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RESUME

Durant une infection pulmonaire, les porcs sont souvent infectés par plus d’un
microorganisme. Actinobacillus pleuropneumoniae et le virus du syndrome reproducteur et
respiratoire porcin (VSRRP) sont des pathogeénes qui peuvent infecter de manicre
simultanée les porcs. L’objectif du présent projet est d’étudier I’interaction entre ces
pathogénes. Les deux lignées cellulaires permissives au VSRRP utilisées sont les cellules
« St-Jude porcine lung » (SJPL) et MARC-145. Les cellules ont été pré-infectées avec le
VSRRP, puis infectées avec A. pleuropneumoniae. Un dosage de la lactate déshydrogénase
a montré qu’une co-infection VSRRP-A. pleuropneumoniae comparée a une infection
simple augmente significativement la cytotoxicité. Dans les mémes conditions
expérimentales, une pré-infection virale ne semble pas affecter 1’adhérence d’A.
pleuropneumoniae aux cellules. A 1’aide de tests ELISA, il a été possible de démontrer la
production d’IL-8 et d’INF-y lorsqu’il y a infection des cellules. Pour ce qui est du TNF-a,
d’IL-6 et d’IL-10, ces cytokines ne sont pas détectées en présence des pathogénes étudiés.
Des expériences de pré-infection bactérienne suivie d’infection virale ont également été
réalisées. Il a été démontré que la pré-infection avec A. pleuropneumoniae diminuait la
réplication du VSRRP chez la lignée cellulaire SJPL, mais cela n’est pas observé avec la
lignée cellulaire MARC-145. Les résultats préliminaires ont démontré que cette diminution
de la réplication serait causée par une molécule de faible poids moléculaire sécrétée dans le
surnageant bactérien et celle-ci serait résistante a la chaleur. Les lignées cellulaires SJPL et
MARC-145 représentent de bons modeles pour I’étude des infections mixtes des voies

respiratoires du porc.
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ABSTRACT

The respiratory tract of pigs is often colonized by more than one pathogen during an
infection. Actinobacillus pleuropneumoniae and the porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) are pathogens that can be associated with co-infection. The
objective of this project was to study interactions between A. pleuropneumoniae and
PRRSV during mixed infection. The PRRSV-permissive cell lines, St-Jude porcine lung
(SJPL) and MARC-145 were used. In the first part, cells were pre-infected with PPRSV
followed by an infection with 4. pleuropneumoniae. Results obtained with a lactate
dehydrogenase test showed that a co-infection resulted in a greater cytotoxicity then the
single infections. The adherence of A. pleuropneumoniae to non-infected or PRRSV-
infected cells was similar. Based on ELISAs tests, it was found that the cells produced IL-8
and IFN-y when they were infected, but TNF-a, IL-6 and IL-10 were not detected. In the
second part, cells were pre-infected with 4. pleuropneumoniae followed by viral infection.
The results showed that a pre-infection with A. pleuropneumoniae decreased PRRSV
replication in SJPL cells, whereas A. pleuropneumoniae did not impair PRRSV replication
in MARC-145 cells. Preliminary results indicate that a molecule secreted by A.
pleuropneumoniae is the factor impairing PRRSV replication in SJPL cells. The factor is
probably a small molecular weight molecule that is heat-resistant. In conclusion, both cell
lines allowed the study of 4. pleuropneumoniae and PRSSV interactions during a mixed-

infection and these models could be adapted to study interactions of other swine pathogens.
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INTRODUCTION



Les maladies respiratoires chez les porcs sont causées par des infections bactériennes
et/ou virales. Il est reconnu, dans I’industrie porcine, que les maladies respiratoires peuvent
étre causées par la présence de plusieurs pathogénes. Cela est connu comme les maladies
du complexe respiratoire porcin (Choi, et al., 2003). Une équipe de chercheurs en Europe a
démontré que parmi 198 porcs démontrant des signes cliniques de maladies respiratoires,
185 porcs étaient infectés par plus d’un pathogéne, soit bactérien, soit viral (Gutierrez-
Martin, et al., 2000). De plus, cette étude a démontré qu’il y avait beaucoup de co-
infections ou la bactérie Actinobacillus pleuropneumoniae et le virus du syndrome
reproducteur et respiratoire porcin (VSRRP) étaient présents. Dans 137 cas d’infections
mixtes la présence du VSRRP et/ou d’A. pleuropneumoniae a pu étre notée et sur ces 137
cas, il y en avait 24 ou les pathogénes responsables de la pneumonie étaient A.

pleuropneumoniae et le VSRRP.

A. pleuropneumoniae est une bactérie Gram-négatif qui cause la pleuropneumonie
porcine. La phase aigué de cette maladie cause la mort de nombreux porcs. Pour infecter les
porcs, la bactérie utilise plusieurs facteurs de virulence dont les lipopolysaccharides (Bossé,
et al., 2002), la capsule (Rycroft & Cullen, 1990), les toxines Apx (Frey, 1994) et les
systémes d’aquisition de fer (Archambault, et al., 1999). Ceux-ci permettent a la bactérie de

se multiplier chez son hote tout en échappant au systéme immunitaire de celui-ci.

Le VSRRP est un virus a ARN double brin de polarité positive. Ce virus cause des
problémes séveres de reproduction chez la truie et des problémes respiratoires causés par
une pneumonie interstitielle lymphomononucléaire non-spécifique (Rossow, ef al., 1994).
In vivo, le virus peut se répliquer dans différents organes dont les poumons et les reins (Sur,
et al., 1996). In vitro, le virus peut se multiplier dans des cultures primaires de
macrophages alvéolaires pulmonaires de porcs (Benfield, er al., 1992), les lignées
cellulaires MARC-145 (Kim, ef al., 1993) et St-Jude porcine lung (SJPL) (Lévesque, et al.,
2009).

Tel que démontré dans plusieurs études, les maladies respiratoires chez les porcs
impliquent souvent plusieurs pathogenes (Choi, et al., 2003). Les mécanismes
d’interactions entre ceux-ci sont trés peu connus. Ceci est vrai pour les interactions entre le

VSRRP et la bactérie 4. pleuropneumoniae. 11 est important de mieux comprendre ces



interactions afin de permettre un meilleur contrdle de ces infections mixtes. C’est pourquoi
nous avons entrepris des études in vitro permettant d’observer les interactions entre les

différents pathogénes et les cellules de 1’hote.



REVUE DE LITTERATURE



1. Maladies respiratoires du porc d’importance économique

Il existe plusieurs maladies respiratoires porcines qui affectent gravement I’industrie
porcine. Voici, en exemple, quelques pathogénes causant ces maladies. Mycoplasma
hyopneumoniae cause la pneumonie enzootique chez le porc et est endémique dans
plusieurs troupeaux. Le taux de morbidité causé par cette bactérie est élevé, tandis que le
taux de mortalité est faible (Schwartz, 2004). Pour ce qui est de la bactérie Bordetella
bronchiseptica, elle est souvent présente dans les troupeaux. Elle cause une
bronchopneumonie primaire chez les nouveau-nés. Elle peut étre un pathogéne respiratoire
secondaire chez les porcs malades plus agés (Brockmeier, et al., 2001). Pasteurella
multocida est aussi un pathogeéne respiratoire secondaire qui est fréquemment présent
lorsque les porcs sont atteints de pneumonie (Schwartz, 2004). Le circovirus porcin type 2
(PCV-2) est responsable du syndrome de dépérissement en post sevrage (SDPS) (Meehan,
et al., 1998). Sur le terrain, lorsque les porcs ont une maladie respiratoire, il y a beaucoup
de cas ou il y a plus d’un pathogeéne présent. Ceci est appelé la maladie du complexe
respiratoire porcin (porcine respiratory disease complex ou PRDC). Les signes cliniques
sont la toux, la 1éthargie, la perte d’appétit et la respiration laborieuse. Ce complexe, qui
peut aussi causer la mort, est caractérisé par la présence de deux pathogenes viraux et/ou
bactériens ou plus dans le tractus respiratoire des animaux malades. Les pathogenes
retrouvés sont généralement le virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin
(VSRRP), M. hyopneumoniae, le virus de UDinfluenza porcin, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis et PCV-2 (Choi, et al., 2003). Au cours du
projet de recherche, les pathogenes étudiés seront la bactérie A. pleuropneumoniae et le
VSRRP qui seront décrits en détail dans les prochaines sections. Un résumé des quelques
¢tudes d’infections mixtes avec certains pathogénes mentionnés précédemment sera

¢galement présenté.



2. Actinobacillus pleuropneumoniae

2.1 Généralités
2.1.1 Historique

En 1957, un premier cas de pleuropneumonie fut déclaré aux Etats-Unis. La bactérie
retrouvée dans les lésions pulmonaires fut classée dans le genre Haemophilus (Pattison,
1957). Puis, apparurent des éclosions d’infection suite a 1’industrialisation de 1’¢levage
porcin. Celles-ci causérent des pertes économiques. Tout au long de la caractérisation de
cette nouvelle bactérie, celle-ci changea de noms quelques fois (Schwartz, 2004). En 1983,
des études ont mis en évidence de nouvelles caractéristiques génétiques qui ont fait passer
cette bactérie au genre Actinobacillus, d’ou son appellation d’aujourd’hui Actinobacillus
pleuropneumoniae. Cette bactérie fait partie de la famille des Pasteurellaceae comme les
bactéries du genre Haemophilus, Pasteurella et Mannheimia. La souche type de la bactérie
est I’isolat Shope (Shope, 1964) qui porte le numéro 4074. Cette bactérie cause

d’importantes pertes économiques en Amérique, en Europe et en Asie (Schwartz, 2004).
2.1.2 Caractéristiques

A. pleuropneumoniae est divisée en deux biotypes. Le biotype 1 est dépendant du
facteur de croissance NAD (nicotinamide adénine dinucléotide) et le biotype 2 y est
indépendant (Niven D.F., 1988). Un classement est aussi fait selon les polysaccharides
présents a la surface des bactéries, ce sont les sérotypes. 4. pleuropneumonie en possede
15. Le sérotype 5 a deux sous-types a et b (Dubreuil, ef al., 2000, Blackall, et al., 2002)
(Voir Tableau I). Cette bactérie est un coccobacille Gram négatif encapsulé. L ’hémolysine
et les toxines produites par la bactérie sont actives contre les cellules épithéliales et
alvéolaires des poumons de porcs (Schwartz, 2004). De plus, A. pleuropneumoniae est
CAMP (Christie-Atdins-Munch-Pertersen) positif et produit de I’'uréase (Taylor, 1999).

