, 1’Ireland, la

Hongrie, la France, la Gréce), mais aussi dans d’autres pays comme le Canada, les Etats-Unis,
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I’ Australie, I’Inde, le Chili, et I’ Argentine. Le nombre de cas dans les pays d’Occident est toujours
faible ; cependant, la situation est plus sérieuse dans plusieurs pays d’Asie de ’est et du sud-est
(Hong Kong, Singapore, la Taiwan, le Japon, la Chine et la Thailande) (2, 5). La vision de la
menace de S. suis sur la santé publique a pris une toute autre tournure a la suite des épidémies qui
ont eu lieu en Asie en 1998 et 2005. Depuis ces dates, les cas humains d’infections n’ont fait
qu’augmenter dans ces pays. Aujourd’hui, S. suis est la premicre cause de méningite chez les
adultes au Vietnam, la seconde en Thailande et la troisiéme a Hong Kong ce qui en fait un
pathogéne des plus préoccupants (16). Les cas de méningites humaines, plus importants dans les
pays d’Asie, s’expliquent entre autre par une culture dans laquelle il est courant de manger de la
viande crue ou encore par la pratique de 1’abattage de porc a domicile manquant de précautions
d’hygiéne (16). De manicre plus générale les personnes travaillant avec les porcs ou avec de la
viande de porc sont les plus a risque de développer une infection a S. suis. En Amérique du Nord,
comprenant les Etats-Unis et le Canada, jusqu’en 2017 seuls 8 cas sporadiques ont été relevés sans
mortalité associée alors qu’ils forment ensemble le second plus gros producteur de porcs au monde
(33). La différence du nombre de cas, surtout en comparaison avec 1’Europe, pourrait s’expliquer
par la virulence des souches qui varie d’un pays a ’autre, comme décrits précédemment car les
souches de S. suis n’ont pas toutes le méme niveau de virulence et ne sont pas toutes autant
dangereuses pour I’Homme. Il semblerait que les souches présentes en Amérique du Nord soient
moins virulentes que celles présentes en Europe (16). Tel que décrits précédemment, les STs n’ont
pas tous le méme niveau de virulence et varient entre pays. Les cas humains en Europe ont été
causés surtout par des souches ST1 (tout comme en Asie, ou le ST7 est aussi présent) tandis qu’en
Amérique du Nord ils ont été causés par les ST25 principalement (notamment au Canada). Ce
dernier ST n’exprime pas certains marqueurs de virulence présents chez les souches ST1, ce qui

pourrait expliquer leur niveau de virulence plus faible (34, 35).

Les premieres descriptions d’infection de cas humains suggereraient une infection via la voie
épidermique : S. suis serait capable de s’introduire dans 1’organisme par des lésions cutanées ;
cependant, les études montrent que cette source d’infection se retrouve chez seulement 20% des
patients, suggérant d’autres voies d’infection (36). La voie respiratoire peut étre impliquée mais
les cas de pneumonies humaines causés par S. suis restent rares et peu décrits (37). Il est maintenant
décrit que dans les pays d’Asie du sud-est, la principale cause d’infection se fait par voie

gastrointestinale et majoritairement par 1’ingestion de viande de porc crue ou mal cuite (22, 38).
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Les symptomes de I’infection chez I’Homme peuvent se manifester par de la fiévre, des malaises,
des nausées, des vomissements, de la diarrhée suivis de symptomes nerveux, une hémorragie sous-
cutanée et dans de plus séveres cas des septicémies, des méningites, des comas voire des chocs
septiques. Ces symptomes ont été reportés lors des épidémies qui ont eu lieu en Chine en 1998 et
en 2005 (2). Aucune infection d’humain a humain n’a cependant été reportée jusqu’a ce jour (21).
L’état de santé initial de la personne infectée peut également influencer le risque de développement
de la maladie. Parmi les conditions favorisant le risque, on compte le diabéte, I’alcoolisme, le
cancer, les maladies cardiaques, les maladies immunodéficientes, I’immunodépression ou autres

conditions fragilisant 1’état de santé général (39, 40).

1.2.2 Pathogénése

S. suis posseéde un arsenal de facteurs qui pourraient lui permettre d’envahir son héte et d’échapper
au systéme immunitaire. Malgré le fait que de nombreuses études se soient penchés sur ces facteurs,
ils restent encore peu connus et leur implication est encore sujet a un important travail de recherche,
tout comme c’est le cas pour les mécanismes impliqués dans la pathogénése de maniére générale
(21). Les voies respiratoires supérieures sont la principale voie d’entrée du pathogéne chez le porce,
bien qu’il se retrouve ensuite également présent au niveau du tractus intestinal et génital (22). S.
suis est capable de rester longtemps logé dans les amygdales avant d’induire une infection. En se
logeant au niveau des cryptes des amygdales palatines, S. suis échappe ainsi a la premiére barricre
de défense immunitaire constituée des muqueuses. Il parvient ensuite a traverser les cellules
épithéliales pour atteindre la circulation sanguine et se disséminer dans le sang, créant une infection
systémique. La pathogénéese de I’infection a surtout été étudié chez le sérotype 2 étant le sérotype

le plus souvent rencontré lors d’infections (41).

Sans pour autant dresser une liste exhaustive de tous les facteurs de virulence de S. suis, le portrait
qui suit dresse les principaux facteurs impliqués dans la pathogénése qui ont été étudiés dans la

littérature bien que ce sujet soit encore peu connu (5).
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Phase de colonisation

Les mécanismes d’infection par les voies respiratoires ont été peu €tudiés. Lorsque S. suis
se cache au niveau des cryptes des amygdales, il peut avoir directement acces aux tissus lymphoides
(42). Plusieurs adhésines ont été identifiées comme étant impliquées dans I’adhérence aux cellules
épithéliales, aux composants de la matrice extracellulaire ou a d’autres composants de I’hote. Les
adhésines feraient partie de la paroi cellulaire et seraient partiellement masquées par la CPS
suggérant que S. suis est capable de réguler I’épaisseur de sa CPS en réponse a des signaux
environnement pour permettre d’optimiser 1’expression de ses adhésines (41). Ce mécanisme est
toutefois encore controversé. Aussi, il a pu étre mis en évidence que le recrutement du facteur H
permettrait d’améliorer 1’adhérence de S. suis aux cellules épithéliales et endothéliales de I’hote

(43).

Les porcs sont capables de vivre de maniére asymptomatique avec S. suis, étant une bactérie
commensale, faisant naturellement partie de leur microbiote. Pour que la pathologie se développe
S. suis doit étre capable de traverser la barriere épithéliale pour se disséminer dans le sang et induire
une infection se manifestant par une septicémie, de 1’arthrite ou encore une méningite. L un des
facteurs décrit comme étant principalement impliqués dans la traversée de la barriere épithéliale
est la suilysine, une hémolyse a activité cytotoxique qui serait capable de détruire les jonctions
cellulaires pour atteindre la matrice extracellulaire (22). Cependant certaines souches n’exprimant
pas cette toxine sont tout de méme capables de se disséminer dans le sang par des mécanismes qui
restent encore méconnus (25). Une étude sur 10 souches du sérotype 2 a toutefois mis en évidence
que S. suis serait capable d’envabhir les cellules épithéliales par endocytose démontrant bien que les
facteurs exprimés lors de I’invasion de S. suis dépendent des variations au niveau de 1I’expression

génétique (44).

Phase systémique

Une fois la barriére épithéliale traversée, S. suis est capable de survivre a haute
concentration dans la circulation sanguine et d’échapper au systétme immunitaire grace, entre
autres, a la résistance a la phagocytose par les cellules du systéme immunitaire inné (45). En effet,
comme de nombreuses bactéries encapsulées, des anticorps spécifiques (contre la CPS ou autres

composantes de surface) et opsonisants sont nécessaires pour permettre la phagocytose de la
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bactérie ; mais ces anticorps ne sont que peu produits (46). Ainsi, la CPS intervient a plusieurs
niveaux dans la pathogénése : elle posséde un rdle de bouclier face a I’effet bactéricide des
neutrophiles et monocytes/macrophages (47). Grace a cela S. suis parvient a échapper a la
phagocytose, cette constatation a été faite autant lors d’expérience réalisées chez la souris que chez
le porc (48, 49). De nombreuses expériences in vitro et in vivo ont démontré que des mutants non-
encapsulés n’échappaient pas a la phagocytose et étaient rapidement éliminés de la circulation
sanguine comparativement aux souches sauvages encapsulées (48, 50, 51). La CPS permettrait
également d’interférer dans I’action du complément, montrant son implication dans la résistance a
la phagocytose dépendante du complément par les cellules dendritiques (49). De plus, il semblerait
selon certaines études que la CPS purifiée seule serait capable d’inhiber la phagocytose en
déstabilisant les microdomaines lipidiques présents a la surface des cellules et empéchant ainsi
I’internalisation via les radeaux lipidiques (51). L’acide sialique, présent dans la structure de la
CPS jouerait également un réle dans la pathogénése, elle modulerait 1’attachement aux cellules
phagocytaires (41, 52). En plus de son implication dans la phase de colonisation, la suilysine,
comme la CPS, interférerait également dans 1’action du complément mais serait également toxique

pour les phagocytes.

A forte concentration dans le sang, S. suis est capable d’induire la mort subite par choc septique,
étant la conséquence d’une réponse immunitaire excessive. Les études chez la souris révelent une
forte production de médiateurs de I’inflammation en paralléle d’une forte bactériémie lors de la
phase systémique, avec des niveaux ¢élevés de TNF-a, IL-6, IL-12, IFN-y et de chimiokines CCL2,
CXCLI1 et CCL5 dans le sang (53).

Si le choc septique n’a pas lieu, S. suis continue de se disséminer et provoque des arthrites au
niveau des articulations. Lorsque la bactérie se rend jusqu’aux organes, elle induit d’autres
pathologies qui résultent en un dysfonctionnement tel que I’endocardite; en tant qu’agent
secondaire S. suis peut également induire des pneumonies. Si la bactérie parvient a se rendre
jusqu’au systéme nerveux central (SNC) elles provoquent alors une méningite. Peu importe la

destination finale et la pathologie, I’inflammation au niveau de ces sites joue un role déterminant.
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Phase cérébrale

La barriére hématoencéphalique, constituée de cellules endothéliales microvasculaires
(BMECs), ainsi que la barriére séparant le sang du liquide céphalo-rachidien (CSF) ou barriére
hémato-CSF, constituée des cellules épithéliales du plexus choroidien (CEPC) sont les principales
portes d’entrée de S. suis dans le SNC. La barriere hématoencéphalique est la seule barricre
anatomique et fonctionnelle séparant le cerveau du compartiment intravasculaire, elle maintient
I’homéostasie de I’environnement du SNC. Cependant les mécanismes par lesquels S. suis parvient
a traverser ces barriéres restent incertains. Une étude a montré I’implication de S. suis dans
I’adhésion des BMECs et de leurs dommages provoqués par ’activité cytotoxique de la suilysine
(54). Comme il a été décrit pour les cellules épithéliales, la CPS serait également impliquée dans
la modulation de I’invasion des BMECs (41). En ce qui concerne la traversée de la barriére hémato-
CSF, une étude in vitro a révélé que S. suis était capable d’envahir les CEPCs du coté basolatéral
de la membrane, de se faire transporter par endocytose dans des vacuoles jusqu’au coté apical,
suivi de I’exocytose du coté apical de la membrane qui compose la barriére (55). Finalement il
semblerait que S. suis puisse induire une nécrose des CEPCs (41). Lorsque S. suis parvient a
traverser ces barriéres, cela déclenche une forte réponse inflammatoire qui entraine la mort des

cellules neuronales et conséquemment la méningite (41, 53).

1.2.3 Signes cliniques

Lorsque S. suis provoque une infection chez son hodte, il induit des signes cliniques
permettant de détecter que 1’animal a été infecté. Ces signes cliniques avertissent d’une infection
systémique et se manifestent de plusieurs fagons. La plupart des animaux présentent des signes
cliniques entre 3 et 24 semaines d’age avec un pic entre 5 et 12 semaines d’age (30, 56, 57). S. suis
peut causer un grand nombre d’infections chez le porc, tel que des arthrites, des méningites, des
pneumonies, des endocardites, et dans certains cas provoquer la mort subite de I’animal (58, 59).
Un des premiers signes observés chez les animaux malades est une hyperthermie qui sera dans la
plupart des cas accompagnée d’une importante perte de poids et de signes de dépression (22). S.
suis peut également €tre retrouvé dans la circulation sanguine ou il pourra causer une importante
septicémie, pouvant perdurer quelques semaines si les animaux infectés ne sont pas traités (22).

Différents signes cliniques neurologiques peuvent étre observés chez les animaux atteints de
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méningites, parmi lesquels il est possible de retrouver de I’ataxie, de 1’opisthotonos, des
convulsions et du nystagmus. Pour leur part, les animaux atteints d’autres affections, tels que des
endocardites ou des pneumonies, présenteront plutot des signes de dyspnée respiratoire, de cyanose
et de dépression (22). Les Iésions observées dans des animaux atteints d’une infection par S. suis
se caractérisent majoritairement par des infiltrations neutrophiliques qui peuvent étre

accompagnées ou non de dépots de fibrines, d’cedéme et de congestion (22).

1.2.4 Traitements antimicrobiens

Les traitements utilisés pour controler les infections a S. suis relévent principalement de
I’utilisation d’antibiotiques. L’utilisation d’antibiotiques peut se faire en traitement curatif.
Toutefois, dans certains cas ils sont utilisés de maniere prophylactique, c’est-a-dire en prévention
de la maladie. La problématique associée a cette stratégie de traitement est la contribution a
I’émergence de la résistance, comme c’est le cas en Thailande (60). La majorité des souches de S.
suis semblent étre sensibles aux B-lactamines (comme la pénicilline ou I’amoxicilline). Toutefois
une résistance a certains antibiotiques tels que la tétracycline, 1’érythromycine ou le
chloramphénicol est souvent rapportée (56). Certaines souches sont maintenant des réservoirs de
genes de résistance et sont dangereuses puisqu’elles sont capables de transmettre ces génes, par
transfert horizontal, a d’autres streptocoques qui affectent les animaux et méme les humains (60,
61). Les antibiotiques sont majoritairement administrés directement dans la nourriture ou la boisson
des animaux lorsque le traitement est préventif, voire dans de plus rares cas par voie intranasale

(57). Lorsque le traitement est curatif, ils sont administrés par voie intramusculaire.

Plusieurs antimicrobiens ont été testés pour éliminer les souches virulentes. Une étude faite sur
I’efficacité de différents antibiotiques a €liminer les souches virulentes a leur stade de colonisation
et d’invasion des muqueuses au niveau des amygdales a démontré leur inefficacité (57). Mais cela
peut s’expliquer par la diversité des souches ayant une sensibilité variable. Une étude a ainsi pu
constater une sensibilité différente a la pénicilline de trois isolats provenant de trois porcelets
différents (sains et malades) (62). Récemment, une étude intéressante proposait que certains
antibiotiques seraient capables de renforcer la formation de biofilm de S. suis ce qui témoigne du
risque de persistance et de survie des souches virulentes au niveau du tractus respiratoire des

animaux (63). De plus, de nouvelles normes entrent en vigueur quant a la diminution de I'utilisation
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prophylactique des antibiotiques. En particulier au Québec, I’Equipe Québécoise de Santé Porcine
cible une réduction de I'utilisation des antibiotiques dans le secteur porcin (64). S. suis est

justement vu comme un agent émergent résultant de la diminution de 1’usage des antibiotiques.

Dans le but de réduire I’utilisation des antibiotiques pour limiter les antibiorésistances, il est
important de trouver des alternatives thérapeutiques. Les vaccins sont encore au stade expérimental
et aucun vaccin commercial contre S. suis n’est disponible au Canada. Les vaccins les plus utilisés
sont ceux a base de bactérines composés de bactéries tuées, ce point sera décrit plus en détail dans

la section 3.