Plusieurs recherches génomiques chez A. pleuropneumoniae ont été effectuées
récemment. Deux génomes complets de sérotypes différents ont été séquencés et annotés.
Ce sont les génomes de la souche de référence du sérotype 5b (L20) (Foote, et al., 2008) et
une souche de champ du sérotype 3 isolée en Chine (JLO3) (Xu, ef al., 2008). De plus, une



¢tude de génomique comparative effectuée sur les 15 souches de référence et 21 souches de
champ a démontré qu’il y avait 58 genes conservés chez toutes les souches testées qui

codent pour des protéines de la membrane externe et des lipoprotéines (Gouré, ef al., 2009).

Tableau 1: Sérotypes d’A. pleuropneumoniae et leur prévalence en Amérique du Nord.

Adapté de Gottschalk (Gottschalk, 2007).

Sérotype Biotype Présence en Virulence *
Amérique du
Nord
1 1 Oui Forte
2 TetIl® Oui® Faible
3/6/8 1 Oui Variable

4 TetII® Oui® Faible

5a 1 Oui Forte

5b 1 Oui Forte

7 TetIl® Oui® Forte/Variable

9 TetII® Non -

10 I Oui Faible

11 I Non -

12 1 Oui Variable

13 Tet 1% Oui 27?

14 11 Non -

15 I Oui® Variable
Non sérotypable 11 Oui* Forte '

a : Cette classification est basée sur les souches canadiennes et américaines et peut étre significativement
différente dans d’autres pays

b : Les souches des biotypes I et II différent au niveau de la virulence et de la production de toxine

¢ : Uniquement les souches du Biotype I ont été isolées en Amérique du Nord

d : Uniquement les souches du Biotype II ont été isolées en Amérique duNord

e : Observations non publiées

f: Un seul troupeau affecté a ce jour

2.1.3 Signes cliniques

Les porcs de tous les ages peuvent étre infectés par A. pleuropneumoniae. Par contre,
les porcs de 6 a 20 semaines sont plus susceptibles a une infection. De plus, la morbidité et
la mortalité sont surtout présentes chez les porcs agés de 10 a 16 semaines (Schwartz,
2004). La pleuropneumonie est une maladie contagieuse et la transmission de la bactérie
d’un porc a I’autre se fait principalement par contact direct ou aérosol (Lechtenberg, et al.,
1994, Torremorell, et al., 1997, Jobert, et al., 2000, Schwartz, 2004). L’infection se fait en
trois étapes : la colonisation, I’évasion du systéme immunitaire et les dommages aux tissus

de I’hote (Bossé, et al., 2002). Plusieurs symptomes apparaissent selon le stade de la



maladie. Voici ’ordre chronologique d’apparition de ceux-ci : la prostation, une forte
fievre, une respiration plus rapide, de la toux et des reniflements, I’ataxie, ’apathie,
I’anorexie, des raideurs, des vomissements, de la diarrhée et la détresse respiratoire sévere
avec cyanose (Liggett, et al., 1987, Ajito, et al., 1996, Taylor, 1999, Schwartz, 2004). La
détresse respiratoire ameéne la dyspnée. De plus, lors d’infections mortelles, les porcs
peuvent avoir des sécrétions contenant du sang au niveau du nez et de la bouche (Rosendal,

et al., 1985, Taylor, 1999).

Suite a une éclosion d’infection aigué, il peut y avoir des cas chroniques de maladie.
L’apparition de cas chroniques dépend du sérotype bactérien de I’infection primaire, du
statut immunitaire et de la charge bactérienne pulmonaire de I’hote (Sebunya, et al., 1983,
Rosendal, et al., 1985, Rogers, et al., 1990, Hensel, ef al., 1993). La bactérie est hébergée
dans les amygdales du porc (Rosendal, et al., 1985, Liggett, et al., 1987, Sidibé, et al.,
1993).

A. pleuropneumoniae se lie préférentiellement aux cellules du tractus respiratoire
inférieur, c’est-a-dire que la bactérie adhére sur les cils terminaux de 1’épithélium des
bronchioles et sur les cellules épithéliales des alvéoles (Bossé, et al., 2002). En se fixant a
ces cellules, 4. pleuropneumoniae, grace a divers mécanismes, cause des lésions dans le
tractus respiratoire. Au niveau des poumons, il peut y avoir des oedémes séveres, de
I’inflammation, de ’hémorragie et la présence de nécrose. Pour ce qui est de la cage
thoracique, il peut y avoir du sérum sanguin et des caillots de fibrine. La bactérie peut aussi
provoquer des pleurésies fibrineuses et des péricardites. Au niveau des nceuds
lymphatiques, il y a des oedeémes, car il y a infiltration de leucocytes polymorphonucléaires
(PMNs) et des caillots de fibrine (Bertram, 1985, Rosendal, et al., 1985, Liggett, et al.,
1987, Ajito, et al., 1996).

Les animaux qui survivent aux infections peuvent présenter une guérison des lésions,
mais dans la majorité des cas, les Iésions ne sont pas guéries. Elles laissent des régions

nécrotiques et/ou des abces encapsulés dans les régions fibreuses des tissus conjonctifs.



2.1.4 Traitements et prévention

Pour éviter d’avoir des ¢élevages contaminés par A. pleuropneumoniae, il est important
de prendre des précautions sanitaires. Lorsqu’il y a des infections endémiques chez les
troupeaux il est nécessaire d’avoir une combinaison de vaccins, de médicaments et
d’améliorer les conditions de 1’élevage pour contrdler ces infections. Les agents utilisés
pour traiter ou prévenir les infections sont : tiamuline, tétracycline, certiofure, tilmicosine,
enrofloxacine et pénicilline G. Plusieurs souches sont résistantes a la tétracycline. De plus,
les cas chroniques de la maladie ne répondent généralement a aucun traitement (Schwartz,

2004).

Pour ce qui est de la vaccination, il existe plusieurs types de vaccins et ils sont classés
en deux catégories : ceux de premicre génération et ceux de deuxieme génération (Ramjeet,
et al., 2008). Les vaccins de premire génération sont faits a partir des bactéries complétes
tuées par la chaleur ou traitées au formaldéhyde. Certains déterminants antigéniques sont
présentés au systéme immunitaire sans qu’il y ait multiplication de la bactérie. Ce type de
vaccin ne fait que diminuer légérement la mortalité des porcs infectés (Jolie, et al., 1995,
Furesz, et al., 1997). Aussi, la protection est partielle contre les sérotypes homologues et est
inexistante ou tres faible contre les sérotypes hétérologues (Jolie, et al., 1995). Le probléme
est qu'une bactérie inactivée ne colonise pas le tractus respiratoire et cela est important
pour I’initiation d’une réponse immunitaire efficace. Entre autres, il est important qu’il y ait
des toxines Apx qui soient sécrétées. En I’absence de celles-ci la protection induite par le

vaccin est limitée (Haga, et al., 1997, Shea & Mulks, 2002).

Les vaccins appelés de deuxieme génération sont sous-unitaires et la majorité de ceux-
ci contiennent les toxines Apx (Chiers, et al., 1998, Van Overbeke, et al., 2001, Habrun B,
2002, van den Bosch & Frey, 2003, Tumamao, ef al., 2004, Meeusen, et al., 2007). Aucun
vaccin sous-unitaire commercialis€é n’offre une protection compléte contre tous les
sérotypes d’A. pleuropneumoniae. 11 existe aussi des vaccins vivants atténués mais, ceux-ci
présentent plusieurs inconvénients. La bactérie peut muter et redevenir virulente et ainsi
causer la maladie chez le porc et la propager dans le troupeau (Ramjeet, et al., 2008).
Malgré les inconvénients de ceux-ci, il est important de continuer la recherche pour

améliorer la sécurité des vaccins vivants et 1’efficacité des vaccins sous-unitaires. En fait, il
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a été démontré que les porcs qui survivaient a une infection naturelle sont complétement
protégés contre les infections homologues et partiellement contre certains sérotypes
hétérologues d’A. pleuropneumoniae (Nielsen, 1984, Haesebrouk, et al., 1996). 11 faut donc
poursuivre les recherches afin de développer un vaccin efficace contre tous les sérotypes

d’A. pleuropneumoniae.
2.2 Facteurs de virulence
2.2.1 Lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide (LPS) joue un réle important au niveau de 1’adhérence de la
bactérie. La contribution des LPS a la pathogenése et/ou I’adhérence est complexe (Bossé,
et al., 2002). Le LPS est composé de trois régions bien définies : le lipide A, le noyau de
I’oligosaccharide et I’antigéne-O, un polysaccharide consistant en des unités répétées
(Jacques, 2004). La structure de I’antigeéne-O du sérotype 1 est un tétrasaccharide (Altman,
et al., 1986) (Figure 1). La présence de trois génes nécessaires a la biosynthése du noyau du
LPS dans les sérotypes 1 a 12 montre que celui-ci est normalement plus conservé entre les
sérotypes que I’antigene-O considéré comme la région la plus variable des LPS (Michael, et
al., 2004). Le noyau oligosaccharidique est divisé en noyau interne et externe. Le noyau
interne est effectivement trés conservé entre les sérotypes (Michael, et al., 2004). De plus,
la structure (Figure 2) de celui-ci est retrouvée aussi chez d’autres Pasteurellaceae
(Brisson, et al., 2002, St Michael, et al., 2005). Le noyau externe est plus variable que le
noyau interne. Il existe deux types de noyaux externes. Le type 1 contient un trisaccharide
et est retrouvé chez les sérotypes 1, 6, 9 et 11. Pour ce qui est du type 2, celui-ci contient
seulement un résidu D-glycéro-D-manno-heptose et est retrouvé chez les sérotypes 2, 3, 4,
5,7,8,12, 13, 14 et 15 (MacLean, et al., 2004, Michael, et al., 2004, Perry & MacLean,
2004, Perry, et al., 2005).
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Figure 1 : Structure de I’antigéne-O chez le sérotype 1 d’A. pleuropneumoniae. Adaptée de
Perry et al. (Perry M.B,, et al., 1990).
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Figure 2 : Structure du noyau oligosaccharidique chez le sérotype 1 d’A4. pleuropneumoniae

(Michael, et al., 2004).

Plusieurs systémes adhésine-récepteur sont retrouvés chez ce microorganisme :
premiérement, il va utiliser des liens de faible affinité pour lier I’antigéne-O et les
phospholipides ou de courts glycolipides de 1’hdte (Abul-Milh, et al., 1999, Van Overbeke,
et al., 2002, Boekema, et al., 2003, Jeannotte, et al., 2003). Puis, il relie le noyau du LPS
ou des protéines de surface ou les deux pour interagir avec plus d’avidité avec de plus gros
récepteurs lipidiques ou des récepteurs protéiniques. Il a été démontré qu’un mutant de la
souche de référence du sérotype 1 au niveau du noyau du LPS est avirulent (Rioux, et al.,
1999). Cela confirme le role important joué par celui-ci durant I’interaction entre la bactérie
et ’hote. Il a aussi été noté que des mutants défectueux au niveau de la biosynthese de
I’antigéne-O du LPS adhérent autant ou plus a une coupe de trachée congelée que la souche
sauvage. L’antigéne-O ne serait donc pas impliqué dans I’adhérence de la bactérie (Rioux,
et al., 1999). Le noyau du LPS se lient au niveau des glycosphyngolipides des cellules

épithéliales du tractus respiratoire, plus précisément au gangliotriaosylcéramide (GgOs) et
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au gangliotétraosylcéramide (GgO4) (Abul-Milh, ef al., 1999). Le noyau d’oligosaccharide
a donc un rdéle dans 1’adhérence des bactéries in vitro (Abul-Milh, et al., 1999). Le LPS
jouerait un role mineur dans le développement de Iésions, car en absence des toxines Apx,
les 1ésions ne sont pas présentes (Tascon, et al., 1994). Par contre, des études récentes ont
démontré que le noyau oligosaccharidique des LPS se lie aux toxines ApxI et ApxII et que
cela pourrait avoir un role majeur dans I’activité cytotoxique de la bactérie (Ramjeet, ef al.,

2008).
2.2.2 Capsule

La résistance d’A. pleuropneumoniae a I’effet bactéricide du sérum normal ou immun
et au complément médiant 1’opsonophagocytose est causée par les polysaccharides de la
capsule (CPS) et/ou des LPS (Rycroft & Cullen, 1990, Thwaits & Kadis, 1993, Ward &
Inzana, 1994). La capsule de polysaccharides est différente pour chaque sérotype et est
importante pour la virulence. Sa présence réduit I’étendue de 1’activité phagocytaire qui est
nécessaire lorsqu’il n’y a pas d’anticorps spécifiques (Rycroft & Garside, 2000) (Figure 3).
Il y a une association entre le type ou la quantité de capsule produit et la virulence d’A4.
pleuropneumoniae (Jacques, 2004). Les mutants qui n’ont pas de capsule sont beaucoup
moins efficaces pour causer des lésions aux poumons et la mort chez le porc que les
souches sauvages (Inzana, et al., 1988, Rioux, et al., 2000). De plus, il a été démontré
qu’un mutant sans capsule adhére plus sur des coupes de trachée de porcelet que la souche
sauvage (Rioux, et al., 2000). Cela indique que la capsule ne semble pas avoir de réle dans

I’adhérence et qu’elle masquerait en partie les adhésines.

O
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Figure 3 : Représentation de la structure du polysaccharide capsulaire retrouvé chez A.
pleuropneumoniae sérotype 1. Celui-ci est constitué d’oligosaccharides joints par des

liaisons phosphodiesters. Adaptée de Perry et al. (Perry M.B., et al., 1990).
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2.2.3 Toxines Apx

A. pleuropneumoniae produit quatre exotoxines : ApxI a IV (Tableau II). Elles font
partie de la famille des toxines RTX (repeat in the structural toxin) (Schwartz, 2004). Le
réle primaire des toxines est la production de Iésions au niveau des poumons porcins

(Tascon, et al., 1994, Kamp, et al., 1997).

La toxine ApxI (105 kDa) est fortement hémolytique et cytotoxique (Frey, et al.,
1993). De plus, elle lie fortement le calcium. Elle est codée par 1’opéron apxICABD. Les
genes présents sont : le géne activateur apxIC, les genes structuraux de la pré-toxine apx/A4
et le géne codant pour I’appareil de sécrétion apxIB et apxID (Gygi, et al., 1990, Frey, et
al., 1994). Les sérotypes 1, 5,9, 10 et 11 expriment ApxI (Frey, et al., 1993, Beck, et al.,
1994, Kamp, et al., 1994).

ApxII (103-105 kDa) est produite par tous les sérotypes sauf le 10 (Frey & Nicolet,
1988, Kamp, et al., 1991, Frey, et al., 1992). Elle est peu hémolytique et modérément
cytotoxique (Frey, et al., 1993). Elle est codée par 'opéron apxIICA : le géne activateur
apxIIC et le géne structural apxlI4. Pour étre sécrétée, ApxIl semble utiliser les produits
des geénes apxIBD, présents dans tous les sérotypes sauf le 3. Elle est sécrétée dans le milieu

de croissance par les sérotypes hémolytiques 1,4 a9, 11 et 12.

ApxIII (120 kDa) est produite et sécrétée par les sérotypes 2 a 4, 6 et 8 (Kamp, et al.,
1991, MacDonald & Rycroft, 1992). Elle est codée par 1'opéron apxIIICABD (Chang, et
al., 1993, Jansen, et al., 1993). Elle a une activité cytotoxique et proapoptotique (Seah &
Kwang, 2004).

ApxIV est la toxine la moins bien caractérisée. Celle-ci est exprimée seulement in vivo
(Schaller, et al., 1999, Cho & Chae, 2001). Par contre, des études récentes ont démontré
que le géne de cette toxine est surexprimé lorsque la bactérie est en contact avec du fluide
bronchoalvéolaire (BALF) in vitro (Baltes, et al., 2002, Lone, et al., 2009). Elle est
produite par tous les sérotypes et est peu hémolytique. C’est une toxine essentielle pour la
virulence de la bactérie (Liu, ef al., 2009). Il a ét¢ démontré qu’ApxIV pourrait avoir un
role dans le développement d’une réponse immunitaire contre A. pleuropneumoniae. Par

contre, cela n’est pas suffisant pour obtenir une réponse immunitaire protectrice (Huang, et
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al., 2006). Une expérience fait avec de la toxine tronquée ApxIV recombinante indique que

cette toxine pourrait jouer le role d’adjuvant pour un vaccin contre A. pleuropneumoniae

(Wang, et al., 2009).

Tableau II: Génotype et expression des toxines Apx chez les sérotypes d’A.

pleuropneumoniae (Frey, 1995, Blackall, et al., 2002).

Séro- apxl apxIl apxIll  apxIV Toxines Toxines
types C4 BD CA BD CA BD A exprimeées in exprimeées in
vitro vivo
1,5,9e¢t + + + - - - + Apxl et ApxIl  Apxl, ApxII et
11 ApxIVA
2,4,06, - + o+ - + o+ + ApxlIl et ApxIIl  ApxII, ApxIII et
et8 ApxIVA
3 - -+ -+ + + ApxIII ApxIII et
ApxIVA
7 et 12 - + o+ - - - + ApxIl ApxII et
ApxIVA
10 +  + - - - - + ApxI Apxl et
ApxIVA
13et14 - + + - - - + ApxIl nd
15 -+ + -+ o+ + ApxII et ApxIIl nd

La sécrétion de toxines Apx cause la lyse des cellules épithéliales alvéolaires, des
cellules endothéliales, des globules rouges, des neutrophiles et des macrophages (Serebrin,
et al., 1991, Dom, et al., 1992, Dom, et al., 1992, Frey, et al., 1993, Frey, et al., 1994, Van
de Kerkhof et al., 1996). L’adhésion d’A. pleuropneumoniae a la surface des cellules de
I’hdte permet aux toxines de la bactérie d’étre libérée directement a la surface de la cellule.
Cela détruit les cellules cibles et ce, méme en présence d’anticorps neutralisant les toxines
(Haesebrouck, et al., 1997). Les sérotypes qui produisent la toxine ApxIl sont
particulierement virulents. Les sérotypes qui produisent deux différentes toxines Apx in
vitro sont généralement plus virulents que ceux qui n’en produisent seulement qu’une (Frey
& Nicolet, 1988, Frey & Nicolet, 1990, Kamp, et al., 1991, Frey, et al., 1992). La toxine
doit étre sécrétée pour causer la maladie. La présence d’ApxIl avec Apxl augmente
fortement la virulence et la mortalit¢ des porcs infectés (Reimer, et al., 1995). Un role
important d’ApxI et ApxII est de paralyser les défenses de 1’hdte afin que le pathogene soit

capable de s’implanter. Ils affectent la production de médiateurs anti-inflammatoires dans
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les tissus de I’hote, ce qui meéne aux dommages séveres qui sont observés dans les poumons
des animaux infectés. Les toxines sont fortement immunogéniques (Devenish, ef al., 1990,
Frey & Nicolet, 1991). Les souches qui ne sécretent pas ApxI ou ApxIl ne donnent pas de

protection contre les souches homologues sauvages (Inzana, et al., 1991).
2.2.4 Systemes d’acquisition de fer