2 Réponses immunitaires contre les infections

Les réponses immunitaires correspondent aux mécanismes de défense de 1’organisme face a
la reconnaissance d’un corps étranger. Ces réponses se mettent en place a la suite de la
reconnaissance d’un antigéne qui peut étre exprimé lors d’une infection ou d’une immunisation.
En effet, elles sont souvent associées a la reconnaissance de pathogeénes qui peuvent étre des virus,
des bactéries ou des parasites. Aussi, la réponse immunitaire intervient de manicre essentielle lors
de I’administration d’un vaccin qui peut €tre basé sur la reconnaissance d’antigene et la mise en
place d’une réponse mémoire. Cependant elles peuvent aussi €tre causées par d’autres facteurs, par

exemple, par la présence de cellules tumorales, de greffes ou par des maladies auto-immunes.

2.1 La réponse immunitaire innée

Cette réponse est la premiere défense du systéme immunitaire, elle est immédiate, non
spécifique a I’antigene et de courte durée. Elle fait intervenir plusieurs constituants. Les premiéres
lignes de défense sont les barrieres épithéliales et mucosales. Si le corps étranger parvient a
traverser ces barrieres, d’autres acteurs interviennent, responsables de la réponse innée qui
comprend la réponse inflammatoire ou la phagocytose, par exemple (65). Ces acteurs peuvent étre
des anticorps polyréactifs (majoritairement des IgM), le systeme du complément ou les cellules
phagocytaires et lymphocytaires spécialisées. Les cytokines vont permettre la communication entre

ces cellules (65).

La réponse immunitaire est induite a la suite d’une interaction spécifique entre les récepteurs des

cellules immunitaires, tels les « PRR » (« Pattern Recognition Receptors ») et les molécules du
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non-soi « PAMP » (« Pathogen-Associated Molecular Patterns »). Les PAMPs sont présents chez
les microorganismes qu’ils soient pathogénes ou non tandis que les PRRs sont exprimés dans
plusieurs types de cellules immunitaires : les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques,
les cellules NK (« natural killer »), les cellules polynucléaires (ou granulocytes), et les cellules

résidentes (fibroblastes, cellules musculaires, cellules épithéliales, par exemple) (65).

Lorsqu’un corps étranger d’échelle micrométrique est présent dans I’organisme (agent pathogene,
débris cellulaires, etc.) une premiere réaction de défense est mise en place par le systéme
immunitaire. Des cellules sentinelles résidentes ou recrutées au site de 1’inflammation éliminent
ces corps en les internalisant, par endocytose/phagocytose. Les cellules responsables de la

phagocytose sont localisées plus souvent au niveau des tissus conjonctifs et du sang et expriment

le PRR (65).
Ces cellules peuvent étre de deux sortes :

- Les neutrophiles faisant partis de la famille des polymorphonucléaires (composée de
cellules polymorphonucléaires (PMNs), aussi appelés granulocytes) sont considérés
comme des cellules phagocytaires professionnelles. Ils ont un noyau polylobé et sont
remplis de granules. Les €osinophiles et les basophiles font aussi partie de la famille de

PMNs mais ne sont pas considérés comme des cellules phagocytaires professionnelles.

- Les cellules mononucléaires comprennent les cellules dendritiques ainsi que les monocytes
qui vont devenir des macrophages aprés maturation. Ces cellules sont aussi capables de
présenter I’antigéne a la suite de la phagocytose apres un traitement appelé également
« processing ». Elles sont appelées cellules présentatrices d’antigene (CPA) et vont initier

la réponse immunitaire adaptative (65).

2.2 Laréponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire adaptative est induite et spécifique a I’antigéne. Elle se met en
place plus tardivement et fait largement intervenir les lymphocytes. Cette réponse génere la

mémoire immunologique, de ce fait la réponse est plus rapide au deuxieme contact avec I’antigene.

Les CPA vont présenter 1’antigéne aux lymphocytes T (LT) dans le but d’activer leurs fonctions.

Les lymphocytes T CD4+ aussi appelés lymphocytes T 'helpers’ (LTh) vont participer a 1’activation
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des lymphocytes T CD8+ aussi appelés lymphocytes T cytotoxiques et a celle des lymphocytes B
(LB).

Les LT sont responsables de I’immunité cellulaire et les LB de I’immunité humorale. En effet,
I’activation des LB va permettre la production d’anticorps spécifiques a I’antigéne qui vont

permettre une ¢limination plus efficace du pathogéne.
Les complexes majeurs d’histocompatibilité

Les complexes majeurs d’histocompatibilit¢ (CMH) sont essentiels a la présentation d’antigéne
puisqu’ils vont permettre I’activation des lymphocytes (65). Les CMH sont des molécules du

« soi » et sont propres a chaque individu. Il existe 2 classes de CMH :

- Le CMH de classe I est exprimé a la surface de toutes les cellules nucléées. Le CMH-I va
présenter les antigénes endogenes, notamment dans le cas de pathogenes intracellulaires, et
il sera ensuite reconnu par les LT CD8+ qui vont éliminer les cellules infectées.

- Le CMH de classe II est exprimé principalement a la surface des cellules du systéme
immunitaire et notamment des CPAs (cellules dendritiques, macrophages, LB). Le CMH-
II va présenter les antigénes exogenes a la suite de I’assimilation (phagocytose par exemple)
puis du traitement (« processing ») par les CPAs, il sera ensuite reconnu par les LT CD4+

(65).

Ces CMH sont reconnus par les récepteurs des LT ou « T cell receptor » (TCR). Ces récepteurs ne
sont capables de reconnaitre qu’un seul ligand, en effet, un lymphocyte ne peut répondre qu’a un
seul « épitope » dérivé de 1’antigene. Pour cette raison, les LT nécessitent d’étre activés par des
CPAs; déterminant la mise en place de la réponse immunitaire adaptative au niveau des organes
lymphoides secondaires. Cette activation entraine la différenciation des lymphocytes matures naifs
en lymphocytes matures activés donnant lieu a des LT cytotoxiques (CD8+), des LTh, mais aussi

des cellules mémoires.
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Les lymphocytes T
Il existe 2 types de LT :

- Les LT CD4+ auxiliaires (ou « helper ») : ces derniers sont activés par le CMH-II des CPAs
tels que décrit précédemment. Le devenir des LT CD4+ varie en fonction des cytokines
produites par la CPA qui I’a activé. Si la CPA produit plus d’IL-12, la différenciation des
LT sera orientée vers une réponse immunitaire de type 1 : les LT se différencieront en LTh
de type 1 (LTh1). Si la CPA produit plus d’IL-4, la différenciation sera dirigée vers une
réponse de type 2 produisant des LTh de type 2 (LTh2). Ces sous-types de LTh1 et LTh2
influenceront le développement de la réponse immunitaire de type 1 et 2, respectivement,
et donc les isotypes des anticorps produits par les LB (décrit plus bas). En effet, Les LTh
sécretent des cytokines de type 1 (LThl) tels que I'IL-2 (interleukine) et I'IFN-y
(interféron) ou de type 2 (LTh2) tels I'IL-4, I'IL-6 ou I’IL-13 qui influenceront la
commutation de classe des anticorps produits par les LB. En effet, les LT CD4+ sont

responsable de 1’activation des LB au travers de la voie thymo-dépendante (voir ci-apres).

o Les LThl stimulent la phagocytose et la destruction du pathogeéne dans le
phagolysosome car I’IFN-y produit par ces cellules est un puissant activateur de
macrophages et cellules dendritiques. Cette cytokine libérée en méme temps que
I’IL-2 par les LTh1 stimule également la production d’isotypes d’anticorps de type
1 (tels que les IgG2) par les LB. Les anticorps de type 1 favorisant la phagocytose
des pathogeénes puisque ces anticorps se lient directement aux récepteurs Fc des
phagocytes et activent le complément par la voie classique. Les LThl sont donc
efficaces autant contre les pathogenes intracellulaires qu’extracellulaires (66). Ces
LTh1 sont connus pour induire une plus grande protection contre S. suis.

o Les LTh2 impliqués dans la réponse immunitaire de type 2 possedent des
mécanismes moins connus que ceux décrit pour la réponse de type 1. Les cytokines
sécrétées par ces cellules influencent 1’activation des LB ainsi que la commutation
isotypique des anticorps de type 2 (tels que les IgG1) (66). Ces anticorps jouent un

role dans la réponse immunitaire des muqueuses ainsi que dans les allergies et sont
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donc moins protecteurs contre une bactérie extracellulaire et encapsulée comme S.

SUis.

- Les LT CD8+ cytotoxiques : ces derniers sont activés par les fragments antigéniques
présentés par le CMH-I des CPAs (surtout les cellules dendritiques) (66). Une fois activés,
suivront une expansion clonale et migration vers les sites d’infection ou ils pourront
¢liminer les cellules infectées grace a la libération du contenu des granules cytotoxiques.
Cette réponse est principalement, mais non-exclusivement, impliquée dans le contréle des

infections virales.

Les lymphocytes B

Les LB expriment a leur surface des anticorps membranaires appelés immunoglobulines
(Ig) faisant partie du récepteur du LB, ce sont les récepteurs des cellules B (BCR) et capable de
reconnaitre un antigéne spécifique. Lorsque les BCRs du LB reconnaissent un antigéne pour la
premiére fois, cela entraine une division rapide du LB permettant 1’obtention de LB matures
appelés plasmocytes ou de LB mémoires. Les plasmocytes sont des cellules capables de sécréter
une grande quantité d’anticorps (66). Suite a cette activation, les plasmocytes secréteront une
grande quantité d’IgM mais ces derniers ont une basse affinité pour I’antigéne. L augmentation de
I’affinité avec 1’antigéne se fait au travers d’hypermutations somatiques dans le centre germinatif

durant la maturation (voir ci-apres) (66).

Selon I’implication des LT, I’activation des LB se fait par deux voies différentes : la voie thymo-
dépendante (TD) et la voie thymo-indépendante (TI). L’activation par la voie TD est la plus
couramment empruntée. Cette derniere nécessite un contact direct avec les LTh tandis que ce

contact direct n’est pas nécessaire pour la voie TI (65).

L’activation par la voie thymo-dépendante

Les antigénes de nature protéinique sont reconnus par les LB et LT dans les organes
lymphoides secondaires. Le complexe antigéne-BCR obtenu aprés reconnaissante par le LB est
ensuite endocyté puis dégradé pour exprimer les fragments peptidiques antigéniques au niveau du

CMH-II faisant du LB une CPA. Le LB présente ensuite son complexe CMH-II/peptide aux LTh
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(préalablement activés par une CPA) entrainant son activation ainsi que la mise en place de la
réponse immunitaire humorale (65). La premicre réponse anticorps des LB est une réponse extra-
folliculaire donnant lieu a la production d’anticorps de faible affinit¢ mais capables de limiter
I’infection le temps que se met en place une réponse anticorps plus spécifique et de plus longue
durée (65). Cette seconde €tape a lieu dans le centre germinatif et permet la sélection génétique de
LB ayant une plus grande affinité avec I’antigéne au travers de processus caractéristiques de la voie
TD qui incluent la maturation d’affinité, la commutation de classe et la mise en place d’une réponse
mémoire spécifique. Le centre germinatif se met en place au bout de 4 a 7 jours apres le début de

I’activation TD des LB.

Les LB proliferent dans la zone sombre du centre germinatif. Durant cette prolifération, les cellules
subissent des hypermutations somatiques au niveau de leur récepteurs membranaires (ou Ig) avant
de migrer vers la zone claire. Des cellules dendritiques et des LT sont présents dans la zone claire
pour sélectionner les LB avec la plus grande affinité avec I’antigéne. Ces derniéres seront les seules

a survivre durant ce processus et deviendront des plasmocytes ou des LB mémoires (65).

La commutation de classe a lieu lors de la présentation de 1’antigéne aux LB par les LTh, qui, tel
que décrit précédemment peuvent étre de type 1 (LTh1) ou de type 2 (LTh2) (66). La nature du
LTh va influencer les sous-classes d’Ig produit durant la commutation de classe. Dépendamment
des sous classes d’Ig produits, I’effet sur le pathogéne peut étre variable. Cette différenciation se
fait en fonction des cytokines sécrétées. En effet, les LTh1 secreteront préférentiellement de I’IL-
2 et du IFN-y menant a la différenciation des IgM en IgG2, connus pour étre plus opsonisants. A
I’inverse, les LTh2 secréteront préférentiellement de I’IL-4, I'IL-6 et I'IL-13 menant a la
différentiation des IgM en IgG1, qui serait moins protecteurs dans le contexte de notre pathogene

a étude (4).

L’activation par la voie thymo-indépendante
Cette voie est moins couramment empruntée et son mécanisme est moins bien connu que la
voie TD. Elle ne nécessite pas la présence des LTh pour permettre I’activation des LB, ou au moins
une reconnaissance CMH-dépendante. De nombreux antigénes non protéiniques tels que des
polysaccharides ou des lipides stimulent la production d’anticorps en 1’absence des LTh (65).

Ainsi, la reconnaissance de ce type d’antigenes (Ex. polysaccharides) se fait par le BCR, suivi
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d’endocytose. Mais contrairement aux protéines, les polysaccharides ne pourront pas étre traités
(« processing ») et apprétés aux molécules du CMH-II et donc I’activation conséquente des LTh
ne sera pas possible. Puisque ’activation des LB n’est pas CMH-dépendante, la commutation
isotypique des Ig est limitée, voire absente. Les anticorps essentiellement produits par la voie TI
sont des IgM, ils sont moins spécifiques et la réponse mémoire est également absente (66). De ce
fait, S. suis étant une bactérie encapsulée, la nature polysaccharidique de sa capsule en fait un
antigéne TI. L’activation optimale et la commutation de classe sont donc compromises par la
présence de cette CPS et peu d’anticorps ciblant la capsule peuvent étre produits (46). Or ces
anticorps, fortement opsonisants si produits, sont essentiels puisque les bactéries encapsulées, tel

que S. suis, sont résistantes a la phagocytose (52).

2.3 La production d’anticorps

Les LB naifs expriment a leur surface des IgM qui, apres reconnaissance avec 1’antigéne et
maturation, seront sécrétés par les plasmocytes sous forme circulants et non plus membranaires.
Les IgM peuvent ainsi se présenter sous la forme monomérique lorsqu’ils sont sous forme
membranaire et sous la forme pentamérique lorsqu’ils sont circulants. Les IgM ¢étant la premicre
classe d’anticorps produits, ils sont moins spécifiques a I’antigéne mais possédent une forte
efficacité pour activer le complément (66, 67). Leur demi-vie est également plus courte, environ 5
jours. A la suite de la commutation de classe, les LB subissent des mutations produisant des Ig plus
spécifiques tels que les IgG, les IgA, les IgE et les IgD chez le porc. Les plasmocytes et les LB

mémoires exprimeront ensuite principalement ces classes d’Ig.

L’IgA joue un rdle dans I'immunité des muqueuses, il est trés présent dans les sécrétions (salive,
mucus, larmes, colostrum, lait) et elle empéche la pénétration et la colonisation des pathogenes.
Les IgE sont impliqués dans la défense contre les parasites et dans les réponses allergiques. Les
IgG sont trés présents dans le sérum et, selon les sous-classes (IgG1, IgG2) possedent un atout dans
la neutralisation des virus et dans 1’opsonisation et la phagocytose des agents pathogénes ce qui en
fait des acteurs importants dans la protection contre des bactéries extracellulaires et encapsulées,
telle que S. suis (68). Le porc possede 6 sous-classes d’IgG allant de IgG1 a IgG6. Leur demi-vie
est plus longue et estimée a environ 21 jours (66). Leur rdle chez le porc a cependant été trés peu
étudié par manque d’outils ; mais il s’avere que les [gG2 seraient plus opsonisants que les IgG1 et

donc plus efficaces dans I’élimination des bactéries encapsulées (69).
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3 Vaccination

L’utilisation d’un vaccin contre S. suis a pour objectif de trouver une méthode alternative aux
antibiotiques. Cependant la recherche d’un vaccin est un défi de taille étant donné la complexité et
la diversité des souches de S. suis (voir le point 1.1 de la revue de littérature). A ce jour, aucun
vaccin permettant une protection croisée contre plusieurs sérotypes n’existe. Cela peut s’expliquer
par le manque de connaissances sur les mécanismes et les acteurs moléculaires impliqués dans
I’immuno-pathogénése de S. suis tout comme la complexité de la bactérie par sa diversité génétique
et phénotypique. Les vaccins majoritairement utilisés sur le terrain sont des vaccins a base de
bactérines autogenes. Ces vaccins sont formulés a partir de la souche causant des problémes
cliniques dans la ferme ou le vaccin est administré. Cependant, ces vaccins sont trés spécifiques et
ne ciblent que la(les) souche(s) responsable(s) des problémes cliniques dans la ferme. De plus leur
efficacité est controversée et les études complétes sur leur efficacité sont tres rares (4). Certaines
études se sont intéressées a I’utilisation de bactériocines, qui sont des peptides antimicrobiens (70) ;
et d’autres a 1’utilisation de prophages (71-73) comme méthodes de prévention. Au niveau des
vaccins, le défi reste de trouver un vaccin qui puisse protéger contre plusieurs sérotypes. Les
vaccins sous-unitaires, par exemple, ont pour but de trouver des composés structuraux communs
aux différents sérotypes, telles que des protéines antigéniques, pour permettre une protection
croisée. Ces vaccins sont encore au stade expérimental. De manicre générale les résultats de la
recherche sur les vaccins contre S. suis sont mitigés, ce qui peut s’expliquer par des protocoles qui
difféerent a plusieurs niveaux: le modele animal et le nombre d’animaux soumis a I’étude,
’utilisation d’un groupe contrdle, le nombre de doses injectées et leur concentration, la voie
d’administration, les adjuvants utilisés, la souche utilisée ainsi que le manque de données

complétes sur la réponse immunologique induite par la vaccination (Figure 6) (4).