A. pleuropneumoniae peut utiliser la transferrine (Gerlach, et al., 1992, Gonzalez, et
al., 1995, Wilke, et al., 1997) et ’hémoglobine (Deneer & Potter, 1989, Bélanger, et al.,
1995, Archambault, et al., 1999) de I’hote autant que les sidérophores microbiens exogenes
comme source de fer pour croitre (Figure 4). La protéine liant la transferrine se lie
spécifiquement a celle du porc. La protéine TbpA (100 kDa) forme un canal
transmembranaire pour le transport du fer a travers la membrane externe (Gonzalez, et al.,
1995, Daban, et al., 1996, Wilke, et al., 1997). La protéine TbpB (60 kDA) est une
lipoprotéine ancrée dans la membrane externe (Gerlach, et al., 1992, Gonzalez, ef al., 1995,
Fuller, et al., 1998). 1l existe beaucoup de divergences au niveau de TbpA-TbpB entre les
sérotypes et ceux-ci induisent des réponses immunitaires spécifiques a chacun d’eux
(Wilke, et al., 1997). TbpB est également capable de lier I’héme (Gerlach, et al., 1992). Les
genes tbpA et thpB sont liés et co-transcrits avec les genes exbBD (Gonzalez, et al., 1995,
Tonpitak, et al., 2000). ExbB et ExbD forment un complexe protéique dans la membrane
interne en association avec TonB et fournit I’énergie a un récepteur a haute affinité capable
de transporter le fer a travers la membrane externe (exemple : TbpA). Un cadre ouvert de
lecture est trouvé en amont du géne exbB et est peut-€tre sous le controle du méme
promoteur régulé par le fer. L expression d’ExbB et d’ExbD est essentielle pour acquérir le
fer a partir de la transferrine. Les mutants exbB et tonB sont avirulents (Fuller, et al., 2000,

Baltes, et al., 2001).

L’héme libre, ’hémine, ’hématine et I’hémoglobine peuvent également étre utilisés
comme source de fer (Frey, et al., 1993). Il est possible d’obtenir ces produits grace a
’activité d’hémolysines. La bactérie sécréte aussi une protéase de haute masse moléculaire
qui a une faible activité contre I’hémoglobine porcine in vitro (Negrete-Abascal, et al.,
1994, Garcia-Cuellar, et al., 2000). Les LPS et les protéines de la membrane externe sont

impliqués dans D’attachement de 1’hémoglobine a la surface de la bactérie. Le lipide A
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purifié lie ’hémoglobine purifiée du porc in vitro (Bélanger, et al., 1995, Archambault, et
al., 1999). Le fer est transféré dans le cytoplasme par un transporteur ABC qui est codé par
I’opéron afudBC (Chin, et al., 1996). Une lipoprotéine de 75 kDa et une autre de 105 kDa
sont capables de lier I’hémoglobine (Wilke, et al., 1997). La protéine de 75 kDa peut aussi
lier I’héme. La protéine de 105 kDa montre une forte homologie avec la protéine HgbA qui
lie I’hémoglobine chez d’autres Pasteurellaceae (Srikumar, et al., 2004). De plus, le géne
hgbA est présent dans toutes les souches de référence et la délétion de celui-ci empéche
I’interaction avec I’hémoglobine (Shakarji, et al., 2006). Le transport du ferrichrome (un
sidérophore de type hydroxamate) est codé par quatre génes. Le géne fhuAd code pour une
protéine de la membrane externe (OMP) FhuA de 77 kDa qui est le récepteur pour le
ferrichrome. FhuD (35,6 kDa) est une protéine périsplasmique qui est responsable de la
translocation de I’hydroxamate ferrique de la membrane externe a la membrane interne.
FhuC (28,5 kDa) et FhuB (69,4 kDa) sont des protéines associées a la membrane
cytoplasmique et forment un transporteur ABC qui internalise 1’hydroxamate ferrique.

Toutes les souches de référence (1 a 15) possedent ces genes (Mikael, et al., 2002).

Des ¢études de biopuces ont été faites récemment et celles-ci ont démontré qu’il y avait
210 genes exprimés de manicre différente entre des conditions limitantes et non-limitantes
de fer (Deslandes, ef al., 2007). Lorsque le fer est présent en quantité limitée, il y a 92
geénes surexprimés. Entre autres, on retrouve les genes tonB1, tonB2, thpA et hgbA qui ont

déja été décrits (Deslandes, et al., 2007).
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Figure 4 : Représentation schématique des différents mécanismes d’acquisition du fer
retrouvés chez A. pleuropneumoniae. Adaptée de Bossé et al. (Bossé, et al., 2002). Les
protéines TbpA et TbpB lient et transportent la transferrine et I’héme dans le périplasme.
Le LPS a la capacité de lier ’hémoglobine. Le transport du ferrichrome (sidérophore de
type hydroxamate) est fait par les protéines FhuA, B, C et D. Les protéines ExbB, ExbD et
TonB fournissent I’énergie nécessaire pour le transport des molécules de fer dans le
périplasme. Le complexe protéique AfuABC transporte les molécules de fer dans le

cytoplasme de la bactérie.
2.2.5 Autres facteurs

Il existe plusieurs autres facteurs de virulence qui ont été moins étudiés jusqu’a
maintenant. Zhang et al ont purifi¢ des fimbriae et des sous-unités fibrillaires chez les
sérotypes 1, 2, 7 et 12 (Zhang, et al., 2000). La production du fimbriae n’est cependant pas
constante in vitro (Zhang, et al., 2000) et I’expression de ceux-ci semble étre régulée par les
conditions de croissance in vivo. Des isolats d’A. pleuropneumoniae récupérés dans les
poumons, les cavités nasales et les amygdales démontrent la présence de fimbriae. Cela

serait donc important pour la colonisation des trois sites (Utrera & Pijoan, 1991).

Un des facteurs de virulence qui est présentement a 1’étude est la formation de biofilms
par la bactérie. Des études ont mis en évidence que la majorité des souches de champ d’4.
pleuropneumoniae de méme que certaines souches de référence en produisaient (Kaplan &

Mulks, 2005, Labrie, et al., 2010). Il a également été démontré que les biofilms jouent un
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rdle chez Actinobacillus actinomycetemcomitans au niveau de la transmission, de la
colonisation et de la pathogénécité (Kaplan, et al., 2004). Le locus pgaABCD code pour un
polysaccharide extracellulaire de haut poids moléculaire qui est le substrat de la dispersine
B (Kaplan, et al., 2004). Ce polysaccharide se nomme PGA (poly-N-acétyl-glucosamine).
Chez A. pleuropneumoniae, Kaplan et al. (2004) ont trouvé des genes orthologues a ceux
retrouvés chez A. actinomycetemcomitans. 1ls suggerent donc que la formation de biofilm
par A. pleuropneumoniae fonctionne de la méme maniere et qu’elle ait la méme fonction
que chez A. actinomycetemcomitans. En fait, la formation de biofilms peut augmenter la
résistance de la bactérie contre le systéeme immunitaire de 1’hdte en interférant avec
’activité phagocytaire des macrophages, en empéchant les anticorps d’atteindre la surface
bactérienne et en diminuant la sensibilit¢ des bactéries face aux PMNs (Donlan &

Costerton, 2002, Boyen, et al., 2009).

Pour traiter la maladie de maniere optimale, il est important de connaitre les conditions
de croissance bactérienne exprimant les génes de virulence. Pour ce faire, différentes
comparaisons d’expression de genes dans différentes conditions de croissance d’A.
pleuropneumoniae ont été réalisées. Entre autres, des expériences ont été faites dans des
conditions de restriction de fer versus un milieu ayant du fer en exceés (Deslandes, et al.,
2007), des bactéries liées a des cellules SJPL versus des bactéries dans le surnageant de
culture cellulaire (Auger, et al., 2009), des bactéries cultivées dans du fluide BALF versus
du milieu de culture riche (Lone, ef al., 2009) et lors d’une infection naturelle aigué chez le
porc versus la croissance in vitro dans un milieu riche (Deslandes, et al., 2010). Ces
différentes expériences ont démontré que différents génes sont exprimés a des niveaux

variés selon I’environnement dans lequel se trouve la bactérie.
2.3 Réponse immunitaire
2.3.1 Macrophages

Les macrophages alvéolaires (AMs) sont les cellules phagocytaires prédominantes
retrouvées dans le tractus respiratoire inférieur (Sibille & Reynolds, 1990). A.
pleuropneumoniae peut survivre plus de 90 minutes dans les macrophages permettant a la

bactérie de libérer les toxines Apx et de lyser les phagocytes. Cela est possible grace a la
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présence de carbohydrates présents dans la capsule et les LPS (Bilinski, 1991), la sécrétion
de toxines Apx (Cruijsen, et al., 1992), de protéines de choc de thermique (Fuller, et al.,
2000), d’ammonium (Bossé & Maclnnes, 2000) et d’une dismutase superoxide cuivre-zinc
(Langford, et al., 1996, Sheehan, et al., 2000). D’autres études ont démontré que les
polysaccharides de la capsule d’A. pleuropneumoniae posseédent des propriétés anti-
phagocytaires (Inzana, et al., 1988, Rycroft & Cullen, 1990, Udeze & Kadis, 1992, Ward &
Inzana, 1994, Ward, et al., 1998, Rioux, ef al., 1999, Rioux, et al., 2000).

2.3.2 Leucocytes polymorphonucléaire (PMNs)

Le nombre de PMNs dans le poumon est généralement faible, mais augmente
rapidement lorsqu’il y a une infection et ces derniers peuvent tuer 4. pleuropneumoniae
(Cruijsen, et al., 1992). Le recrutement et l’activation rapide des PMNs amenent le
relachement de radicaux libres d’oxygeéne qui sont toxiques. Ils relachent aussi la

myéloperoxidase.
2.3.3 Cytokines

Il a été¢ démontré que suite a une infection expérimentale avec A. pleuropneumoniae de
sérotype 1 une production de cytokines proinflammatoires telles qu’IL-1a et B, IL-6, IL-8
et TNF-a se produit (Baarsch, et al., 2000). Ces cytokines apparaissent deux heures apres
I’inoculation dans les poumons et sont localisées prés des lésions (Huang, et al., 1999).
Lors d’une infection expériementale avec A. pleuropneumoniae de sérotype 2, IL-6 est
détectable dans le sérum lors de la phase aigu€ de I’infection, donc quelques heures aprés

I’infection (Fossum, et al., 1998).

La présence de TNF-a est associée a une perte de poids, une dépression et des
problémes respiratoires (Harding, et al, 1997). Lors d’une infection avec A.
pleuropneumoniae, TNF-a n’est pas détecté dans le plasma porcin et le BALF avant ou
aprés I’infection expérimentale avec A. pleuropneumoniae de sérotype 1 ou 2 (Baarsch, et
al., 1995, Fossum, et al., 1998, Balaji, et al., 2002). L’hybridation in situ des poumons
démontre un signal positif pour TNF-a (Baarsch, et al., 1995, Cho & Chae, 2002) lorsque
ceux-ci sont infectés de maniere expérimentale ou naturelle, mais cela ne semble pas

corrélé avec une mesure systémique de TNF-a.
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I1 est possible de détecter différents niveaux d’IFN-y dans le plasma et le BALF. Des
¢tudes ont démontré la présence d’IFN-y dans le sérum porcin, mais elles n’ont pas
démontré de corrélation avec les signes cliniques (Baarsch, et al., 1995). D’autres études
ont démontré que la présence d’IFN-y n’était pas détectable dans le sérum (Fossum, ef al.,
1998). Une étude a suggérée une corrélation positive entre le niveau d’IFN-y dans le
plasma au jour 4 post-infection et des signes cliniques chez les porcs. Le niveau d’IFN-y
augmente significativement dans le BALF jusqu’a 21 jours post-infection suggérant une
réponse immunitaire présente sur une longue période de temps apres I’infection. Cela
correspond a une augmentation du nombre de lymphocytes dans le BALF, une population
de cellules immunitaires importantes dans le tractus respiratoire chez les porcs (Pabst &
Binns, 1994). Une étude récente a démontré que [’activation de certains marqueurs
immunitaires in vitro et in vivo est différente dépendamment des lignées porcines (Benga,
et al., 2009). Le taux d’IFN-y augmente apreés une infection avec A. pleuropneumoniae
chez les porcs de la race German Landrace qui sont plus susceptibles a I’infection. Chez les
porcs de lignée Hampshire, le niveau d’IFN-y n’augmente pas et ceux-ci sont plus résistants
aux infections. De plus, il y aurait corrélation partielle avec la pathogenéese de la maladie. 11
semble que la susceptibilité des différentes lignées de porcs face a A. pleuropneumoniae
serait reliée a différents phénotypes immunitaires, probablement di a différentes origines
génétiques (Benga, et al., 2009). Comme IFN-y, le cathélicidine PR-39 produit par les
neutrophiles augmente dans le BALF, mais n’augmente pas dans le sérum apres 21 jours
d’infection avec 4. pleuropneumoniae (Hennig-Pauka, et al., 2006). Cette réponse doit étre

probablement en corrélation avec 1’augmentation du nombre de neutrophiles dans le BALF.

Des études ont démontré qu’il y avait un tres faible taux d’IL-10 pouvant étre mesuré
dans le plasma des animaux infectés expérimentalement avec A. pleuropneumoniae de
sérotype 7 apres 4 et 21 jours d’infection, mais cela ne peut pas étre détecté dans le BALF

(Benga, et al., 2009).
2.3.4 Systeme du complément

Les souches avec une capsule ne préviennent pas I’activation du complément ou la
liaison du C3 (Bertram, 1988). La liaison de I’anticorps anti-capsule se fait a distance de la

membrane cellulaire. Donc, le C9 qui est une composante du complexe d’attaque
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membranaire a un acceés limité a la membrane cellulaire (Ward & Inzana, 1994). La cascade
alternative pour I’activation du complément est induite par les LPS de la bactérie et il y a
largage de C3a et C5a. Ceux-ci attirent et activent les PMNs et les macrophages qui
stimulent le relachement des médiateurs inflammatoires cycloxygénase-dépendants. Le
résultat est D’activation des plaquettes, la vasodilatation et la constriction des voies

pulmonaires.
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3. Syndrome reproducteur et respiratoire porcin

3.1 Généralités
3.1.1 Historique

Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin a été reporté pour la premiere fois aux
Etats-Unis en 1987 (Keffaber, 1989) et en Europe en 1990 (Wensvoort, et al., 1991,
Schwartz, 2004). L’agent étiologique de la maladie, soit le virus du syndrome reproducteur
et respiratoire porcin (VSRRP), fut découvert en Europe en 1991 et en Amérique du Nord
en 1992 (Thiry, 2004). 11 a été démontré que la souche Américaine et Européenne étaient
distinctes. Par contre, la souche nord-américaine a été disséminée en Europe par un vaccin
atténué fait a partir de la souche nord-américaine (Botner, et al., 1997). En Asie, les deux
souches sont présentes. Au début des années 90, la maladie était épidémique. Le VSRRP
est présent partout dans le monde et est I'une des maladies qui causent le plus de pertes
¢conomiques au niveau des maladies infectieuses dans la production porcine (Neumann, et

al., 2005). Au Canada, la premiére infection fut rapportée en 1992 (Schwartz, 2004).
3.1.2  Signes cliniques

Les signes cliniques majeurs sont des échecs de reproduction sévéres chez les truies
(Keffaber, 1989, Bilodeau, et al., 1991, Loula, 1991, Pol, ef al., 1991, Christianson, 1992,
Albina, 1997) et des problémes respiratoires qui peuvent étre associ€s a des porcs de tout
age avec une pneumonie interstitielle lymphomononucléaire non-spécifique (Keffaber,
1989, Bilodeau, et al., 1991, Loula, 1991, Collins, et al., 1992, Rossow, et al., 1994,
Halbur, et al., 1996). La période d’incubation dure 3 a 37 jours (Thiry, 2004). Les signes
cliniques varient beaucoup car ils dépendent de plusieurs de facteurs dont la virulence du
virus, 1’age des porcs infectés, la présence de co-infection, la grosseur du troupeau et des

conditions sanitaires et de régie (Schwartz, 2004).

Les signes cliniques généraux sont, chez la truie, I’anorexie, la toux et la dyspnée, un
appétit capricieux, la fievre, de ’agalaxie, de la 1éthargie et de la décoloration cutanée. 11
peut y avoir aussi une cyanose des extrémités et des parties déclives 5 a 7 jours apres le

début des signes cliniques qui ne durent que quelques minutes a quelques heures. Les
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principaux signes cliniques des troubles de reproduction chez la truie sont des avortements
tardifs, des mises-bas prématurées ou un allongement anormal de la durée de la gestation et
une baisse de fertilité. Dans les portées des truies infectées, il y a des porcelets morts-né,

faibles et normaux (Thiry, 2004).

Les signes cliniques qui apparaissent chez les verrats sont une baisse de libido, une
réduction du volume de la semence, des malformations des spermatozoides et une réduction

de leur mobilité pouvant persister jusqu’a 13 semaines (Thiry, 2004).

L’insémination avec de la semence contaminée conduit & I’infection de la truie. Les
porcelets infectés in utero ou a la naissance développent une dyspnée grave, une
conjonctivite, un cedéme des paupieres, une coloration cyanosées des oreilles, de
I’inappétence, de la fievre, de I’érythéme cutané, de la diarrhée, des tremblements, des poils

rugueux, de I’anorexie et des signes nerveux centraux. Le taux de mortalité¢ est prés de

100% (Thiry, 2004).

La maladie respiratoire apparait chez les porcs de tous ages, mais principalement chez
les porcs en engraissement. Les signes cliniques sont de la fievre, des pneumonies, de
I’abattement et ’augmentation de la mortalité. Lorsque les porcs sont sevrés, il y a une
chute de I'immunité maternelle, ils deviennent donc susceptibles a I’infection. Des
infections secondaires peuvent aggraver le tableau clinique. Elles sont plus séveres chez les

porcelets et diminuent d’intensité avec 1’age du porc (Thiry, 2004).
3.2 Agent étiologique
3.2.1 Taxonomie

Le VSRRP est classé dans 1’ordre Nidovirales, dans la famille Arteviridae et dans le
genre Arterivirus comme le virus de ’artérite virale équine (EAV), le virus de la fiévre
hémorragique du singe (SHFV) et le virus du déséquilibre de la lactate déshydrogénase
(LDHV). Le virus possede un génome a ARN monocaténaire de polarité positive. 11 est
enveloppé (Benfield, et al., 1992, Cavanagh, 1997) et il a une morphologie pléomorphique
avec une forme ovale creuse d’une dimension de 50 a 65 nm. Il a un cceur de 40 nm et une

surface externe lisse parsemée de complexes protéiques. Le cceur du VSRRP consiste en
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une nucléocapside hélicoidale (Spilman, ef al., 2009). La survie en dehors de son hote est
affectée par la température, le pH et I’exposition a des détergents. Le virus peut survivre a
des températures entre -20°C et -70°C. Le virus est infectieux lorsque le pH se maintient
entre 6,0 et 7,65 (Bloemraad, et al., 1994). Le chloroforme et 1’éther sont particulierement
efficace pour détruire I’enveloppe virale et élimine les virions infectieux (Benfield, et al.,
1992). Le virus est relativement fragile dans 1’environnement, mais de bonnes conditions

permettent au virus de se transmettre via aérosol a plus de 4,7 km (Dee, et al., 2009).
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Figure 5 : Représentation schématique du VSRRP. Adaptée de Music et Gagnon (Music &
Gagnon, 2010). Le virion a comme génome un simple brin d’ARN contenu a I’intérieur de
la protéine de la nucléocapside (N). La protéine N est la seule composante de la capside et
elle interagit avec elle-méme pour former un homodimére. La protéine majeure de
I’enveloppe (GPs) forme un hétérodimere avec la protéine de la membrane (M). Les
protéines de structures mineures (GP,,, E, GP; et GP4) sont incorporées dans le virion en
complexe multimérique. La protéine GP3 a aussi été reportée comme une protéine sécrétée

chez le génotype américain.
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3.2.2 Caractéristques génotypiques