Le but ultime est de trouver un vaccin efficace, universel dans le but de protéger contre tous les
sérotypes de S. suis, sécuritaire, non toxique et peu coliteux car il doit €tre rentable pour les
producteurs. Malheureusement, les insucces sont courants et les recherches sont encore loin de

cette réalité (74, 75).

3.1 Vaccins vivants atténués (expérimental)
Les vaccins vivants utilisent des souches atténuées (souches mutantes non virulentes) ou bien

de souches naturellement non pathogénes. Ces vaccins vivants ont montré des résultats
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controversés. Plusieurs mutants ont été produits, notamment des mutants non-encapsulés. Il a été
prouvé que la capsule jouait un réle majeur dans la pathogénése de ’infection et que les mutants
non-encapsulés étaient non-virulents. Apres avoir constaté la faible réponse obtenue a la suite de
la vaccination, ces études ont souvent suggéré la nécessité¢ d’avoir des anticorps anti-CPS pour
induire une protection plus efficace (45, 76-78). De ce fait, certaines études ont testé des vaccins
composés de mutants qui exprimaient la CPS mais qui n’exprimeraient pas certains facteurs
putatifs de virulence pour permettre la production d’une réponse contre la CPS tout en réduisant le

pouvoir pathogéne de la bactérie, offrant malheureusement des résultats mitigés (79-81).

Certaines ¢études ont utilis¢ des souches naturellement avirulentes telles que la souche 0SHAS68
du sérotype 2 isolé des amygdales d’un porc sain (82, 83) ou la souche 1330 du sérotype 2 isolé a
la Faculté de médecine vétérinaire de 1’Université de Montréal d’un porc ayant une pneumonie
(84-86). Ces souches avirulentes ont été testés chez la souris et le porc avec des résultats variables
(87). D’autres études ont testé la protection croisée en utilisant des bactéries vivantes. Concernant
les sérotypes 2 et 9, deux essais de vaccination ont tent¢ de produire des vaccins vivants qui
puissent protéger contre ces deux sérotypes, toujours en utilisant une souche peu virulente, celle
du sérotype 5. Selon la premiére étude, le sérotype 5 serait capable d’induire une protection croisée
contre le sérotype 2 et 9 (88). La deuxiéme étude a utilisé une immunisation intranasale dans le but
de protéger I’animal durant la colonisation des amygdales mais cet essai a rapporté des résultats
non concluants (89). Les études sur les sérotypes 2 et 9 sont particulierement nécessaires pour

I’Europe ou ces sérotypes sont fréquemment isolés de cas cliniques.

Enfin, une autre étude mentionnerait qu’un double mutant sans SspepO : « secreted S. suis putative
endopeptidase O» et SspepC « secreted S. suis putative endopeptidase C», décrit dans cet article
comme étant des facteurs de virulence, induirait une protection croisée contre le sérotype 7 et 2
(90). Des études intéressantes ont toutefois révélé qu’un vaccin composé de S. suis sérotype 1/2 est
capable d’induire une protection efficace lors d’un challenge avec le sérotype 1/2, 1 et 2 ce qui
permet de mettre en évidence la proximité génétique de ces souches et la protection hétérologue

possible (91, 92).

Les vaccins vivants atténués sont cependant a risque pour la santé animale et humaine car ces
souches pourraient étre capables d’acquérir/réacquérir des génes de virulence par transfert

horizontal avec des souches pathogenes. Certaines études ont méme mentionné que les souches
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utilisées dans leur vaccin ont présenté des effets pathologiques, ce qui confirme le risque pour les
animaux et I’Homme (93). Le défi d’utiliser des vaccins vivants réside dans le fait d’obtenir des
souches complétement non-virulentes et qui soient sécuritaires tout en induisant une réponse
protectrice. Or des effets secondaires ont été observés, comme une boiterie, de la fievre, soulignant
le risque d’altérer finalement la santé de 1’animal en voulant le protéger. De plus, il ne faut pas
négliger le risque de zoonose car une souche peut étre non pathogéne pour le porc mais 1’étre pour

I’Homme (4).

3.2 Vaccins sous-unitaires (expérimental)

Les vaccins sous-unitaires sont composés de molécules antigéniques conservées entre les
souches. Contrairement aux vaccins a base de bactérines (voir plus bas) ou vivants atténués, le fait
d’étre composés de molécules conservées entre les souches permettrait de conférer une protection
croisée et se rapprocherait de la protection universelle visée par un vaccin contre S. suis (4). En
effet, ils sont composés de sous-unités de la bactérie telles que la CPS, une protéine, un fragment
de la paroi cellulaire et ont pour particularité d’étre des éléments communs a plusieurs sérotypes.
De ce fait, ces vaccins sont aussi plus sécuritaires. Les anticorps devraient étre capables de
reconnaitre les molécules antigéniques sélectionnées, ces molécules devraient donc étre accessibles
et se trouver a la surface de la bactérie. Des protéines candidates ont ainsi été recherchées, utilisant
par exemple des essais immunoprotéomiques, un criblage de génomique fonctionnelle ou la
technologie IVIAT (« In vivo-Induced Antigen Technology ») (94-97). Une étude a d’ailleurs
répertorié 113 protéines de surface communes a 39 souches de 19 sérotypes les plus prévalents des
derni¢res années. Basée sur leur accessibilité aux anticorps et la réponse a la vaccination, la
protéine SsnA : « secreted S. suis nuclease A » a été sélectionnée comme étant le meilleur candidat
de cette ¢étude (98). Cependant, dans la littérature, la plupart des molécules antigéniques,
potentiellement candidates, ont été choisies par leur expression commune entre souches/sérotypes
ou leur particularité a étre des protéines trés conservées, avant méme de tester leur capacité a
induire une protection croisée. D’ailleurs, de nombreuses études se sont penchées sur des molécules
conservées uniquement chez le sérotype 2, sans étudier la protection croisée avec d’autres sérotypes
(99-111). En comparaison, treés peu d’études ont adressé la sélection de protéines candidates sur
d’autres sérotypes, alors que le sérotype 2 n’est pas le seul responsable des pertes majeures causées

par S. suis dans I’industrie porcine (112-114).
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Les protéines de surface sont particuliérement ciblées dans les vaccins sous-unitaires. Leur
caractéristique principalement recherchée est leur ancrage a la paroi bactérienne, ce qui les rend
plus accessibles aux anticorps, offrant ainsi de meilleures chances d’induire une forte réponse
immunitaire (98, 115, 116). De nombreuses protéines ont fait I’objet d’essais de vaccination
incluant SAO : « surface antigen one » (117, 118), une lipoprotéine liant les cations divalents (119,
120), SAT : «surface antigen two » (121), une protéine auxiliaire du pilus (122), I’adhésine
galactosyl-(a 1-4) (123, 124), les facteurs EF : « extracellular factor » et MRP : « murimidase
released protein » (125) ou encore la suilysine (126-130). Cependant ces protéines ont souvent
montré une protection potentielle contre le sérotype 2 mais pas contre d’autres sérotypes (98). Tel
qu’indiqué dans la section 3.1, une étude ayant utilisé un double mutant sans SspePO et SspePC
comme vaccin vivant atténué a décrit ces facteurs comme étant importants dans la virulence (90).
La protéine SspePO a été donc utilisée dans une étude comme vaccin sous-unitaire chez le porc et
la souris (131). Cette étude a montré que le vaccin induisait une forte réponse humorale et pourrait
étre protecteur. Toutefois, il n’a été testé que sur le sérotype 2 alors que le mutant vivant décrit
précédemment montrait une protection croisée avec les sérotypes 7 et 2 (90, 131). Il est important
de mentionner que des mod¢les d’infection expérimentale existent surtout pour le sérotype 2, mais

pas pour les autres sérotypes, ce qui rend difficile I’évaluation de la protection hétérologue.

La protéine SAO a été identifiée dans de nombreux sérotypes pathogenes de S. suis. Ainsi SAO a
été la cible de recherches pour identifier son role dans la virulence de S. suis et a méme été choisie
comme candidate pour un vaccin sous-unitaire dans quelques études (117, 118, 132, 133). Son
implication comme facteur de virulence est toutefois remise en question et une ¢tude révele méme

que ce n’est pas un facteur critique dans la virulence de S. suis (134).

La protéine SsEno : « S. suis enolase » a également été étudiée dans quelques articles comme
candidate a un vaccin sous-unitaire. Cette protéine de surface de S. suis, liant la fibronectine, est
présente dans tous les sérotypes décrits de S. suis faisant d’elle une bonne candidate pour ce type
de vaccin. Cependant, cette protéine a montré des résultats contradictoires entre les articles,

pouvant s’expliquer par les différents adjuvants utilisés (135-137).

Un autre type de vaccin sous-unitaire ayant été étudié est celui composé de la CPS qui induit une
réponse immunitaire trés spécifique a la capsule, excluant I’objectif d’un vaccin procurant une

protection croisée entre sérotypes (138). De plus, cette réponse immunitaire est relativement faible
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puisqu’il n’a été reporté qu’une faible production d’IgM et pas d’IgG, ce qui signifie 1’absence de
commutation isotypique, (139) par la nature carbohydrate de la CPS (140). En effet, la nature
polysaccharidique de la CPS en fait un antigéne TI, donc peu immunogénique (voir la section 2.2).
Par conséquent, peu d’anticorps sont produits contre la CPS, ces derniers étant essentiels a la
phagocytose, la bactérie parvient donc a y échapper (140). Une étude sur les vaccins a base de
bactérines a d’ailleurs comparé 1’efficacité de ces vaccins a partir d’une souche encapsulée vs. une
souche non-encapsulée, révélant que la capsule reste essentielle a 1’obtention d’une bonne réponse
protectrice (50). D’autre part, la CPS étant I’antigene de référence lorsqu’on effectue le sérotypage,
il serait un candidat intéressant pour la protection de plusieurs souches au sein d’un méme sérotype.
Toutefois, pour en faire un bon vaccin il faudrait pouvoir améliorer son immunogénécité. Un vaccin
glycoconjugué a donc été testé en couplant la CPS de sérotype 2 avec une protéine porteuse
immunogénique : le toxoide tétanique, démontrant une bonne capacité a induire la production

d’anticorps protecteurs chez la souris et une protection significative chez le porc (140).

En conclusion, le manque de connaissance sur les facteurs impliqués dans la pathogénése de S. suis

retarde cependant la découverte du candidat idéal pour ce type de vaccination (41, 49).

De nombreux vaccins expérimentaux ont aussi testé 1’associations de molécules antigéniques avec
des bactérines dans le but de conférer une meilleure protection, mais les résultats sont encore une

fois mitigés (141, 142).

3.3 Bactérines

Les bactérines sont des cellules bactériennes entiéres ayant été inactivées par chaleur, par
traitements chimiques (au formaldéhyde, par exemple) ou parfois méme par traitements
antibiotiques (ceftiofur, par exemple) (4). Lorsque les producteurs cherchent a immuniser un
troupeau, 1’utilisation des bactérines reste la premiére et principale option possible (140). A ce jour,
les seules disponibles sur le terrain sont les bactérines commerciales ou les bactérines autogénes.
Cependant, un seul vaccin commercial existe a ce jour mais ce dernier n’est pas disponible au
Canada et son utilisation est trés limitée. Les bactérines autogenes restent donc les plus utilisées.
Les bactérines expérimentales sont néanmoins sujet a quelques recherches dans le but d’améliorer

les vaccins déja existants en testant plusieurs parametres (adjuvants, méthode pour tuer les
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bactéries, voie d’administration, etc.) (4). Une réponse faible a souvent été reportée pour les vaccins
a base de bactérines, que ce soit sur le terrain ou lors d’essais expérimentaux, di possiblement a la
perte de I’antigénicité par le mode d’inactivation des bactéries, la production d’anticorps non
protecteurs et/ou le manque de protection croisée (4). Les résultats contrastants quant a 1’efficacité
de la vaccination par les bactérines peuvent s’expliquer par plusieurs parametres qui différent entre
articles. Le traitement d’inactivation des bactéries peut endommager les épitopes immunogéniques
(143). Pour contrer ces dommages, une étude a testé le ceftiofur, un antibiotique, comme méthode
d’inactivation de la bactérie, mais les résultats étaient, 1a encore, non concluants (144). Le nombre
de doses et leur concentration peut également influencer 1’efficacité (143). L adjuvant choisi peut-
étre une variable non négligeable a considérer, ce point sera décrit plus en précision dans la partie
3.5 (144). Récemment une étude faite en utilisant un modéle souris a comparé la voie
d’administration sur ’effet protecteur du vaccin en révélant que 1’injection par microaiguilles
semblait plus efficace que I’injection par voie intramusculaire couramment utilisée (145). Il reste
a voir si une telle méthode serait applicable au porc. Le sérotype choisi pour préparer le vaccin
peut influencer la protection selon qu’on vise une protection dirigée contre le méme sérotype
(homologue) ou contre un sérotype différent (hétérologue) que celui avec lequel le vaccin a été
formulé. La littérature a souvent reporté une protection hétérologue absente ou partielle (141, 142,

146).

Sur le terrain, les co-infections avec le virus du SRRP et S. suis sont fréquentes et causent de séveres
infections. De ce fait, une ¢tude s’est penchée sur 1’efficacité des traitements fréquemment utilisés
pour controler ces co-infections et a comparée les traitements antibiotiques aux vaccins a base de
bactérine révélant que les traitements au ceftiofur sont plus efficaces que les vaccins a base de

bactérines (147).

Dans certains cas, des bactérines sont utilisées comme controle ou point de comparaison pour le
test de vaccins sous-unitaires (111, 148). Un recensement des données de la littérature sur les

vaccins a base de bactérines est présenté dans la Figure 6.
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Figure 6. Recensement des données sur les vaccins a base de bactérines depuis 1994.

(A) Comparaison des études faites sur les porcs et les souris. (B) Comparaison des études faites
chez le porc sur le terrain ou en laboratoire (a gauche du graphique) et les types de bactérines
utilisées pour ces études (a droite du graphique). (C) Comparaison des différents adjuvants
utilisés dans les études de vaccin a base de bactérines chez le porc. (D) Comparaison des données
mesurées dans les études de vaccin a base de bactérines chez le porc. [© Lorelei Corsaut].