Le génome est d’environ 15 kilobases et contient 9 cadres de lecture (ORF).
L’extrémité 5’ du génome contient une coiffe et I’extrémité 3’ est polyadénylée (Allende, et
al., 1999, Gorbalenya, et al., 2006). L’ORF1a et ’ORF1lab est transcrit par un glissement
ribosomal entre ORFla et ’ORF1b ce qui produit les polyprotéines ppla et pplab
(Brierley, 1995, Snijder & Meulenberg, 1998). La ppla est clivée a huit sites différents
pour former neuf nsps : nspla, nsplf et nsp2 a nsp8 (den Boon, et al, 1995, Snijder &
Meulenberg, 1998). Tandis que le clivage protéolytique de la portion pplab produit les
nsp9 a nspl2 (van Dinten, ef al., 1996). Ceux-ci sont impliqués dans la transcription et la
réplication du virus (van Dinten, et al., 1996, Snijder & Meulenberg, 1998). Sept ORFs
codent pour des protéines structurales. Les ORFs 3 a 5 codent pour des glycoprotéines (GP;
a GPs). L’ORF 2 est formé de deux cadres de lecture (ORF2a et ORF2b) et ceux-ci codent
pour deux protéines différentes (GP; et E). La nucléocapside (N) et la protéine de la matrice

(M) sont codées respectivement par ’ORF7 et ’ORF6 (Meulenberg, et al., 1995).
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Figure 6 : L’organisation génomique du VSRRP. Adaptée de Music et Gagnon. (Music &
Gagnon, 2010). Les polyprotéines la et lab (ppla et pplab) sont exprimés a partir de
I’ARN du génome viral. Les protéines structurales sont exprimées a partir d’ARNm sous
génomiques. Ppla est clivée dans 8 sites différents et forme neuf protéines non-structurales
(nspla, nsplp et nsp2 a nsp8). Le clivage protéolytique de pplab produit nsp9 a nspl2.
L’arrangement de ppla et pplab est médi¢ par des protéinases accessoires localisées dans
nspl (PCPa et PCPp).

Les protéines structurales majeures sont GPs, M et N. La protéine GPs est la plus
importante protéine de structure exposée a la surface du virion et contient les épitopes
nécessaires pour la neutralisation et la protection (Pirzadeh & Dea, 1997, Pirzadeh & Dea,
1998, Gonin, et al., 1999, Wissink, et al, 2003, Ansari, et al., 2006). Les anticorps
monoclonaux contre GPs sont capables de neutraliser le virus dans des cultures cellulaires
(Pirzadeh & Dea, 1997, Zhang, et al., 1998, Gonin, et al., 1999, Weiland, et al., 1999). In

vivo, la majorité des anticorps neutralisants dans les animaux infectés sont dirigés contre
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GPs (Gonin, et al., 1999). Les porcs vaccinés avec des vaccins génétiques qui expriment la
protéine GPs produit des anticorps neutralisants contre VSRRP (Pirzadeh & Dea, 1998,
Kheyar, et al., 2005, Jiang, et al., 2006) et les porcs peuvent étre particllement protégés
contre une virémie généralisée et les 1ésions pulmonaires lors d’une infection au VSRRP
(Pirzadeh & Dea, 1998, Xue, et al., 2004, Qui, et al., 2005). 1l y a deux épitopes : un
épitope neutralisant et un autre non-neutralisant (Ostrowski, et al., 2002). Le porc
développe des anticorps contre 1’épitope non-neutralisant en premier et les anticorps contre
I’épitope neutralisant apparaissent plus tard. L’épitope non-neutralisant permettrait ainsi un
délai pour la production d’anticorps neutralisants ce qui pourrait étre un mécanisme
d’évasion immunitaire par le VSRRP (Plagemann, 2004). Des études ont également mis en
¢vidence que la glycolysation de GPs joue un rdéle pour échapper ou minimiser la
neutralisation du VSRRP par des anticorps par le mécanisme de bouclier par le glycan
(Wissink, et al., 2003). Ce phénomene facilite 1’attachement et I’internalisation du virus a

I’intérieur des macrophages et des monocytes (Cancel-Tirado & Yoon, 2003).

La protéine M a un rdle dans I’assemblage du virion. Cette protéine est codée par
I’ORF6. Celle-ci forme des liens disulfides avec la glycoprotéine GPs. Cette liaison est

nécessaire pour I’infectivité du virus (Mardassi, ef al., 1996, Verheije, et al., 2002).

La protéine N est petite (15 kDa) et treés basique facilitant ainsi son interaction avec
I’ARN génomique pour I’assemblage de la nucléocapside (Meulenberg, ef al., 1993). Cette
protéine est hautement immunogénique chez les porcs (Nelson, et al., 1993, Meulenberg, et
al., 1995, Meulenberg, et al., 1995, Loemba, et al., 1996) et les souris (Nelson, et al., 1993,
van Nieuwstadt, et al., 1996, Rodriguez, et al., 1997, Meulenberg, et al., 1998). La protéine
N posseéde des propriétés lui permettant de se dimériser avec elle-méme et cela est la base
pour ’assemblage de la nucléocapside du VSRRP. De plus, une fraction de la protéine N se
retrouve dans le noyau et le nucléole durant I’infection des macrophages alvéolaires de
porcs et des cellules MARC-145 (Rowland, et al., 1999). Cette protéine a un réle au niveau
de la structure du virion. Elle a aussi un rdle dans la pathogenése et dans la régulation de

genes cellulaires.

Les protéines structurales mineures de 1’enveloppe glycosylées sont GP», (29-30 kDa),

GP; (45-50 kDa) et GP4 (31-35 kDa). Elles forment des hétérodimeres li€s par des liens
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disulfide (Wissink, et al., 2005). Il y a aussi une protéine qui n’est pas glycosylée, nommeée

protéine E (Wu, et al., 2001).

La glycosylation de la protéine GP», n’est pas essentielle a la formation de particules
virales (Wissink, et al., 2004). Cette protéine a des épitopes immunogéniques (de Lima, et

al., 2006) et antigéniques (Oleksiewicz, et al., 2002).

La protéine E est une petite protéine (10 kDa) hydrophobe qui est associée a la
membrane (Snijder, et al, 1999, Wu, et al, 2001). La protéine est incorporée dans la
structure de I’enveloppe du virion (Wu, ef al., 2005). Elle est associée de manicre covalente
avec I’hétérotrimere GP,,-GP3-GP4 ce qui suggére qu’elle aurait un réle critique dans ce
complexe protéique (Wissink, et al., 2005). De plus, il a été démontré que les protéines N et
E forment une association non covalente cystéine indépendante. Un mutant knock-out de la
protéine E a démontré que cette protéine était essentielle pour que le VSRRP soit
infectieux, mais elle n’est pas nécessaire pour la formation de particules virales (Lee &
Yoo, 2006). 11 est possible que le virus ait un canal permettant le transport d’ions afin de
promouvoir la décapsidation du virus. La myristoylation de la protéine E a été étudiée.
Selon les résultats obtenus, ceci ne serait pas nécessaire pour que le VSRRP soit infectieux,

mais elle permet la croissance du virus (Du, et al., 2010).

La protéine GP; est une protéine hautement glycosylée (Meulenberg, et al., 1995).
Chez le génotype européen, la protéine est incorporée dans le virion (Meulenberg, et al.,
1995, van Nieuwstadt, et al., 1996) et est associée a la membrane comme un hétérotrimere
avec les protéines GP, et GP4 (Wissink, et al., 2005). Chez le génotype américain, c’est
plutot une protéine non structurale qui est sécrétée par les cellules infectées par le VSRRP
(Gonin, et al., 1998, Mardassi, et al., 1998). La protéine GP3 est hautement antigénique
(Katz, et al., 1995, Faaberg & Plagemann, 1997, Gonin, et al., 1998, Hedges, et al., 1999).
Elle est peut-étre impliquée dans la neutralisation du virus avec ’aide des protéines GPs et

M (Cancel-Tirado, et al., 2004).

La protéine GP,4 est une protéine membranaire (Meulenberg, ef al., 1995) et elle est
hautement glycosylée durant le transport a travers le complexe du réticulum endoplasmique

et le systtme de Golgi (van Nieuwstadt, et al., 1996). GP4 est capable d’induire des
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anticorps neutralisants (Meulenberg, et al., 1997, Weiland, et al., 1999). GP, est capable
d’altérer la synthese de ’ARNm cellulaire (Lee, et al., 2004). Cela impliquerait que GP4
serait capable d’utiliser ou de changer les composantes de la cellule hote pour I'utiliser pour

le transport du virus ou changer les composantes de la surface cellulaire.

Nspl est une protéine multifonctionnelle (den Boon, et al., 1995, Tijms, et al., 2001,
Tijms & Snijder, 2003, Oleksiewicz, et al., 2004, Kroese, et al., 2008). La concentration
intracellulaire de nspl est plus élevée que les autres nsp, car il y a traduction hétéroclite des
ARN (Yuan, et al., 2000). Le cycle de réplication du VSRRP dépend du bon arrangement
des jonctions nspla/nsp1p et nspl1B/nsp2 (Kroese, et al., 2008). Les sites de clivage de ces
protéines sont bien conservés entre les isolats du VSRRP américains (Chen, et al., 2010).
Nsp2 est une protéine réplicative (Ziebuhr, et al., 2000, Allison, ef al., 2006). La partie C-
terminale de nsp2 forme une interaction non covalente avec nsp3 et forme un échafaudage
qui supporte la formation de vésicules a double membranes et le complexe de réplication du
virus (Snijder, et al., 1994, Snijder & Meulenberg, 1998, Ziebuhr, et al., 2000, Snijder, et
al., 2001). Ces nsps du VSRRP jouent un role clé dans I’arrangement et la maturation du

répertoire des protéines de structure et les protéines nsp du virion (Johnson, et al., 2007).

L’ORF1b contient nsp9 qui est une ARN polymérase ARN-dépendant, nspl0 qui
contient un domaine de liaison de métal et un nucléoside liaison de triphosphate ou un
motif hélicase et deux protéines dont la fonction sont inconnues (nspll et nspl2)
(Gorbalenya, et al., 1989, den Boon, et al., 1991, Godeny, et al., 1993, Meulenberg, et al.,
1993, Herold, et al., 1996, van Dinten, et al., 1996, Snijder & Meulenberg, 1998, Allende,
et al., 1999, Nelsen, et al., 1999, van Dinten, et al., 1999, Allende, et al., 2000, Shen, et al.,
2000, Wootton, et al., 2000, Bautista, et al, 2002). Nspl0 possede une NTPase
thermolabile et sensible au pH qui est modulée par des polynucléotides (Bautista, et al.,
2002). Ces nsps jouent un réle dans la pathogenése du virus et diminue la réponse

immunitaire de 1’hote contre le virus.

Le VSRRP a un taux de variabilité antigénique et génomique élevé. Les souches nord-
américaines different de celles européennes. L’homologie est faible entre les génotypes
nord-américain et européen (59% a 63% d’homologie) (Mardassi, et al., 1994, Baarsch, et

al., 1995, Mardassi, et al., 1995, Meng, et al., 1995). Cela indique une séparation ancienne
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entre ces deux lignées virales (Thiry, 2004). Il y a des différences majeures au niveau de
I’ORFI1 entre les deux génotypes (Allende, et al., 1999, Nelsen, et al., 1999). La protéine
GPs est la protéine structurale la moins conservée entre les deux génotypes (51% a 55%
d’homologie) (Meulenberg, 2000). Les séquences nucléotidiques de cette protéine ont une
homologie entre 88% et 99% pour les souches d’un méme continent. Cela explique la
variation du nombre de sites de glycolysation entre les souches (de zéro a trois) (Meng, et
al., 1995, Pirzadeh, et al., 1998). La protéine structurale la mieux conservée est la protéine
M (78% a 81% d’homologie entre le génotype américain et européen) (Meulenberg, 2000).
Une région hautement conservée entre le génotype nord-américain et européen est présente
chez la protéine N (Paton, ef al., 1991, Meulenberg, et al., 1998, Wootton, et al., 1998). La

séquence alignée des nucléotides montrent 59% d’homologie entre les deux génotypes.
3.2.3 Tropisme cellulaire

Le virus a la capacit¢ de se répliquer in vitro dans des cultures primaires de
macrophages alvéolaires pulmonaires de porc et des cellules de reins provenant de singe
vert africain (MA-104) et des dérivés de celles-ci (CL2621 ou MARC-145) (Benfield, et
al., 1992, Kim, et al., 1993). Récemment, le laboratoire du Dr Gagnon, en collaboration
avec celui du Dr Jacques, a découvert une nouvelle lignée cellulaire permissive au VSRRP.
Il s’agit des cellules SJPL (St-Jude porcine lung) (Lévesque, et al., 2009). 11 est également
possible de faire la transfection d’ARN génomique pour que le virus se réplique dans des
lignées cellulaires qui ne peuvent pas €tre infectées par des particules virales (Meulenberg,

et al., 1998).

Des récepteurs pour le VSRRP ont été identifiés sur les macrophages alvéolaires de
porcs. Il s’agit de I’héparine sulfate pour I’attachement, la sialoadhésine pour 1’attachement
et ’internalisation et la vimentine (Delputte, et al., 2002, Delputte & Nauwynck, 2004,
Kim, et al., 2006, Delputte, et al., 2007, Delputte, et al., 2007). Quand I’héparine sulfate et
la sialoadhésine sont présentes sur des cellules non-permissives au virus, le virus peut étre
internalisé, mais ne peut pas étre libéré et infectieux. Il a été¢ démontré que le CD163 est un
récepteur cellulaire nécessaire pour la libération du VSRRP (Calvert, et al., 2007, Van
Gorp, et al.,, 2008, Patton, et al., 2009). Des cellules non-permissives exprimant la

sialoadhésine et le CD163 sont clairement plus susceptibles au VSRRP (Van Gorp, et al.,
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2008). La molécule CD151 serait une protéine liant I'extrémité 3’-UTR de I’ARN
(Shanmukhappa, ef al., 2007). Cette molécule fait partie de la superfamille tétraspanine qui
a plusieurs fonctions cellulaires telles que la signalisation cellulaire, I’activation cellulaire
et 'agrégation de plaquettes (Hasegawa, et al., 1998, Fitter, et al., 1999, Sincock, et al.,
1999). Les expériences ont démontré que le récepteur CD151 joue un rdle critique dans

I’infection du virus in vitro (Shanmukhappa, et al., 2007).

In vivo, le virus se multiplie dans les macrophages alvéolaires du poumon, les
macrophages ou cellules dendritiques des amygdales, des nceuds lymphatiques, du thymus,
de la rate, des plaques de Peyer, du foie, des reins, des glandes surrénales et du cceur. Le
virus infecte les porcs et les sangliers. (Halbur, et al., 1995, Halbur, ef al., 1996, Duan, et
al., 1997, Beyer, et al., 2000). Les organes cibles du VSRRP sont les poumons, les tissus
lymphoides, les plaques de Peyer et les reins (Sur, et al., 1996, Haynes, ef al., 1997).

3.2.4 Pathogenese

In vivo, la multiplication du virus débute 12 heures apres 1’inoculation et le virus atteint
la circulation sanguine et les organes viscéraux via le systéme lymphatique. Une
multiplication massive se produit dans la rate et les nceuds lymphatiques. Il y a I’apparition
des anticorps au 7™ jour post-inoculation. Le virus et les cellules infectées sont éliminés
sauf dans les poumons, les nceuds médiastinaux et les amygdales ou le virus persiste de 5 a

10 semaines. Il peut y avoir une infection persistante qui dure plus de 2 mois, car le virus

est capable de se multiplier dans les monocytes et les macrophages (Thiry, 2004).

Le VSRRP induit I’apoptose in vivo et in vitro (Suarez, et al., 1996, Sur, et al., 1997,
Sirinarumitr, et al., 1998, Choi & Chae, 2002, Kim, et al., 2002, Labarque, et al., 2003,
Miller & Fox, 2004). L’apoptose est observable chez les macrophages alvéolaires de porcs
et se caractérise par des changements morphologiques des cellules, la fragmentation
d’ADN et I’activation spécifique de caspases. Les cellules exprimant la protéine GPs du
virus vont subir I’apoptose (Suarez, et al., 1996). Dans la majorité des cas, le VSRRP va
induire I’apoptose des cellules non-infectées entourant les cellules infectées autant in vitro
qu’in vivo. (Suarez, et al., 1996, Sur, et al., 1997, Sirinarumitr, et al., 1998, Choi & Chae,
2002, Kim, et al., 2002, Labarque, et al., 2003, Miller & Fox, 2004). Il se pourrait que le
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relachement par les cellules infectées de TNF-a ou de GPs induise 1’apoptose des cellules
non infectées. Il a été démontré qu’une augmentation de I’expression de FasL dans des
macrophages infectés par le VSRRP dans une co-culture avec des lymphocytes spléniques
cause 1’apoptose de ceux-ci (Chang, et al., 2007). En général, les cellules apoptotiques ont
les marqueurs d’apoptose et I’induction se fait via la voie des mitochondries (Lee &
Kleiboeker, 2007). Des travaux ont démontré que les marqueurs anti- et pro-apoptotiques
sont présents chez les macrophages infectés par le VSRRP (Costers, et al., 2008). A 48
heures post-infection, 40% des macrophages infectés par le virus sont tués (Oleksiewicz &
Nielsen, 1999). Différents travaux ont démontré qu’il y avait de I’apoptose lorsque la lignée
cellulaire MARC-145 était infectée avec le VSRRP (Suarez, et al., 1996, Costers, et al.,
2008).

Au niveau de la lignée cellulaire MARC-145, la nécrose cause plus de mort cellulaire
que I’apoptose (Miller & Fox, 2004). A un temps post-infection de 72 heures, sur cette
méme lignée, les cellules infectées se détachent de la surface de la plaque de culture

cellulaire et sont déformées par I’apoptose (Kim, et al., 2002).
3.2.5 Morphogenése

Le virus infecte les cellules de I’hote via endocytose. Les particules du VSRRP sont
contenues dans des puits de clathrine (Kreutz & Ackermann, 1996). Entre 3 & 6 heures
post-infection, une vésicule a double membrane est formée (Pol & Wagenaar, 1992). Le
virus est assemblé et il entre a I’intérieur de la lumiere du réticulum endoplasmique ou de la
région du Golgi ou les deux. Les virions s’accumulent dans les vésicules qui se déplacent a
la membrane plasmique ou ils sont relachés. La quantité maximale de virus relaché entre 10
et 20 heures post-infection et les titres maximaux en culture cellulaire sont entre 10°° a
10" DICTso/ml (dose infectieuse en culture de tissus) (Pedersen, ef al., 1999). Par contre,

en général, les titres viraux obtenus en culture cellulaire sont de 10* DICTso/ml.