3.3.1 Expérimentales

Une étude semble indiquer que deux doses de vaccin a concentration de bactérines ¢élevée
(de 10° a 10'!) avec I'utilisation d’un adjuvant puissant sont nécessaires pour induire une protection
(149). La plupart des études ont ét€¢ menées avec le sérotype 2 mais quelques études ont étudié les

effets des bactérines avec d’autres sérotypes comme le sérotype 9 ou 7, menant, une fois de plus,
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a des résultats contradictoires (74, 150, 151). Certaines études n’ont pas mesuré la réponse
immunitaire suite a la vaccination mais seulement le recensement de cas cliniques (144, 149, 152).
Ces ¢études rapportent d’ailleurs une faible réponse au vaccin. En ce qui concernent les études qui
ont mesuré les parameétres sérologiques de la réponse au vaccin (mesure du taux d’anticorps, etc.)
on remarque que dans certains cas les anticorps mesurés sont uniquement ceux dirigés contre la
capsule (142), dans d’autres cas contre des protéines (74, 125) et dans d’autres cas les deux (75,
142), mais rarement contre la bactérie entiere. D’autres études ont évalué I’effet du vaccin sur des
porcs exempts de pathogeéne, en conditions de laboratoire (50, 144). Halbur et al. ont montré que 2
doses de bactérines formolées ne permettent pas le controle de S. suis lors d’un challenge avec la
souche homologue de S. suis en coinfection avec PRRSV (147). De plus, certaines études n’ont

pas utilisé de groupe contrdle non vacciné pour comparer 1’effet du vaccin de maniére objective.

Il a été décrit que la CPS serait capable de masquer certaines protéines de surface selon son
épaisseur. Une expérience a donc utilis¢ des bactéries dépourvues de CPS dans le cadre d’une
immunisation de porcs. Une plus faible protection a été reportée chez les porcs immunisés avec la
bactérie non-encapsulée comparativement a la bactérie encapsulée et les anticorps anti-CPS ont été
retrouvés uniquement chez les porcs immunisés avec la bactérie encapsulée. Cela suggérerait que
les anticorps dirigés contre la CPS seraient essentiels a 1’élimination de la bactérie et que
probablement, les protéines de surface seraient inatteignables pour les anticorps dirigés contre ces

protéines a cause de la présence de la CPS (76, 140, 153).

Les résultats mitigés observés dans 1’étude des bactérines expérimentales peuvent s’expliquer par
la variabilité du matériel et des méthodes utilisées. Ces études manquent souvent de précision et

d’informations complétes pour mesurer I’effet du vaccin (4).

Face a la faible protection souvent observée dans les études, certaines ont cherché a comparer deux
stratégies vaccinales : celle qui consiste a vacciner les truies gestantes de celle qui consiste a
vacciner activement les porcelets. Ces études reportent souvent un manque de protection a 8
semaines d’age a la suite de la vaccination active mais une protection efficace a 2 semaines d’age
principalement liée a I’immunité maternelle. Cependant, cette protection n’étant pas durable, les
porcelets en croissance sont des individus hautement a risque de contracter la maladie sans pouvoir

en étre protégés (75, 154, 155).
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3.3.2 Commerciales

En ce qui concerne les bactérines commerciales, un seul vaccin existe a ce jour. [l n’y a pas
beaucoup d’information a son sujet. On sait cependant que la bactérine présente dans ce vaccin est
un sérotype 2 et que conséquemment le vaccin ne protégerait pas contre d’autres sérotypes. Aussi,
il n’existe qu’une étude dans la littérature ayant mesuré I’efficacité de ce vaccin (Figure 6) (156).
Ce vaccin a été testé chez les porcelets au sevrage et il a été reporté une réponse faible du vaccin
basé sur la sévérité de la maladie clinique (156), ou un effet mineur sur la colonisation de porcelets
avec S. suis sérotype 2 (sans évaluation de I’effet clinique du vaccin) (155). Ce vaccin n’est plus

commercialisé en Amérique du Nord.

3.3.3 Autogénes

Trés peu de recherches se sont penchées sur I’efficacité de ces vaccins et leurs effets sont
trés controversés. Il a souvent été reporté une réponse limitée. Pourtant ces vaccins sont les plus
utilisés sur le terrain. Le terme « Autogeéne » signifie que la souche de S. suis causant des problémes
cliniques de mortalité/morbidité dans la ferme a été isolée de cas cliniques puis identifiée par
sérotypage avant d’étre inactivée dans le but de formuler un vaccin. Ce vaccin est ensuite
administré aux animaux de la méme ferme ou la souche infectieuse a été identifiée. Dans I’idéal,
I’immunité maternelle naturelle ne devrait pas interférer avec la réponse au vaccin, et devrait
conférer une protection efficace des porcelets. Cependant, trés peu d’études ont été menés pour

caractériser la réponse induite par un vaccin autogene contre S. suis (Figure 6).

Le terme de vaccin « autogene » est a prendre avec précaution. Il est utilisé sur le terrain et par
définition, si le vaccin est composé de la souche causant des probléemes cliniques dans la ferme il
est dit autogeéne. Cependant, certains articles utilisent cette appellation a tort. Par exemple I’article
de Halbur et al. utilise le terme de bactérine autogene pour désigner que la souche présente dans le
vaccin est identique a celle utilisée pour le challenge expérimental (147). On devrait dans ce cas
parler de souche homologue et cette bactérine est expérimentale. Malgré le fait que ces vaccins
autogeénes soient majoritairement utilisés sur le terrain a ce jour, seulement 4 études sur le terrain
ont été mené pour mesurer I’efficacité de ces vaccins, offrant des résultats mitigés (150, 152, 156,
157). Parmi ces 4 articles, un est en allemand et n’a pas été traduit ce qui rend son analyse

impossible (150).
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L’article de Lapointe et al. (157) décrit avoir vacciné 100 porcelets a 3 semaines (2 semaines apres
le sevrage, le sevrage étant fait entre 7 et 10 jours d’age) et 5 semaines d’age avec un vaccin
autogéne du sérotype 1/2 et en utilisant ’hydroxyde d’aluminium (« Alum ») et « Emulsigen »
(émulsion huile dans I’eau) comme adjuvants. Un groupe contréle de 100 porcelets était inclus
dans 1’étude. Le suivi clinique a été réalisé sur I’ensemble de ces 200 porcelets tandis que le suivi
sérologique a été réalisé sur 36 porcelets de chaque groupe. Avant le début du projet, les porcelets
de cette ferme montraient des signes cliniques entre 6 et 8 semaines d’age. Le suivi sérologique a
¢été fait par prise de sang a 1, 3, 5, 7,9, 11 et 13 semaines d’age. Un taux d’anticorps ¢€levé a été
observé a une semaine d’age tandis qu’une importante baisse a été observée entre 3 et 6 semaines
d’age correspondant a la baisse d’immunité maternelle. Le taux d’anticorps a augmenté dans le
groupe vacciné a partir de 7 semaines d’age et est resté élevé jusqu’a 13 semaines d’age tandis que
cette augmentation n’a été visible qu’a 13 semaines d’age pour le groupe non vacciné. L’étude
clinique n’a reporté aucune mortalité dans le groupe vacciné ou controle et aucun signe clinique
d’infection a S. suis. Il semblerait que les problémes cliniques au sérotype 1/2 étaient présents lors
de I’étude préliminaire mais ont disparu lors de 1I’étude de terrain. En effet, aucune éclosion n’a été
reportée lors de cette étude, ne permettant pas une conclusion fiable de I’efficacité du vaccin.
Cependant, cet article a utilisé la sonication comme technique pour tuer les bactéries dans le but
d’obtenir une forte concentration de protéines antigéniques. La sonication induit la lyse de la
bactérie tout en permettant de conserver les protéines intactes (157). Or, par définition, une
bactérine est une bactérie ayant été inactivée mais qui garde sa structure entiere, ainsi elles sont
généralement inactivées au formol ou a la chaleur. La méthode de sonication ne conservant pas la
bactérie dans sa structure complete ne respecte pas la définition de vaccin a base de bactérine et ne

permet pas de reproduire les conditions réelles de ces vaccins utilisés sur le terrain.

Dans I’article de Torremorell ef al. (156) 90 porcelets ont €té vaccinés avec une bactérine autogéne
du sérotype 2 préparée par une compagnie accréditée avec hydroxyde d’aluminium comme
adjuvant. Les porcelets ont été vaccinés a 15 jours (au sevrage) et 25 jours d’age. Pour évaluer la
réponse au vaccin, la morbidité et la mortalité ont ét¢ mesurées mais la réponse sérologique n’a
pas été étudiée. Le groupe vacciné présentait 13 % de porcelets malades contre 13 % dans le groupe
controle non-vacciné. Le taux de mortalité était de 5% dans le groupe vacciné contre 6% dans le
groupe non vacciné. Globalement, cette étude montre une inefficacité du vaccin autogéne utilisé

dans cette expérience. Les auteurs remettent en cause 1’adjuvant utilisé et suggérent qu’un adjuvant
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huile-dans-eau de type Imugen® serait plus efficace. Cet adjuvant a été utilisé¢ dans leur vaccin

expérimental et montrait un meilleur taux de survie.

L’article de Hopkins ef al. (152) mentionne que la souche de S. suis choisie pour le vaccin était
difficilement contrdlable puisque le traitement préventif avec pénicilline était inefficace étant
donné que la souche était résistante a cet antibiotique (confirmé par un test de sensibilité aux
antibiotiques). De plus, le traitement curatif ne permettait pas de protéger les porcelets malades car
ces derniers n’étaient pas identifiés assez tot pour étre traités a temps. Dans cette ferme, la majorité
des cas cliniques se manifestaient entre 6 et 9 semaines d’age. Au total 540 porcelets séparés en 5
cohortes ont fait partie de cette étude. Chaque cohorte comportait environ 8 a 13 portées dont 75%
des porcelets étaient vaccingés et 25% ne 1’étaient pas, exceptée une cohorte utilisée comme contrdle
qui n’a pas été vaccinée. Les porcelets vaccinés ont re¢u une premiere dose de bactérine autogene
de sérotype 2 a leur entrée en pouponniére et 3 semaines apres. Le vaccin a été préparée par une
compagnie accréditée, I’adjuvant n’est pas mentionné. Cette étude mesure I’efficacité total, direct
et indirect du vaccin par calcul de mortalité du groupe vacciné comparativement au groupe non

vacciné. L’étude reporte que 1’effet direct du vaccin n’est pas significatif.

En conclusion, seuls 2 articles publiés en anglais ont traité de l'efficacité de cette approche
préventive sur le terrain en incluant des groupes de controle et en utilisant un vaccin respectant la
définition de bactérines autogénes (152, 156). Les études sur ’efficacité des bactérines autogenes
utilisées sur le terrain reportent une faible protection voire parfois une absence de protection et des

données complétes manquent aux études pour permettre une conclusion étoffée.

3.4 Les stratégies vaccinales

A leur naissance, les porcelets possédent un systéme immunitaire peu développé qui n’est
pas en mesure de produire activement des anticorps qui puissent les protéger contre une infection.
De plus, ils ne possedent aucun anticorps dans leur circulation sanguine puisque ces derniers ne
sont pas capables de traverser la barriére placentaire durant la gestation. Pour étre protégés, les
porcelets ne peuvent donc compter que sur ’immunité maternelle transmise par leur meére,
principalement via le colostrum, en attendant de développer leur propre immunité. Il est donc

important que les porcelets acquicrent une immunité via cette prise colostrale.
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Les porcelets sont les premiers individus a protéger, étant les individus les plus fragiles et les plus
susceptibles de développer la maladie. Tel que mentionné dans le point 1.2 la période durant
laquelle S. suis est responsable de la majorité des infections cliniques se situe entre 3 et 10 semaines
d’age, soit au post-sevrage. Il a d’ailleurs été reporté que la colonisation par S. suis se faisait trés
tot dans la vie des porcelets et qu’ils €taient tous colonisés en bas age (avant le sevrage) (4). Les
souches de S. suis qui colonisent les porcelets a cet dge peuvent parfois étre virulentes et
susceptibles de causer des pathologies. Cependant, avant le sevrage (3 semaines d’age), les
porcelets sont protégés par les anticorps maternels, majoritairement acquis lors de la prise de
colostrum. Ces anticorps parviennent a protéger les porcelets des infections durant les premiéres
semaines de vie mais ont une durée de vie limitée. Ceci explique le manque de protection au
moment du sevrage (155). En effet, le risque d’infections par les souches virulentes est limité par
la présence de ces anticorps; lorsque ces anticorps se dégradent les porcelets deviennent plus
vulnérables aux infections, s’en suit alors une augmentation du risque d’infection avec S. suis. La
majorité des vaccins utilisés sur le terrain sont ceux composés de bactérines autogeénes, décrites

dans le point 3.3, ces derniers peuvent étre administrés aux truies gestantes ou aux porcelets (4).

3.4.1 Immunisation des porcelets

Les porcelets sont souvent vaccinés avec deux doses a 2 ou 3 semaines d’intervalle. La
deuxiéme dose devrait normalement étre donnée au moins 10 jours avant le début de la période a
risque, temps nécessaire pour atteindre la séroconversion (158). Cela représente un défi puisque la
période a risque débute a 3 semaines d’age avec une majorité de cas cliniques reportés vers 6
semaines d’age (30). Il faut donc parvenir a induire des anticorps protecteurs a la suite de la
vaccination durant la période a risque, dépendante des fermes, et que cette réponse vaccinale ne
soit pas affectée par I’interférence avec I’immunité maternelle. En effet, il est difficile de mesurer
I’effet protecteur chez les porcelets car une interférence est possible entre les anticorps maternels
circulants et ceux potentiellement produits en réponse a la vaccination (4). Il est a noté¢ qu’un taux
d’anticorps élevé est présent chez les porcelets avant le sevrage, correspondant au transfert
d’immunité maternel qui se perd par la suite. Cependant une augmentation naturelle des anticorps
apres 10 semaines d’age a pu étre observée en réponse a la présence de cas cliniques causés par S.
suis chez les porcs (157). La difficulté réside donc dans le fait que la présence de ces anticorps

maternels puisse diminuer I’efficacité du vaccin. L’existence d’une telle interférence avec

51



I’immunité maternelle naturelle (et si c’est le cas, sa durée) est trés peu connue mais la protection
induite par celle-ci n’excéderait pas 6 semaines d’age (4). En présence d’une interférence, les
anticorps maternels bloquent les antigénes du vaccin ce qui réduit la stimulation antigénique et
ralentit le développement de I’'immunité acquise. Ainsi, pour limiter cette interférence, il est
souvent conseillé de vacciner les porcelets pendant ou apres le sevrage a 3 ou 4 semaines d’age.
Cependant, le sevrage joue un role critique puisque le stress occasionné modifie la production
d’hormones immunomodulatrices pouvant affecter I’efficacit¢é de la réponse immunitaire
systémique et mucosale. Ce stress peut ainsi influencer négativement la réponse lors d’une
vaccination active des porcelets (158). De plus, tel que mentionné plus haut, une premiére
vaccination aprés le sevrage ne donnerait pas le temps a une séroconversion et protection si les cas

cliniques ont lieu tot apres le sevrage (5-6 semaines d’age).

3.4.2 Immunisation des truies (transfert de ’'immunité maternelle)

Il est possible de vacciner les truies durant leur période de gestation permettant la
transmission d’une immunité maternelle passive aux porcelets, majoritairement acquise par la prise
de colostrum. Cette stratégie permet ainsi de protéger les porcelets le plus tot possible. Elle est
moins couteuse et plus facile a pratiquer, représentant une alternative économique a la vaccination
des porcelets (4). La vaccination se fait généralement en deux doses de 2 a 4 semaines d’intervalle
dont la derniére dose est donnée a 3 semaines avant parturition, ce qui permettrait une meilleure
immunité colostrale (4, 158). En effet, les anticorps sont incapables de traverser la barricre
placentaire, ces derniers ne peuvent donc s’acquérir que par la lactation. De ce fait, la quantité
d’anticorps retrouvée ensuite chez les porcelets est trés variable s’expliquant surtout par le niveau
variable d’anticorps présents dans I’immunité maternelle colostrale des truies, dépendant de
plusieurs facteurs : 1’age, la multiparité, la nutrition, la vaccination, les facteurs de stress
environnementaux et 1’exposition a la bactérie. En effet, les primipares peuvent présenter une
moins bonne immunité colostrale que les truies multipares et les truies naives posseédent également
moins d’anticorps que celles ayant été exposées a S. suis, ayant une meilleure immunité adaptative.
La variabilité d’anticorps retrouvés chez les porcelets dépend €galement de la quantité de colostrum
ingérée par les porcelets. Cependant, comme il a été reporté que I’immunité maternelle est de courte
durée, cette stratégie permettrait de protéger les porcelets trés tot dans leur vie mais pas durant

toute la période a risque du post-sevrage (4, 75).
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Le colostrum et le lait ont des fonctions différentes :

L’immunité colostrale

Protection systémique. A la naissance, les porcelets ont une perméabilité intestinale
compléte permettant I’absorption des anticorps maternels (IgG, IgM et IgA) dans le sang mais aussi
de cellules immunitaires (phagocytes et lymphocytes, par exemple). Les IgG sont les principaux
isotypes du colostrum, ils seront absorbés jusqu’a atteindre un titre similaire a ceux des truies. Le
colostrum contient également des hormones (prolactine et cortisol) jouant un réle dans la régulation
de la croissance des cellules épithéliales de I’intestin. Ainsi, durant les premiéres 24 heures, les
muqueuses intestinales des porcelets n’étant pas complétement refermées, ces derniers sont
capables d’absorber le colostrum permettant 1’acquisition de ces composants immunitaires de
maniére systémique. Les muqueuses intestinales se referment progressivement aprés la prise de
colostrum grace aux hormones contenus dans celui-ci (159). L’immunité lactogénique prend

ensuite la reléve.

L’immunité lactogénique

Jusqu’au sevrage, la protection locale est assurée par I’ingestion du lait. Aprés 1’absorption
du colostrum, les muqueuses intestinales se referment ne permettant plus le passage des cellules et
des anticorps dans le sang. Cependant, les lymphocytes et des IgA, principalement présents dans
le lait vont permettre la protection contre des pathogenes locaux. Il permet donc la neutralisation
des bactéries dans le systeme digestif évitant des infections avec des bactéries qui pourraient
pénétrer la barriere mucosale du tractus gastro-intestinal (159). Cependant, cette immunité étant
locale, elle n’intervient pas dans la protection contre S. suis étant donné que ce pathogeéne est

présent au niveau des voies respiratoires supérieures.

3.5 Les adjuvants utilisés en médecine vétérinaire

Un adjuvant permet d’augmenter ’intensité et la qualité de la réponse immunitaire dirigée
contre un antigeéne, il est ajouté a un vaccin pour permettre une meilleure efficacité de ce dernier.
En effet, le pouvoir immunogene des vaccins non-adjuvantés est souvent trop faible. Les adjuvants
permettent également d’orienter la réponse immune vers une réponse spécifique en fonction du
type de réponse (type 1 ou 2) qu’on souhaite obtenir en favorisant la production d’isotypes
préférentiels. 11 existe plusieurs types d’adjuvants qui sont généralement soit immunostimulants ou

« véhicules ». Les immunostimulants se lient a des récepteurs des cellules immunitaires, tels que
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les TLRs (« Toll-like receptors »), pour activer la réponse immunitaire de type 1 ou 2 (voir section
2.2). Les « véhicules » contiennent eux-mémes |’antigéne et déterminent la facon dont il sera
présenté aux cellules immunitaires mais possédent aussi une capacité immunostimulante puisqu’ils
sont constitués de corps étrangers (160). Le choix de I’adjuvant est crucial dans la formulation d’un
vaccin puisqu’il influence la magnitude et la qualit¢ de la réponse adaptative en agissant
directement ou indirectement sur la commutation de classe des LB en favorisant par exemple plutot
la réponse de type 1 ou 2, décrites précédemment (161). En effet, Martelet ez al. (161) ont étudié
I’effet de 1’adjuvant sur la polarisation immunitaire en utilisant comme mode¢le une culture in vitro
de cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse. Différentes structures de S. suis ont été
testées comme antigéne (énolase ou CPS) ainsi qu’une protéine fortement immunogénique
(’anatoxine tétanique). Cette étude montre que I’adjuvant joue un role essentiel dans le type de
réponse immunitaire dépendamment de 1’antigene utilisé. Il n’existe pas d’adjuvant universel a ce
jour et leur choix dépend de différents critéres : I’espece ciblée, 1’antigéne, le type de réponse
immunitaire attendue, la voie d’inoculation et la durée de I’immunité (160). Avant de choisir
I’adjuvant, il faut s’assurer qu’il soit stable, sécuritaire et qu’il permette une diminution de
’utilisation de I’antigéne. Dans le contexte de ce mémoire, nous nous concentrerons sur les

adjuvants utilisés dans les vaccins a base de bactérines chez S. suis.

Les principales catégories d’adjuvants utilisés dans des vaccins a base de bactérines sont peu
connues puisque les adjuvants ne sont pas toujours renseignés dans les études. Lorsque
I’information est disponible, les adjuvants les plus utilisés sont 1’hydroxyde d’aluminium
(généralement connu comme « Alum ») (125, 143, 145, 147, 156) et « Emulsigen » (une émulsion
huile dans I’eau) : (74,75, 142, 147, 157) (Figure 6). Ces deux catégories d’adjuvants sont décrites

ci-dessous.

Les composants a base d’aluminium, particulierement I’aluminium phosphate et 1’hydroxyde
d’aluminium (généralement nommeés « Alum ») sont communément utilisés dans les préparations
vaccinales pour la médecine humaine et vétérinaire. Les vaccins composés d’aluminium sont
sécuritaires et efficaces, et sont utilisés depuis plus de 60 ans. Ils sont d’ailleurs communément
utilisés dans les vaccins a base de bactérines (4). Ils ont ’avantage de ne pas €tre toxiques et

peuvent donc étre administrés chez les truies gestantes sans risque d’avortement. Ces adjuvants
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stimuleraient la réponse immunitaire de type 2 mais leur efficacité reste modérée et des rappels

sont souvent nécessaires (162). L’intérét de I’ Alum réside donc dans sa sécurité.

L’adjuvant Emulsigen® est composé d’une huile minérale. Il contient des micro-gouttelettes
d’huiles dispersées de fagon uniforme qui assurent la stabilité de I’émulsion et réduit la viscosité.
I1 induit une réponse immunitaire forte et rapide (163). Cet adjuvant a fait I’objet de nombreux
essais de vaccination contre S. suis chez le porc, notamment en combinaison avec des bactérines

du sérotype 2 et du sérotype 9 (donnant des résultats contradictoires) (4).

Plus rarement, des études expérimentales a base de bactérines ont utilis¢ comme adjuvant des
saponines (144), des émulsions huile-dans-eau (144, 155, 156), eau-dans-huile (50, 125), eau-dans-
huile-dans-eau (141) I’adjuvant incomplet de Freud (143) ou Diluvac® (151) (Figure 6). Dans
plusieurs études de vaccins a base de bactérines de S. suis, le choix de 1’adjuvant n’est pas
clairement mentionné mais il serait essentiel pour induire une protection (74, 76, 125, 142, 149,
164). Une seule étude a comparé plusieurs adjuvants dans 1’efficacité des vaccins a base de
bactérines. Cette étude de terrain a rapporté que, comparativement aux porcelets non vaccings, il
n'y avait pas de différences significatives dans la mortalité des porcelets vaccinés avec un vaccin
autogeéne expérimental et ceux vaccinés avec un vaccin autogene standard (156). La bactérine
autogeéne expérimentale a été préparée a partir d’un isolat de S. suis de sérotype 2 d’un cas clinique
au sein de la ferme avec un adjuvant huile-dans-eau (Imugen®). Le vaccin autogene standard a été
préparé commercialement avec un isolat du sérotype 2 également retrouvé dans le méme troupeau,
10 mois avant 1'é¢tude. Ce vaccin avait pour adjuvant ’hydroxyde d’aluminium. Malgré les
différentes formulations, les deux vaccins a base de bactérines autogeénes n'ont pas réussi a protéger
le troupeau. Toutefois, puisque le vaccin expérimental a montré un taux de mortalité un peu
moindre que le vaccin standard ou commercial, les auteurs s’accordent a dire que I’adjuvant

Imugen® serait plus efficace que I’hydroxyde d’aluminium.

L’effet de I’adjuvant dans la formulation du vaccin reste donc encore a étre étudier.
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ABSTRACT

Streptococcus suis is one of the most important bacterial pathogens in weaned piglets and
responsible for serious economic losses to the swine industry. Currently, mostly autogenous
vaccines composed of killed bacteria (bacterins) are available. However, immunological and
protective data from field studies are missing. We report for the first time a comparative field study
on the immunological response induced by an autogenous vaccine applied to either piglets or sows.
Using a farm with recurrent S. suis problems, the study was divided in two parts: I) Piglets from
non-vaccinated sows received an autogenous bacterin during the first week and 3 weeks of age. 1)
Sows received the vaccine at 5 and 3 weeks pre-farrowing and piglets were non-vaccinated. Sera
were collected to analyze levels, isotype profile and functionality (opsonophagocytosis capacity)
of the antibody response induced by vaccination. Vaccination of piglets failed to induce an active
immune response even after two vaccine doses. Vaccination of sows induced a significant increase
in anti-S. suis antibodies, which were mainly composed of IgG1. Yet, isotype switching induced
by the vaccine was modulated upon the S. suis serotype included in the formulation. In spite of this
increase, antibody response in vaccinated sows and transfer of maternal immunity to piglets was
not different than in the control group. Notably, levels of maternal antibodies in piglets were
already very high with marked opsonophagocytosis capacity at 1 week of age, independently of
the vaccination program. Yet, this maternal immunity has already decreased by 3 weeks of age,
indicating possible absence of antibodies in the post-weaning high-risk period. These observations
correlate with the lack of clinical protection observed in the farm. Overall, a piglet or a sow
vaccination program herein mostly failed to induce lasting protection in nursery piglets. An

improvement of vaccine formulation or an optimized program may be required.

KEYWORDS : Streptococcus suis, infection, field, autogenous bacterin, vaccine, pigs
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INTRODUCTION

Streptococcus suis is responsible for important economic losses to the porcine industry worldwide
(1). It is also one of the most important complications of infections caused by the porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) (1). Clinical features associated with S. suis
infection in pigs are meningitis, arthritis, endocarditis, polyserositis and septicemia with sudden
death. There are 35 serotypes that have been described, although six of them have been re-classified
within other streptococcal species (2). Usually, few virulent serotypes (mostly serotypes 2 and 9)
are recovered from diseased animals in Europe (3). However, the situation is much complicated in
North America, where a large number of serotypes are routinely isolated from diseased pigs,
without a clear predominance of a single serotype across the countries (4). In addition, S. suis has
been reported to be an emerging zoonotic pathogen with the greatest risk for people who have close
contact with pigs or unprocessed pork such as, in Western countries, pig farmers and workers,

butchers, meat inspectors and swine veterinarians (5).

As the complexity of S. suis epidemiology in swine increases (multiple strains, multiple serotypes),
field reports describing difficulties in disease control and management are common (6). Early
medicated weaning and segregated early weaning practices do not eliminate S. suis infection, since
piglets are infected very early in life or even during farrowing (1). Indeed, control of S. suis disease
is frustrating. Antibiotics can prevent clinical outbreaks, but those that have efficacy are products
that the industry is trying to use as little as possible, given their importance in both human and
veterinary medicine (1). Recent data on antimicrobial susceptibility of S. suis are alarming (7).
Very high rates of resistance to macrolides/lincosamides and tetracyclines are observed and
attributed to the intensive use of antimicrobials in pigs (7). Indeed, S. suis is considered a niche for
antibiotic resistance and it represents a high risk of transmission of such resistance to other
veterinary and human pathogens due to the presence of mobile genetic elements carrying resistance
genes transferable at high frequency within the species and, even more alarming, between bacterial

species (8).

Hence, prevention of S. suis disease should be concentrated on management of predisposing factors
and, mainly, vaccines. Universal efficacious commercial vaccines could not be developed so far,

probably due to the presence of a high number of serotypes (with no cross-protection against each
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other) and a high variation of strains (6). The reduction in the use of antimicrobials and the presence
of a high variety of serotypes, led to an increased popularity of autogenous vaccines. These
vaccines are bacterins (whole cell killed bacteria with a complex antigen charge) based on the
predominant strain(s) recovered from diseased pigs in the affected farm and produced by accredited
laboratories. Most studies evaluating the protective capacity of bacterins have been carried out
under laboratory conditions with vaccines produced with reference strains and presented
contradictory results (6). The limited protective response obtained with experimental bacterins has
been attributed to failure of the whole-bacterial antigens to elicit an immune response due to loss
of antigenicity caused by the killing procedure, to production of antibodies to antigens not
associated with protection, and/or the use of inappropriate adjuvants (6). However, the exact causes
are so far unknown and it is difficult to compare studies with different vaccine production

procedures.

There are almost no published field scientific studies, using control groups, demonstrating that
autogenous vaccines, as routinely produced by companies, are able to induce an immune antibody
response and whether or not their use is correlated with a clear reduction in both mortality and
antibiotic use. In fact, it is unknown if this practice, as presently used, is economically profitable
for producers. In addition, there is no clear information on how these vaccines should be applied.
In the field, even in the absence of scientific studies, autogenous vaccines are sometimes given to
young piglets without any data about their capacity to induce an immune response, most likely in
the presence of maternal antibodies. On the other hand, many producers prefer vaccination of sows
before farrowing which, in theory, would elicit passive maternal immunity. The latter protocol is
less costly, and thus represents an attractive economical alternative to piglet vaccination. However,

it is also unknown how long this maternal immunity lasts in piglets.
In the present study, the humoral immune response (levels, isotypes, and killing capacity of

generated antibodies) and protective effect of an autogenous vaccine produced by a licenced

company and given to either piglets or sows was scientifically evaluated in the field.
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MATERIALS AND METHODS

Selected farm and clinical history

A 3700 sow farrow to finish system in Canada with internal gilt replacement and no commingling
was selected. Piglets were weaned at 3 weeks of age into different single source sites. The farm
had recurrent S. suis problems in all nursery sites, with clinical cases beginning mostly at 5 weeks
of age, with spikes between 6 and 10 weeks of age. No S. suis-like clinical signs were observed in
suckling piglets. Total mortality in nursery varied between 2.5 to 4%, and those S. suis-related
accounted for approximately 1.5%. The latter was kept lower than expected due to preventive and
curative use of antibiotics. Samples (meningeal swabs, joint swabs, spleen) from different nursery
piglets were submitted at multiple occasions for complete diagnosis. Serotyping of S. suis isolates
was carried out by the licenced laboratory responsible for the autogenous vaccine production as
previously described (9). Final diagnosis of S. suis serotype 7-related diseases was given. During
the project, a second serotype (serotype 9) was also identified as being responsible for several
clinical cases (see below). Piglets were vaccinated against circovirus, Mycoplasma hyopneumoniae
and porcine reproductive and respiratory syndrome virus (CircoFlex/MycoFlex/PRRS®) at

weaning and again 3 weeks later against M. hyopneumoniae (Respisure One®).

Vaccine preparation

Autogenous vaccine was prepared by a licenced company. It was composed by S. suis serotype 7
strain 1718 for the first experiment (piglet vaccination) and an additional S. suis serotype 9 strain
117827-21 (isolated from the spleen of a clinical case of sudden death during the first experiment)
was added for the second experiment (sow vaccination). Both vaccines were combined with a strain
of Staphylococcus hyicus and another strain of Haemophilus parasuis. An oil-in-water emulsion
adjuvant was used to prepare the autogenous vaccine. No ethical statement was required for this
study as the protocol used was part of normal interventions in the farm and performed by the

veterinarian in charge, as stated by the Animal Welfare Committee of the University of Montreal.

Immunization protocol
For the first experiment (Figure 1), piglets from non-vaccinated sows were selected (n = 1494).
During the first week, at 4 days +2, farm staff randomly divided each litter into two groups. Group

1 received the autogenous vaccine intramuscularly in the neck plus an ear notch (“vaccinated
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group”; n = 583) and group 2 was processed normally as per farm procedures (“non-vaccinated
group”; n = 911). Within this latter group, 20 randomly selected animals were injected with a
placebo solution, with adjuvant only. All animals used in our experiments were identified with an
ear tag. Each litter was roughly divided equally into each group. Piglets from group 1 received a
second dose vaccine at weaning (3 weeks of age). Group 2 did not receive any injection at weaning;
except for the 20 piglets injected with the placebo. Farrowing over the course of 1 week were
enrolled in the trial as described above. All piglets were randomly weaned into three nursery rooms

in the same barn, with pigs from group 1 and 2 mixed in each pen.

For the second experiment (Figure 1), vaccinated and non-vaccinated parity 0 sows were randomly
selected (n = 20/group). Sows received two doses of the autogenous vaccine intramuscularly at 5
and 3 weeks before farrowing. A total of 207 piglets from vaccinated sows and 183 piglets from
non-vaccinated sows were enrolled in the trial. All piglets were weaned into one nursery room,

with mixed vaccinated and non-vaccinated animals in each pen.

Blood sampling
For the first experiment (Figure 1), blood samples were collected from randomly chosen tagged
piglets at 1, 3, 5 and 8 weeks of age from 50 vaccinated and 70 non-vaccinated animals, including

the 20 that received a placebo, to follow the immune response.

For the second experiment (Figure 1), blood samples were taken from all enrolled sows at 5 weeks
(just before 1% dose of the vaccine) and 1 week (two weeks after the 2™ dose of the vaccine) before
farrowing. A total of 120 of randomly selected and tagged piglets (3 piglets/sow, for a total of 60
piglets/group) from vaccinated and non-vaccinated sows were originally included in the serological
study. However, nine piglets from three different non-vaccinated sows could not be identified
resulting in 51 piglets being sampled in this group. Piglets were sampled at 1, 3 weeks, and 5 weeks

of age.

Collected sera from both experiments were stored at -20°C until analyzed by ELISA and for the

opsonophagocytosis assay (described below).
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Strains used in the autogenous vaccine were also used for the coating of ELISA Polysorb plates
(Nunc-Immuno; Thermo Scientific, Mississauga, ON, Canada). Bacteria were grown overnight
onto 5% sheep blood agar plates at 37°C, and isolated colonies were cultured in 5 ml of Todd-
Hewitt broth (THB) (Becton Dickinson, Mississauga, ON, Canada) for 8 h at 37°C with agitation
at 120 rpm. Then, 10 pul of 1/1000 dilution of 8 h-cultures were transferred into 30 ml of THB and
incubated for 16 h at 37°C with agitation at 120 rpm. Stationary-phase bacteria were washed in
phosphate-buffered saline (PBS) at pH 7.3. Bacterial pellet was then suspended in ddH>O and
adjusted to a concentration equivalent at 108 CFU/ml. Plates were coated with 100 pl/well of the
whole bacterial suspension, air-dried during two days at room-temperature (RT), and finally fixed
with 50 pl/well of 100% methanol. After evaporation of methanol, plates were stored at room
temperature until use. For titration of antibodies, plates were washed with PBS-tween (PBS-T)
containing 0.05% Tween 20 and blocked for 1 h with 2% skim milk in PBS-T at RT. After washing,
100 pl of different 2-fold based dilutions of pig sera (in PBS-T) were added to each well and
incubated for 1 h at RT. For titration of porcine total Ig [IgG + IgM] or IgM, plates were incubated
with peroxidase-conjugated goat anti-pig total Ig [IgG + IgM] (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA) or IgM (BioRad, Mississauga, ON, Canada) antibodies for 1 h at RT. For porcine IgG1
or IgG2 detection, mouse anti-porcine IgG1 or IgG2 (BioRad) was added for 1 h at RT. After
washing, peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch) was added for 1
h at RT. Plates were developed with 3,3",5,5'-tetramethylbenzidine (TMB; InvitroGen, Burlington,
ON, Canada) substrate, and the enzyme reaction was stopped by addition of 0.5 M H>SOs.
Absorbance was read at 450 nm with an ELISA plate reader. The reciprocal of the last serum
dilution that resulted in an optical density at 450 nm (ODa4s0) of < 0.2 (cutoff) was considered the
titer of that serum. To control inter-plate variations, an internal reference positive control was added
to each plate. This positive control was composed by a pool of serum of six sows randomly selected
in the farm that showed high ELISA values against S. suis serotype 7 and serotype 9 because of
their natural exposition to these serotypes in the farm. Reaction in TMB was stopped when an
ODy4s0 of 1.0 was obtained for the positive internal control. Optimal dilutions of the positive internal
control sera and anti-porcine antibodies or conjugates were determined during preliminary

standardizations.
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Opsonophagocytosis assay (OPA)

The OPA test was based on that described for mice (10) but adapted to swine sera. Whole blood,
as a source of whole phagocytic cells, was obtained from young naive piglets originating from a
farm without S. suis endemic infection and intravenously collected in vacutainer sodium heparin
tubes (Becton Dickinson) and kept at RT. Using washed bacterial cultures grown as described
above, final bacterial suspensions were prepared in complete cell culture medium (RPMI 1640
supplemented with 5% heat-inactivated fetal bovine serum, 10 mM HEPES, 2 mM L-glutamine,
and 50 pM 2-mercaptoethanol; Invitrogen) to obtain a concentration of 2 x 10 CFU/ml. The
number of CFU/ml in the final suspension was determined by plating samples onto THB agar
(THA). Whole blood (containing approximately 1 x 10% leukocytes/ml) was mixed with the S. suis
suspension to obtain a multiplicity of infection [MOI] of 0.01. Control and sample sera from
immunized animals were added to a concentration of 40% v/v in microtubes to a final volume of
200 pl. Control sera came from naive pigs (absorbed against S. suis serotype 7 and presenting
negative ELISA values), and positive sera were obtained and pooled from sows (originated from
the same farm and presenting high ELISA values). The tube tops were pierced using a sterile needle
and were incubated for 4 h at 37°C with 5% CO-, with gentle agitation. After incubation, viable
bacterial counts were performed on THA using an Autoplate 4000 automated spiral plater. The
percentage of bacterial killing was determined using the following formula:

% Bacteria killed = [1-(bacteria recovered from sample tubes/bacteria recovered from negative

control tube with control serum)] % 100.

Clinical evaluation of animals

For both experiments, clinical signs, mortality and injectable treatments were recorded from all
enrolled piglets by farm staff daily by room. Pigs were identified as notched or not notched, and
there were no individual pig identifiers. As such, an individual pig could be represented more than
once in the data set for treatments. Pigs were followed until the end of the nursery period (10 weeks
of age). When possible, meningeal swabs or other tissue samples were collected from pig
mortalities and submitted for culture and S. suis serotyping. Isolation was performed by culture in
blood agar and identification of S. suis-like colonies by PCR (11). Identified S. suis isolates were

further serotyped by PCR (12).
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Statistical analyses

Data of ELISA were log-10 transformed to normalize distributions. A linear mixed model was used
with sampling time as the within-subject fixed effect, group (vaccinated or not vaccinated) as the
between-subject fixed effect, and identification (id) as random effect. For Experiment 1, piglet id
was used. For Experiment 2, sow id was used for sow serology analyses; in the case of piglets, sow
id and piglet id nested within sow were used as random effect. The model also took into account
unequal variances in the two groups. A priori contrasts were performed to compare pairs of means
adjusting the alpha level for each comparison with the sequential Benjamini-Hochberg procedure.
In the analysis of IgG1 and IgG2 subclasses in sow sera, equal variance ¢-test was used to compare
means according to status. For OPA analyses, data were arcsine square-root transformed to
normalize distributions. Statistical analyses were performed using SAS 9.4 (Cary, NC). The level

of statistical significance was set at 0.05.
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Figure 1. Experimental design of the field study. Experiment 1: Piglets were from non-vaccinated sows
and were vaccinated during the first week at 4 days +2 and at weaning with the autogenous vaccine. Blood
samples were collected from randomly chosen piglets at 1, 3, 5 and 8 weeks of age. Control (including
placebo animals) were also included. Experiment 2: (A) Sows were at their parity 0 and received two doses
of autogenous vaccine intramuscularly at 5 and 3 weeks before farrowing. Blood samples were taken from
all enrolled sows prior to vaccination at 5 weeks before farrowing and at 1 week before farrowing, 2 weeks

after the 2™ dose. (B) Randomly selected piglets from vaccinated and non-vaccinated sows were sampled

at 1, 3, and 5 weeks of age.
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RESULTS

EXPERIMENT 1: PIGLET VACCINATION

An active vaccination program of piglets with an autogenous bacterin fails to increase
antibody levels post-weaning.

The kinetics of total Ig [IgG + IgM] using S. suis serotype 7 whole bacteria as antigen induced by
a 2-dose vaccination program applied to piglets was quantitatively evaluated (Figure 2). No
differences were observed between animals that received adjuvant only and other non-vaccinated
animals (data not shown). Therefore, results from these animals were grouped together for all
subsequent analyses. No statistically significant differences were observed between vaccinated and

non-vaccinated animals at any time point evaluated (Figure 2).
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Figure 2. Experiment 1: Kinetics of total Ig against S. suis serotype 7 in piglets. Blood samples were
collected from randomly chosen (and tagged) piglets at 1, 3, 5 and 8 weeks of age from 50 vaccinated and
70 non-vaccinated (including the 20 placebos) animals to follow the immune response. The vaccination
protocol is shown in Figure 1. Total Ig [IgG + IgM] titers were determined by ELISA. Antibody titers for
individual piglets are shown with horizontal bars representing mean + SEM. Values significantly different

are shown in the graph with corresponding P value. Arrows indicate 1% and 2™ vaccination doses.
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Interestingly, antibody levels were very high before vaccination in the 1% week, probably of
maternal origin. However, levels were significantly (P < 0.0001) lower at 3 weeks of age and
continued to decrease (average of 3284 + 258) until 5 weeks of age, at the moment of the onset of
S. suis-related clinical signs (see Figure 5). Vaccination of piglets failed to increase their antibody

levels or duration.

The isotype profile of the antibody response in piglets was unchanged by vaccination with the
autogenous bacterin.

Analysis of total Ig [IgG + IgM] antibodies detected (using the vaccine strain of S. suis serotype 7)
might not accurately discriminate differences in individual Ig isotypes. To this aim, serum samples
obtained before vaccination and at 5 weeks of age (after the 2™ vaccination) were used to quantify
levels of IgM, IgG1 and IgG2 (Figure 3). Before vaccination, the antibody response present in the
sera, probably of maternal origin, was mainly composed of IgG1 and IgG2 isotypes, with lower
levels of IgM. At 5 weeks of age, the level of all isotypes dropped independently of vaccination,
when compared to levels at 1 week (P < 0.0001). Overall, no differences were observed in the Ig
isotype profile between vaccinated and non-vaccinated piglets. Only titers of IgM were slightly,

but significantly, higher in vaccinated than in non-vaccinated animals at 5 weeks of age (P =0.006).
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Figure 3. Experiment 1: Isotype profile of antibodies against S. suis serotype 7 in piglets. Blood samples
were collected from randomly chosen (and tagged) piglets at 1 and 5 weeks of age from 50 vaccinated and
50 non-vaccinated (including the 20 placebos) animals to evaluate (A) IgM titers, (B) IgG1 titers, and (C)
IgG2 titers by ELISA. The vaccination protocol is shown in Figure 1. Antibody titers for individual piglets
are shown with horizontal bars representing mean = SEM. Values significantly different are shown in the

graph with corresponding P value.
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An active vaccination program of piglets with an autogenous bacterin fails to improve the
killing capacity of antibodies.

In vaccine studies, in vitro functional assays, such as the opsonophagocytosis assay (OPA test),
complement ELISA titers for evaluating protection are largely used in human medicine as a
correlate of immunity. The OPA test evaluates the capacity of vaccine-induced antibodies to kill
bacteria in the presence of phagocytic cells. Such assays are normally performed using phagocytic
cell lines or purified cell types, which underestimates the complexity of blood bactericidal activity.
In this study, we standardized an OPA test using swine whole-blood as effector cells, in a format
that requires small serum quantities. After incubation, viable bacterial counts are performed. The
percent of bacterial killing is determined by comparing bacterial numbers in sample tubes with
those in negative control tubes. As such, the positive control used was considered showing 100%
of killing (data not shown). Sera at 1 week, 2 weeks after the first vaccine dose (3 weeks of age)
and 2 weeks after the second vaccine dose (5 weeks of age) were evaluated in the OPA test. Results
showed no statistically significant differences between vaccinated and non-vaccinated animals at
any time point evaluated (Figure 4). Nevertheless, within the vaccinated group, animals having
received their 2™ dose (5 weeks of age) showed a slightly higher OPA activity than those having
their first dose (3 weeks of age) (P = 0.0003). Noticeably, before vaccination, maternal-derived
antibodies were already highly opsonizing and thus able to induce bacterial elimination by
phagocytic cells. Yet, the OPA activity of these antibodies was significantly reduced at 3 and 5

weeks of age (P < 0.0001), with no differences between vaccinated and control animals.
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Figure 4. Experiment 1: Opsonophagocytosis killing of S. suis serotype 7 induced by serum antibodies

from piglets. Blood samples were collected from randomly chosen piglets at 1, 3, and 5 weeks of age. Blood
samples from 50 vaccinated and 70 non-vaccinated (including the 20 placebos) at 1 and 3 weeks of age, and
from 25 vaccinated and 25 non-vaccinated (including the 20 placebos) at 5 weeks of age have been tested
in an opsonophagocytosis assay (OPA) to evaluate their functionality. For OPA, blood leukocytes were
mixed with S. suis serotype 7 (vaccine strain) at a multiplicity of infection of 0.01. Control sera or sample
sera from vaccinated piglets or non-vaccinated piglets were added to a final concentration of 40% v/v in
microtubes which were incubated for 4 h. After incubation, viable bacterial counts were performed and the
percentage of bacterial killing were determined. Results are expressed as % of bacterial killing for individual
sera, with horizontal bars representing mean = SEM. Values significantly different are shown in the graph

with corresponding P value. Arrows indicate 1*' and 2™ vaccination doses.

Clinical outcome was not improved by an active vaccination program of piglets with an
autogenous bacterin.

Mortality and injectable treatments were recorded by farm staff daily in the three nursery rooms
(total of 1494 piglets; 583 vaccinated and 911 non-vaccinated). As shown in Table 1, overall
mortality rate was 6%; with a rate of 5.3% in the vaccinated group and of the 6.5 % in the non-
vaccinated group. The incidence rate of total injectable treatments was 0.73% in vaccinated animals

and of the 0.89% in non-vaccinated ones (Table 2).
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Table 1

Distribution of mortality among vaccinated and non-vaccinated piglets.

Experiment 1* All dead S. suis related death Alive Total pigs
Vaccinated 31 5.32% 28 4.80% 552 583
Non vaccinated 59 6.48% 50 5.50% 852 911
Total Pigs 90 6.02% 78 5.22% 1404 1494

 Vaccinated (n = 583) and non-vaccinated (n = 911) piglets were followed clinically. S. suis related death
rate was calculated recognizing limits without autopsy.

Table 2

Distribution of treatment data among vaccinated and non-vaccinated piglets in the post weaning period.

Time in pig weeks
Experiment 1° Number of injectable N pigs | n Incidence rate of
P treatments (N pigs in each group x treatments
N days in nursery)
Vaccinated 208 28567 0.73%
Non-vaccinated 398 44639 0.89%
Total treatments 606 73206 0.83%

N = number

* Vaccinated (n = 583) and non-vaccinated (n = 911) piglets were followed clinically. The number of
injectable treatments given to sick pigs was recorded. One pig could have received more than one injection.

Other than mortality due to sudden death, clinical signs related to S. suis were mostly associated to
arthritis and meningitis. The kinetics of S. suis-related mortality and S. suis-related injectable
treatments (such as penicillin G) showed that evidence clinical disease started at 5 weeks of age
(Figure 5). Mortality gradually increased over 8 weeks of age. S. suis-related mortality was 4.8 %
in vaccinated animals and 5.5 % in non-vaccinated animals (Table 1). When bacterial isolation and
serotyping was possible, serotype 7 was found as expected. Surprisingly, S. suis serotype 9 was
also recovered in pure culture for several clinical samples. Nevertheless, a systematic
epidemiological survey could not be performed to determine the relative frequencies of these

serotypes in clinical cases, since samples from all cases were not sent to the laboratory.
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Figure 5. Experiment 1: Number of S. suis-related injectable treatments and S. suis-induced number
of deaths in piglets over time. Piglets from non-vaccinated sows were selected (n = 1494). During the 1%
week, at 4 days £2, each litter was randomly divided into two groups. Group 1 (“vaccinated group”; n =
583) received the autogenous vaccine (as shown in Figure 1) and group 2 was processed normally (“non-
vaccinated group”; n = 911). Each litter was roughly divided equally into each group. All farrowings over
the course of 1 week were enrolled in the trial. All piglets were randomly weaned into three nursery rooms,
with pigs from group 1 and 2 mixed in each pen. S. suis-related mortality and injectable treatments were
recorded from all enrolled piglets by farm staff daily by room. Pigs were identified as ear notched or not,
and there were no individual pig identifiers. As such, an individual pig could be represented more than once
in the data set for treatments. Pigs were followed until the end of the nursery period at approximately 10

weeks of age. In this graph, only S. suis-related mortality and injectable treatments are displayed.

EXPERIMENT 2: SOW VACCINATION

Antibody levels against the autogenous vaccine are increased in vaccinated sows, yet the Ig
isotype profile differs between the serotypes.

Due to the finding showing that S. suis serotype 9 was also clinically important in the herd, the
producer decided to include both, serotype 7 and serotype 9 strains in the S. suis autogenous
bacterin used for the 2-dose vaccination program of sows (Experiment 2, Figure 1). Levels of total
Ig [IgG + IgM] against S. suis serotype 7 or S. suis serotype 9 were already very high before
vaccination (Figure 6). Interestingly, titers significantly increased after the 2" vaccine dose as

measured one week before farrowing (Figure 6).
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Experiment 2: Sows
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Figure 6. Experiment 2: Total Ig levels against S. suis serotype 7 (A) or serotype 9 (B) in sows. Blood
samples were collected 5 weeks and 1 week before farrowing from 20 vaccinated and 20 non-vaccinated
sows to follow the immune response. The vaccine was administered at 5 and 3 weeks before farrowing.
Total Ig [IgG + IgM] titers were determined by ELISA. Antibody titers for individual sows are shown with
horizontal bars representing mean = SEM. Values significantly different are shown in the graph with

corresponding P value. Arrows indicate 1% and 2™ vaccination doses.

A vaccination that works supposed to induce not only a higher anti-S. suis Ig levels but also isotype
switching from IgM to IgG, as normally evidenced by a reduction in IgM and an increase in IgG
subclasses during a secondary immune response (Figure 7). This was clearly observed for serotype
9 (Figure 7B), as vaccinated sows presented a reduced titer of [gM and increased levels of IgG.
Both, IgG1 and IgG2 subclasses against serotype 9 were higher in vaccinated sows compared to

non-vaccinated controls; however, IgGl was the most dominant antibody subclass. Isotype
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switching against serotype 7 was less evident, with only a significant increase in IgG1 observed in

vaccinated animals compared to controls (Figure 7A). In the control group, IgM levels were

significantly higher at -1 week than at -5 weeks before farrowing.

Experiment 2: Sows

A B
SEROTYPE 7 SEROTYPE 9
P =0.0002 P =0.0008
400001 40000 P =0.002 P=001 © Vaccinated
*
- ¢ Non-vaccinated
-]
30000 300001
:
*
%u 194 ° . °
= 200001 ¢ ot °50 . LS
3 °:° 20000 oo E . .
[ .. o -:¢I . vﬁv— %od
.
% ": 20 ° X3 .. -
10000 7 *e —==— °qpo® 100009 o 123 °
‘oo . °°o o * . ° 0L % o
. ] ° * . 000
o
0 T T T T 0 T T T T
-5weeks -lweek -5weeks -1week -S5weeks -lweek -5weeks -1week
P <0.0001 ‘ P < 0.0001 ‘
10000 7 r 1 10000 7 o
-]
7500 7500 1 °
o -]
— -]
o
>
— 5000 50001 —_
2
[
o
°, o°
2500 2500 0 0
-]
o * °g°
‘e - Po° .0 °
oL e o0 oL ttvvevrrrryeeeves
-1week -1lweek
before farrowing before farrowing
10000 7 10000 7 . P=0.009 ,
7500 ° 7500 °
o~
o H
° o
~ 5000 5000 .
2
[
* o
* e -
. o
2500 - % 25004 0%
* E!o
- ° hd
9 40t °o°g:° == oo:m°
o eget ° 0 PR %00
-1week -1week

before farrowing

before farrowing

Figure 7. Experiment 2: Isotype profile of antibodies against S. suis serotype 7 (A) or serotype 9 (B)
in sows. Blood samples were collected 5 weeks and 1 week before farrowing from 20 vaccinated and 20
non-vaccinated sows to follow the immune response. The vaccination protocol is shown in Figure 1. IgM,
IgG1 and IgG2 titers were determined by ELISA. Antibody titers for individual sows are shown with
horizontal bars representing mean = SEM. Values significantly different are shown in the graph with

corresponding P value.
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Maternal antibody transfer to piglets is not increased after sow vaccination.

The goal of sow vaccination is to induce an increase of maternal antibody transfer to piglets through
colostrum intake. In spite of higher levels of anti-S. suis Ig [IgG + IgM] induced in sows by the
autogenous bacterin, piglets from vaccinated sows showed similar levels of antibodies either
against serotype 7 or serotype 9 than piglets from non-vaccinated sows at 1 week (Figures 8A and
8B). Vaccination of sows did not improve duration of maternal antibodies in piglets, titers were
already low at weaning. Since IgG1 and IgG2 subclasses against serotype 9 and IgG1 subclass
against serotype 7 were significantly increased in vaccinated sows, we analyzed if these particular
IgG subclasses were also predominantly transferred to piglets. However, isotype profile of piglets
from vaccinated sows was similar to that of piglets from non-vaccinated sows (Figures 8C-E).
Finally, the functional ability of the antibodies was also evaluated using serotype 7 as a model and
for comparative purposes with the first part of the study. As show in Figure 9, the OPA activity of
antibodies in sows 1 week before farrowing was 100% in both groups. Due to maternal transfer of
these functionally active antibodies, OPA capacity was also high in the sera of piglets at 1 week,
with no differences between piglets derived from vaccinated vs. non-vaccinated sows (Figure 9; P
= 0.76). As observed in Experiment 1 (Figure 4), OPA activity of antibodies was significantly
lower at 5 weeks of age. At this age, levels are similar in both groups (P = 0.041; considered as

non-significant).
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Figure 8. Experiment 2: Kinetics of total Ig and isotype profile of antibodies against S. suis serotype
7 or serotype 9 in piglets from either vaccinated or non-vaccinated sows. Randomly selected 120 piglets
(3 piglets/sow, for a total of 60 piglets/group) from vaccinated and non-vaccinated sows were originally
included in the serological study. Nevertheless, 9 piglets from 3 different non vaccinated sows could not be
identified, for a total of 51 piglets finally enrolled for serology in this group. Piglets were sampled at 1, 3,
and 5 weeks of age and total Ig [IgG + IgM] titers were determined by ELISA against S. suis serotype 7 (A)
or serotype 9 (B). Piglets were sampled at 1 week to evaluate titers of [gG1 against S. suis serotype 7 (C) or
serotype 9 (D) and titers of IgG2 against S. suis serotype 9 (E). Antibody titers for individual piglets are

shown with horizontal bars representing mean = SEM. Values significantly different are shown in the graph

with corresponding P value.
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Experiment 2: Sows and piglets

SEROTYPE 7 P <0.0001
f - \ © Vaccinated sows
1007 saggpee s 0 VVIVy -.......- . ® Non-vaccinated sows
. CAATY .
% % v H . Piglets from
. L) .
80 4 . v vaccinated sows

L] v
Piglets from

° v

60 A .

non-vaccinated sows

40 : v v

% killing of S.suis

20 : } %
0 .
-1 week 1 week 5 weeks

before farrowing

Figure 9. Experiment 2: Opsonophagocytosis killing of S. suis serotype 7 induced by serum antibodies
from sows and from their piglets. Blood samples were collected 1 week before farrowing from seven
vaccinated and seven non-vaccinated sows and from randomly chosen piglets (1 per sow) at 1 and 5 weeks
of age (n = 20 per group) to evaluate their functionality in an opsonophagocytosis assay (OPA). For OPA,
blood leukocytes were mixed with S. suis serotype 7 (vaccine strain) at a multiplicity of infection of 0.01.
Control sera or sample sera from vaccinated or non-vaccinated animals were added to a final concentration
of 40% v/v in microtubes which were incubated for 4 h. After incubation, viable bacterial counts were
performed and the percentage of bacterial killing determined. Results are expressed as % of bacterial killing
for individual sera, with horizontal bars representing mean + SEM. Values significantly different are shown

in the graph with corresponding P value.

Weaned piglets are not clinically protected after a sow vaccination program with two doses
of the S. suis autogenous bacterin.

A total of 207 piglets from vaccinated sows and 183 piglets from non-vaccinated sows were
followed for clinical outcomes and injectable treatments were recorded. The overall mortality rate
related to S. suis disease was 3.3%; with a rate of 3.4% in the vaccinated group and of the 3.3% in
the non-vaccinated group (Table 3). Mortality and clinical signs related to S. suis were similar to
those described above (Figure 5). The kinetics of S. suis-related mortality and S. suis-related

injectable treatments (such as penicillin G) showed that clinical disease peaking between 3 and 5
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weeks of age (Figure 10). When bacterial isolation and serotyping was possible, either serotype 7

or serotype 9 were found in brain and joint swabs of clinically affected animals.

Table 3

Distribution of mortality among piglets from vaccinated and non-vaccinated sows.
Experiment 2° All dead S. suis related death Alive Total pigs
Vaccinated 7 3.38% 7 3.38% 200 207
Non vaccinated 6 3.28% 6 3.28% 177 183
Total Pigs 13 3.33% 13 3.33% 377 390

2 Piglets from vaccinated sows (n = 207) and piglets from non-vaccinated sows (n = 183) were followed
clinically. S. suis related death rate was calculated recognizing limits without autopsy.
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Figure 10. Experiment 2: Number of S. suis-related injectable treatments and S. suis-induced number
of deaths in piglets over time. A total of 207 piglets from vaccinated sows and 183 piglets from non-
vaccinated sows were enrolled in the trial. All piglets were weaned into one nursery room, with mixed
vaccinated and non-vaccinated groups in each pen. Total and S. suis-related mortality and injectable
treatments were recorded from all enrolled piglets by farm staff daily by room. Pigs were identified as
notched or not notched, and there were no individual pig identifiers. As such, an individual pig could be
represented more than once in the data set for treatments. Pigs were followed until the end of the nursery

period. In this graph, only S. suis-related mortality and injectable treatments are displayed.
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DISCUSSION

In the era of antibiotic restrictions, new social consumption trends and lack of efficacious
commercial vaccines, autogenous bacterins dominate the market with the intention to control S.
suis infection in pigs. However, and to the best of our knowledge, only two published articles have
addressed the efficacy of this preventive approach in the field with inclusion of control groups and
using a licensed (and not experimental) vaccine. In the recent study of Hopkins et al. (13), vaccine
effectiveness was evaluated on a farrow-to-finish farm experiencing mortality due to S. suis. Direct,
indirect, total, and overall vaccine effectiveness were analyzed by vaccinating 75% of pigs in each
litter. The selected pigs received the autogenous S. suis serotype 2 vaccine, at weaning and a booster
3 weeks after entering the nursery. The direct effect of vaccination (mortality due to S. suis) was
not statistically significant. However, the calculated total and overall vaccine effectiveness
(complete herd-level mortality) showed potential protective effects; yet mortality due to any cause
was considered here. In the study of Torremorel et al. (14), piglets were vaccinated at weaning and
boosted 10 days later and mortality and morbidity rates in nursery pigs fluctuate regardless of
treatment. These results are in agreement with our clinical data and suggest that successful control
of S. suis-related disease by an autogenous vaccination program remains to be more carefully
assessed. The vaccination strategy might have an impact on vaccine effectiveness, including the
time of piglet prime and boost vaccination or the number of required doses in sows accordingly to
parity. The dynamics of S. suis infection in the herd might also affect the conclusions that can be
driven from field studies as suggested in previous published works (13,14). In our study, the
emergence or misplacing of serotype 9 in the piglet vaccination program could have affected the
vaccine capacity to reduce S. suis-related clinical signs in the farm. Indeed, the serotype 9 could
possibly has been in the farm since the beginning but was not detected earlier. Another important
confounding factor is the assessment of total mortality or total treatments instead of those directly
related to S. suis disease. If an outbreak of an unrelated disease was present in the farm and further
controlled during the vaccination trial, the improvement in health may not be directly linked to the
vaccine effect. The opposite, such as a concomitant infection with causing piglet mortality, may
also negatively affect the evaluation of the autogenous vaccine. Finally, the use of preventive
medication which differs from farm to farm also complicates the analysis of clinical data; by
masking the real effect of the vaccine and/or keeping S. suis-related mortality levels very low which

compromises statistical power. Another important aspect of vaccine evaluation is the study of the

80



underlying immunological responses induced by the vaccine that can be scientifically and directly
linked to vaccine effectiveness. Indeed, our study is the first to characterize the antibody response
in terms of magnitude, kinetics, isotype profiling and functionality; all key aspects in vaccinology.
S. suis is an encapsulated pathogen and its thick capsular polysaccharide protects the bacterium
against immune system clearance by phagocytic cells, thus allowing S. suis systemic dissemination
(15). This natural resistance of S. suis is overcome if highly opsonic antibodies recognizing surface-
exposed bacterial components are present. These antibodies will induce rapid bacterial uptake by
phagocytic cells and consequent destruction (16). As such, when evaluating the efficacy of a S. suis

vaccination program it is also vital to analyze the OPA activity of vaccine-induced antibodies.

In this study, an active vaccination program of piglets failed to induce a significant increase in anti-
S. suis antibody levels, or changes in the isotype profile as evaluated by ELISA, or functionality as
measured by the OPA test. Only a small increase in IgM levels was observed after boost vaccination
of piglets. At this time point (5 weeks of age) an increase in OPA activity was also observed
compared to that observed after prime vaccination. Yet, overall no differences with the placebo
group were observed in the OPA test. Albeit promising, the biological implication of an increase
in these parameters was limited as no clinical protection was observed at this time point, which

coincided with an increase of S. suis-related disease in the nursery.

The immunological characterization of the antibody response at approximately 1 week of age
(before piglet vaccination) also revealed impressively high levels of antibodies, most probably of
maternal origin, and this independently of sow vaccination. This response was mainly composed,
as expected for maternal antibodies, of IgG1 and IgG2 and lower levels of IgM. This maternal
antibody response was highly opsonic, yet not lasting enough to confer protection in the
postweaning period. Indeed, at the moment of appearance of S. suis clinical signs, antibody levels
in piglets were already very low, independently of the vaccination program used. Similarly to our
findings, an experimental study showed that neither application of S. suis bacterin to preparturient
sows nor that to suckling piglets or both elicited protection in 8-week-old piglets, which was
explained by the lack of opsonizing antibodies. Serum half-life for maternal IgG in suckling piglets
was estimated around 6 to 10 days (17, 18). A previously published serological cross-sectional
profile of unvaccinated piglets also showed a significant decrease in anti-S. suis antibody levels

after 2 weeks of age, with the lowest values occurring between 6 and 8 weeks.
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Based on these observations, it could be expected a high maternal interference when vaccinating
piglets during the first two weeks of age. In a previous field study using an experimental bacterin
(19), the response to the vaccine varied considerably among pigs and was attributed, at least in part,
to the levels of maternal antibodies at the time of vaccination. In the experimental study of Baums
et al. (18), the missing or weak immune responses observed with regard to suckling piglet
vaccination (two-doses at 2 and 4 weeks of age) was potentially related to either inhibition by
maternal antibodies and other colostrum components or immature adaptive immunity in suckling
piglets. Therefore, more research is needed to evaluate the perfect age window for piglet
vaccination in order to avoid maternal interference but confer protection at the moment of S. suis

clinical signs onset.

The immunological characterization of the antibody response during the sow vaccination
experiment notably revealed that basal antibody levels against S. suis in sows are already very high.
This was also noticed in previous studies (18, 19). These antibodies are generated by either natural
exposition of animals to S. suis in the farm, especially taking into account that this bacterial species
1s part of the normal microflora of pigs, or by cross-reactions with other commensal bacterial
species, including other streptococci. A two-dose vaccination program of sows before farrowing
significantly increased anti-S. suis antibody levels, with isotype switching towards IgG1 mainly.
However, this increased response in sows was not sufficient to significantly improve maternal
antibody transfer to piglets and thus their clinical protection over time. Interestingly, although
levels of maternal antibodies of piglets from either vaccinated or non-vaccinated sows were very
high during the first week of age, an important variation in the antibody titers (with a few piglets
presenting very low values) was observed. This was also previously noticed in another study (19).
Possible explanations may include lack of sufficient colostrum intake or intestinal absorption

problems in those piglets.

The OPA activity of sow antibodies was already 100% before vaccination and thus no changes can
be expected by a vaccination program of sows. The high levels of sow antibodies as detected by
ELISA and high level of opsonic antibodies as measured by the OPA test may explain the usual
lack of clinical disease in adult animals (1). In addition, in spite of increased titer levels in sows,

OPA activity of maternal-derived antibodies in piglets from vaccinated sows was similar to that
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observed in the control group. Overall, the vaccination program applied to sows in our study failed
to improve pre-existing natural protective immunity and its functionality in piglets. Sow
vaccination programs are highly variable, this can affect the vaccine response and remains to be

fully evaluated in a field comparative study.

The isotype profile of vaccine-induced antibodies is important in the fight against S. suis, as this is
linked to the capacity of certain isotypes to induce opsonophagocytosis while other isotypes are
known to be poorly opsonic (20, 21). In this study, results showed that IgM naturally increased,
probably as the result of continuous exposition of animals to S. suis or cross-reacting bacteria from
microflora, including other streptococci. Regarding isotype switching, the adjuvant is the main
component of the vaccine formulation driving isotype switch and this aspect has not been
scientifically evaluated in field vaccination with autogenous bacterins. This may be explained by
the use of vaccines prepared by licensed private companies, which do not usually disclose the
formulation. The vaccine formulation used in this study seems to favor, at least in sows, production
of IgG1 subclass, which has been previously suggested to be poorly protective in the context of S.
suis infections (20). The vaccine antigen itself can also influence the isotype switching and/or
antibody functionality (22, 23). In this study, isotype switching was less efficiently induced by
serotype 7 compared to serotype 9 vaccine-component. As such, the impact of autogenous vaccine
formulation on its efficacy needs to be carefully studied, including the effect of the adjuvant and
the possible interference by inclusion of multiple S. suis serotypes and strains, as is commonly used

in the field.

In conclusion, autogenous bacterins are presently the only preventive tool available for swine
producers, as an alternative to antimicrobials, to control S. suis infections. This promising approach
requires extensive and comparative scientifically-sound studies to evaluate the most efficacious
way to prepare the vaccine, the adjuvant to be included, the number of doses, age of piglet

vaccination and the real benefit of vaccinating sows, or piglets or both.
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IV. Discussion



A I'ére des restrictions dans I’utilisation des antibiotiques, des nouvelles tendances de consommation
et du manque de vaccins commerciaux efficaces, les bactérines autogénes dominent le marché pour
controler les infections a S. suis chez les porcs. Cependant, et a notre connaissance, seuls 2 articles
publiés ont traité de I'efficacité de cette approche préventive sur le terrain en incluant des groupes de
contrdle et en utilisant un vaccin produit par une compagnie accréditée (152, 156). Dans la récente
¢tude de Hopkins et al. (152), I'efficacité vaccinale directe, indirecte, totale et globale du vaccin a été
¢valuée par une méthode statistique en vaccinant 75% des porcs dans chaque portée. La réponse
immunologique n’a pas ét¢ mesurée. Les porcs sélectionnés ont recu le vaccin autogene S. suis de
sérotype 2 au sevrage et un rappel 3 semaines apres leur entrée en pouponniere. L'effet direct de la
vaccination (mortalité due a S. suis) n'était pas statistiquement significatif; cependant, l'efficacité
totale et globale du vaccin calculée a partir de la mortalité totale du troupeau a montré des effets
protecteurs potentiels. La mortalit¢ due a une cause autre que celle de S. suis a par ailleurs été
considérée dans cette étude. Dans 1'é¢tude de Torremorel et al. (156), les porcelets ont été vaccinés au
sevrage et rappelés 10 jours plus tard. Le taux de mortalit¢ et de morbidité chez les porcs en
pouponniere a fluctué quel que soit le traitement. Ces résultats sont en accord avec nos données
cliniques et suggerent que le controle de la maladie liée a S. suis par un programme de vaccination
autogeéne reste a étre évalué plus attentivement. La stratégie de vaccination pourrait avoir un impact
sur l'efficacité du vaccin, comme le moment de la premiére dose de vaccination des porcelets et du
rappel ou encore le nombre de doses requises chez les truies en fonction de la parité. La dynamique
de l'infection a S. suis dans le troupeau pourrait également influencer les conclusions tirées des études
sur le terrain, comme suggéré dans les précédents travaux publiés (152, 156). Dans notre étude, la
non-détection du sérotype 9 lors du premier diagnostic ou son émergence tardive dans le programme
de vaccination des porcelets aurait pu affecter la capacité du vaccin a réduire les signes cliniques liés
a S. suis dans la ferme (Annexe 1). Un autre facteur confondant important est 1'évaluation de la
mortalité totale ou des traitements totaux au lieu de ceux directement liés a la maladie de S. suis. Si
I’éclosion d'une maladie non liée a S. suis, mais entrainant des mortalités, était présente dans la ferme
et qu’elle était traitée au cours de 'essai de vaccination, le controle de cette éclosion, au moyen d'autres
interventions, pourrait améliorer la situation sanitaire sans €tre directement li¢ a 1’effet du vaccin.
Enfin, 1'utilisation de traitements préventifs (qui différent d'une ferme a I'autre) complique également
l'analyse des données cliniques; en masquant l'effet réel du vaccin et / ou en maintenant tres bas les

taux de mortalité liés a S. suis, ce qui compromet le pouvoir statistique.
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Un autre aspect important de I'évaluation d'un vaccin est I'étude de la réponse immunologique induite
par le vaccin, qui peut étre scientifiquement et directement liée a 1'efficacité du vaccin. Malgré cela,
notre étude est la premicre a caractériser la réponse anticorps en termes de magnitude, de cinétique,
de profil isotypique et de fonctionnalité; tous les aspects clés de la vaccinologie. S. suis est un agent
pathogeéne encapsulé et sa CPS épaisse protege la bactérie de son élimination par les cellules
phagocytaires du systéme immunitaire, permettant ainsi sa dissémination systémique (41). La
résistance naturelle de S. suis est vaincue si des anticorps hautement opsonisants, reconnaissant des
composants bactériens exposés en surface, sont présents. Ces anticorps vont induire une
internalisation rapide des bactéries par les cellules phagocytaires suivi de leur destruction (22). De ce
fait, lors de I'évaluation de 1'efficacité d'un programme de vaccination contre S. suis, il est également

essentiel d'analyser l'activité opsonisante des anticorps induits par le vaccin.

Dans cette étude, un programme de vaccination active des porcelets n’a pas entrainé d’augmentation
significative du taux d’anticorps anti-S. suis, ou de changement de profil isotypique (évalué par
ELISA), ou de différence de fonctionnalit¢ de ces anticorps mesurée par le test OPA
(« opsonophagocytosis assay »). Seule une légére augmentation des taux d'IgM a été observée apres
le rappel du vaccin. A ce stade, 4 'dge de 5 semaines, une augmentation de l'activité OPA a également
¢té observée par rapport a celle observée apres la premicre vaccination. Pourtant, dans 1’ensemble,
aucune différence avec le groupe placebo n’a été observée dans le test OPA. Bien que prometteur,
I'implication biologique d'une augmentation de ces parametres €tait limitée car aucune protection
clinique n'avait ét€ observée a ce moment-1a, et coincidait méme avec une augmentation de la maladie

liée a S. suis dans la pouponnicre.

La caractérisation immunologique de la réponse anticorps a €galement révélé des taux tres €levés
d'anticorps, probablement d'origine maternelle, vers 1'dge d'une semaine environ, soit avant la
vaccination des porcelets; et ceci indépendamment de la vaccination des truies. Tel qu’attendu pour
des anticorps maternels, cette réponse était principalement composée d'IgG1 et d'IgG2 et de taux plus
faibles d'IgM. Cette réponse anticorps d’origine maternelle était hautement opsonisante, mais pas
assez durable pour permettre une protection des porcelets apres le sevrage. En effet, au moment du
sevrage, a 3 semaines d’age, les taux d’anticorps chez les porcelets étaient déja tres faibles,
indépendamment du programme de vaccination. De ce fait, lors de 1’apparition des premiers signes
cliniques de S. suis a environ 5 semaines, le faible taux d’anticorps témoigne d’une absence de

protection des porcelets. De la méme manicre que nos résultats, une étude expérimentale a montré que
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ni l'application d‘une bactérine a S. suis aux truies avant parturition, ni celle a des porcelets allaités,
ni celle des deux, n’induisait de protection chez les porcelets agés de 8 semaines; ce qui s'explique par
le manque d'anticorps opsonisants (75). La demi-vie sérique des IgG chez les porcelets allaités a été
estimée de 6 a 10 jours (75, 165). Un profil sérologique transversal précédemment publi¢ provenant
de porcelets non-vaccinés montrait une diminution significative des anticorps anti-S. suis apres 2

semaines d’age, les valeurs les plus faibles se situant entre 6 et 8 semaines.

Sur la base de ces observations, on pourrait s'attendre a une forte interférence des anticorps maternels
lors de la vaccination des porcelets au cours des deux premicres semaines d’age. Dans une précédente
¢tude de terrain utilisant une bactérine expérimentale (157), la réponse au vaccin variait
considérablement entre les porcs et était attribuée, en partie, aux taux d'anticorps maternels au moment
de la vaccination. Dans I'étude expérimentale de Baums et al. (75), les réponses immunitaires faibles
ou absentes observées chez les porcelets vaccinés (deux doses a 2 et 4 semaines) étaient
potentiellement liées a une inhibition par des anticorps maternels, ou d'autres composants du
colostrum, ou par une immunité adaptative immature chez les porcelets sous la mére. Par conséquent,
des recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer la fenétre d'age idéale pour vacciner des
porcelets afin d'éviter toute interférence maternelle et permettant a la fois une protection au moment

de l'apparition des premiers signes cliniques de S. suis.

La caractérisation immunologique de la réponse anticorps lors de l'expérience de vaccination des
truies a notamment révélé que les taux d'anticorps basaux dirigés contre S. suis chez les truies sont
déja treés élevés. Cela a également été constaté dans des études antérieures (75, 157). Ces anticorps
sont générés soit par I'exposition naturelle des animaux a S. suis dans la ferme, en tenant compte en
particulier du fait que cette espece bactérienne fait partie de la microflore normale des porcs, soit par
des réactions croisées avec d'autres especes bactériennes commensales, notamment des autres
streptocoques. Un programme de vaccination a deux doses des truies avant parturition a augmenté
significativement les taux d’anticorps anti-S. suis, avec une commutation isotypique principalement
vers les IgG1. Cependant, cette réponse accrue chez les truies n'était pas suffisante pour améliorer le
transfert d'anticorps maternels aux porcelets et donc leur protection clinique au fil du temps. Fait
intéressant, bien que les taux d'anticorps maternels des porcelets nés de truies vaccinées et non
vaccinées aient été tres €levés au cours de la premiere semaine d'age, une variation importante des

titres d’anticorps (quelques porcelets présentant des valeurs tres faibles) a été observée. Cela avait

90



déja été noté dans une autre étude (157). Les explications possibles peuvent inclure un manque

d'apport suffisant en colostrum ou des problémes d'absorption intestinale chez ces porcelets.

L'activité OPA des anticorps des truies était déja de 100% avant la vaccination et aucun changement
ne peut donc étre anticipé par un programme de vaccination des truies. Les taux élevés d'anticorps de
truies détectés par ELISA et le niveau ¢élevé d'anticorps opsonisants tels que mesuré par le test OPA
peuvent expliquer l'absence de maladie causée par S. suis chez les porcs adultes (166). De plus, malgré
I’augmentation du titre des anticorps chez les truies, I’activité OPA des anticorps dérivés de la mére
chez les porcelets nés de truies vaccinées était similaire a celle observée dans le groupe non-vacciné.
Dans I'ensemble, le programme de vaccination appliqué aux truies dans notre étude n'a pas permis
d'améliorer I'immunité protectrice naturelle préexistante chez les porcelets. Les programmes de
vaccination des truies sont trés variables et le nombre de doses varie de 2 a 4 avant parturition, selon
le niveau de parité des truies. Cela peut affecter la réponse vaccinale et doit encore étre pleinement
¢valué dans une étude comparative sur le terrain. Le profil isotypique des anticorps induits par un
vaccin est important dans la lutte contre S. suis, car il est li¢ a la capacité de certains isotypes a induire
une opsonophagocytose alors que d'autres isotypes sont connus pour étre faiblement opsonisants (117,
167). L’adjuvant est le principal composant de la formulation vaccinale a 1’origine du changement
d’isotype, et cet aspect n’a pas été évalué de manicre scientifique sur le terrain avec des bactérines
autogenes. Cela peut s'expliquer par I'utilisation de vaccins préparés par des sociétés privées agréées,
qui ne divulguent généralement pas la formulation. La formulation vaccinale utilisée dans cette étude
semble favoriser, au moins chez les truies, la production d’Ig de sous-classe IgG1, ce qui a déja été
suggéré comme étant peu protecteur dans le contexte des infections a S. suis (117). L'antigéne du
vaccin lui-méme peut €également influencer sur la commutation d'isotype et / ou la fonctionnalité des
anticorps (161, 168). Dans cette étude, le sérotype 7 présent dans le vaccin induisait moins
efficacement la commutation isotypique comparativement au sérotype 9 de ce vaccin bivalent. En tant
que tel, I'impact de la formulation d'un vaccin autogeéne sur son efficacité doit étre soigneusement
¢tudié, y compris I'effet de I'adjuvant et les interférences possibles de I'inclusion de plusieurs sérotypes

et souches de S. suis, couramment utilisés sur le terrain.
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V. Conclusion et perspectives



e Ce projet de maitrise a permis d’évaluer de facon détaillée 1’efficacité d’un vaccin a base de

bactérines autogenes utilisé sur le terrain pour controler les infections a S. suis chez le porc.

e Les bactérines autogeénes sont le seul outil préventif disponible pour les producteurs de porcs
afin de lutter contre les infections a S. suis. Dans les deux stratégies vaccinales étudiées, le
méme profil d’anticorps a pu étre observé, rapportant de forts titres d’anticorps maternels chez
les porcelets qui declinent au cours du temps jusqu’a ne plus étre présents apres le sevrage,

au-dela de 3 semaines d’age, période la plus a risque d’infection.

e Selon notre étude, bien que la vaccination soit une stratégie nécessaire, des progres restent

encore a faire pour mettre en place un vaccin efficace.

En perspective, les résultats obtenus griace a cette étude permettent d’ouvrir de nouvelles pistes
d’étude pour améliorer I’efficacité du vaccin. Ces pistes passent par des études scientifiques
approfondies et comparatives de préparation et d’administration du vaccin : adjuvant a inclure,
méthode pour tuer les bactéries, concentration de la bactérie, inclusion de différents sérotypes dans
une méme formulation, nombre de doses, age de la vaccination des porcelets, bénéfice réel de la
vaccination des truies, ou des porcelets ou des deux. Des études supplémentaires sont donc nécessaires

pour parvenir a développer un vaccin protecteur.
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Annexe 1

Emergence du sérotype 9 dans la ferme

Sérotypie des isolats de S. suis
provenant detissus de porcs affectés
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Les analyses proviennent de tissus affectés des cas cliniques de porcelets de I’expérience 1 du projet.
On constate une émergence de cas cliniques causés par le sérotype 9 a partir de 5 semaines d’age.
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