Le contact initial du virus avec le macrophage se fait via I’héparine sulfate GAG
(glycosaminoglycan) (Vanderheijden, et al., 2001, Delputte, et al., 2002). Par la suite, le
virus s’attache a la sialoadhésine pour une interaction plus stable (Vanderheijden, et al.,

2003, Delputte, et al., 2005). 1l y a liaison du complexe protéique viral M/GPs avec la
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partie N-terminale de la sialoadhésine (Van Breedam, et al., 2010). Une fois le virus attaché
a la sialoadhésine, il y a endocytose du complexe virus/récepteur par la voie des clathrines
(Nauwynck, et al., 1999, Vanderheijden, et al., 2003). Une fois internalisée, le virus libére
son génome dans le cytoplasme. Cette derniere étape a lieu quand le virus est & I’intérieur
des endosomes et elle est dépendante de I’acidification de ces derniers et de la présence des
récepteurs CD163 (Nauwynck, et al., 1999, Calvert, et al., 2007, Van Gorp, et al., 2008,
Van Gorp, et al., 2009). Lors du relachement du génome, il y a peut-&tre interaction entre le
CD163 et les glycoprotéines GP, et GP4 (Das, et al., 2010). De plus, il y a la protéase
cathepsine E et une protéase a sérine « trypsine-like » non identifiée qui sont impliquées
dans le processus (Misinzo, et al., 2008). C’est la voie principale d’entrée du virus chez les
macrophages. Des données suggerent I’existence d’autres voies indépendantes ou

complétant la voie principale de ’endocytose du virus (Van Breedam, ef al., 2010).
3.3 Réponse immunitaire
3.3.1 Réponse immunitaire innée

Des études ont démontré qu’a sept jours post-infection, il y a une augmentation
importante de cytokines inflammatoires et une diminution de l’activité bactéricide non
spécifique au niveau du poumon (Zhou, et al., 1992). Par contre, des études plus récentes
démontrent que malgré I’induction d’ARNm, le VSRRP n’induit presque pas d’IFN in vivo
et in vitro, en particulier les IFN de type I. Il y aurait aussi peu d’IL-1 et de TNF-a d’induit
(Van Reeth, ef al., 1999, Thanawongnuwech, et al., 2001, Loving, et al., 2007, Genini, et
al., 2008). Cependant, le VSRRP n’induit pas une suppression générale de la transcription
des geénes de 1’hote (Lee, et al., 2004). La suppression d’IFN de type I est probablement une
¢tape cruciale de la pathogenése, car il a été démontré qu’IFN-o inhibe la réplication du
VSRRP (Albina, et al., 1998). IFN-B protége les macrophages contre la réplication du
VSRRP, mais cela ne serait probablement pas suffisant pour induire une réponse
immunitaire adaptative (Loving, et al., 2007). L’activation du promoteur d’IFN-$ est
inhibée par nspl, 2, 4 et 11 (Beura, et al., 2010, Chen, et al., 2010). Plus particuliérement,
nspla, nsplf et nspll inhibent fortement la voie de signalisation de I’ARNdb (double
brin). La synthese et la voie de signalisation d’IFN sont inhibées par nspl1f. Il inhibe la

translocation du facteur 3 de régulation d’IFN dans le noyau. De plus, cette protéine va
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inhiber les genes d’induction dépendant de NF-kB par ’ARNdb (Beura, et al., 2010). Npla
inhibe seulement la synthése d’IFN.

Sept a 11 jours aprés infection, la population de macrophages alvéolaires dans les
lavages pulmonaires décroit de 95 a 50-60%. Vingt-huit jours aprés infection, la population
de macrophages s’est reconstituée (80%) (Molitor, et al., 1992, Zhou, et al., 1992). La
capacité des macrophages a produire des anions superoxygénés diminue a 7 jours post-
infection mais devient supérieure a la normale a 28 jours post-infection (Molitor, et al.,
1992). Chez les jeunes porcelets, il y a une augmentation du taux sérique d’acide
glycoprotéique-a-1 (protéine réactive de la phase inflammatoire aigué). Cette augmentation
serait consécutive a la multiplication du VSRRP dans le poumon qui entrainerait une
réponse inflammatoire locale (Bane, ef al., 1992). Les effets cumulés du VSRRP au niveau
des défenses locales non spécifiques du poumon sont de nature a diminuer la résistance
infectieuse et a favoriser le développement de surinfections. Toutefois, les résultats obtenus
montrent que ces effets sont transitoires (inférieurs a 28 jours post-infection) alors que le

virus persiste généralement au-dela.
3.3.2 Réponse immunitaire générale

Au niveau systémique, I’infection au VSRRP peut entrainer une diminution transitoire
du nombre de globules blancs circulants (Christianson, et al., 1993, Rossow, et al., 1994).
Cette diminution modérée est observée entre 3 et 7 jours post-infection. Elle correspond
principalement a une baisse du nombre des lymphocytes circulants, CD2"CD4", CD2'CDS8"
et accessoirement des monocytes (Christianson, et al., 1993, Shimizu, et al., 1994, Thacker
& Halbur, 1996). Le ratio des lymphocytes CD4/CDS8" peut soit diminuer (Christianson, et
al., 1993, Shimizu, et al., 1996), soit augmenter (Zhou, et al., 1992) selon la sous-
population lymphocytaire qui est principalement affectée. Sept a 14 jours apres infection,
les distributions cellulaires sont redevenues normales. Au-deld, la population CD2"
augmente, cela correspond a une recrudescence des cellules CDS" dont la population atteint
un maximum 28 a 35 jours post-infection. Le ratio CD4'/CD8" est alors inférieur au
controle jusqu’au vingt-huitieme jour post-infection. Sur le plan fonctionnel, des tests in
vitro n’ont pas permis de mettre en évidence un effet du VSRRP sur les lymphocytes

(Shimizu, et al., 1996). Autrement dit, ’effet du VSRRP sur les sous-populations
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lymphocytaires ferait appel a un mécanisme indirect, indépendant d’une stimulation ou
d’une cytotoxicité directe appliquée sur certaines de ces sous-populations. Aucune
modification n’a été observée sur les populations cellulaires du thymus, ce qui suggére que
le virus ne module pas la différenciation des lymphocytes T (Shimizu, et al., 1996). La
prolifération de cellules T dans les porcs infectés avec le VSRRP est dirigée

majoritairement contre les protéines M, GP, et GPs (Bautista, et al., 1999).

La premiere réponse immunologique est dirigée contre la protéine N (Meulenberg, et
al., 1995, Loemba, et al., 1996) et différents épitopes sont reconnus par les anticorps
(Rodriguez, et al., 1997, Wootton, ef al., 1998). Par contre, la réponse diminue rapidement
(Yoon, et al., 1995) et elle ne semble pas avoir de rdle dans la protection du porc. En effet,
cette réponse rapide des IgM et IgG ne correspond pas avec celle des anticorps neutralisants
(Yoon, et al., 1994). Le développement tot d’anticorps non neutralisants peut avoir un effet
significatif sur le développement du VSRRP. Il a ét¢ démontré que les anticorps non-
neutralisants potentialisent la réplication du virus a I'intérieur des macrophages (Yoon, et
al., 1997). Les anticorps dirigés contre la protéine GPs neutralisent le virus in vitro
(Weiland, et al., 1996). In vivo, la majorité des anticorps qui neutralisent le VSRRP chez
les porcs infectés sont dirigés contre la protéine GPs du virus (Gonin, et al., 1999). La
protéine nsp2 contient aussi un domaine de I’épitope d’anticorps neutralisant et qu’elle est
probablement une protéine immuno-dominante du VSRRP (Oleksiewicz, et al., 2001, de
Lima, et al., 2006). Les anticorps neutralisants sont détectés au jour 21 post-infection ou
plus tard pour les deux génotypes (Loemba, et al., 1996). Par contre, apres 42 jours post-
infection le titre des anticorps neutralisant est bas. Les protéines GP3;, GP4 et M contiennent
aussi des épitopes neutralisants (Cancel-Tirado, et al., 2004). Ces protéines ont un role
biologique mineur a comparer a GPs. Tout cela montre que la réponse immunitaire
humorale agit comme un cheval de Troie pour le VSRRP. La virémie peut se résoudre sans
qu’il y ait un niveau détectable d’anticorps neutralisants (Diaz, et al., 2006). La dynamique
des macrophages susceptibles au VSRRP gouverne le niveau de virémie. Si le virus
¢chappe a la cytolyse et I’apoptose des macrophages, celui-ci sera confiné dans les organes
riches en macrophages (Diaz, et al., 2006). Les anticorps neutralisants bloquent I’infectivité
des macrophages in vitro (Delputte, et al., 2004). Le transfert d’anticorps neutralisants a

des truies en gestation protége ces derniéres contre les échecs de reproduction et bloque les
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infections transplacentaires. De plus, ils peuvent protéger les porcelets contre le
développement de la virémie (Lopez, et al., 2007). Des études ont démontré que des porcs
ayant ¢été infectés expérimentalement avec le virus et ayant guéris ont une forte
prolifération de lymphocytes aprés 4 semaines post-infection et cette réponse est paralléle a

I’apparition des anticorps neutralisants (Bautista & Molitor, 1997).

Le VSRRP semble influencer la réponse immunitaire innée et spécifique en altérant la
production de cytokines chez les macrophages et les cellules dendritiques, en modifiant
I’expression de molécules de présentation de 1’antigéne. Cela a pour conséquence de
ralentir D’activation de cellules NK (natural killer) et la mobilisation des cellules
responsables de I’immunité acquise. Donc, la production d’anticorps neutralisants le virus,
la prolifération des lymphocytes et la production d’IFN-y sont retardées (Butler, et al.,
2008, Chang, et al., 2008, Flores-Mendoza, et al., 2008). La réponse initiale de I’immunité
innée est faible et cela contribuerait a la survie prolongée du virus chez les porcs infectés.
Les particules du VSRRP sont assemblées dans les cellules de 1’hdte par bourgeonnement
des nucléocapsides dans le lumen du réticulum endoplasmique et/ou le systéme de Golgi.
Les protéines antigéniques du virus sont accumulées et retenues au site de bourgeonnement.
Les cellules infectées sont inaccessibles aux anticorps spécifiques du VSRRP, donc
réfractaire aux anticorps et au systéme du complément. Cela empéche la lyse des cellules

infectées (Costers, et al., 20006).
3.4 Traitements et prévention

I1 est possible de stabiliser I’infection dans un troupeau par la vaccination, en exposant
volontairement tout le troupeau au VSRRP de maniére contrdlée, faire une acclimatation
agressive des reproducteurs ou la combinaison de ces stratégies. Il n’existe pas de
traitement spécifique. Les antibiotiques a large spectre peuvent étre utiles pour contrdler les
infections secondaires. Les produits anti-inflammatoires peuvent étre administrés durant
une infection aigué (Schwartz, 2004). L’infection des porcs par la souche nord-américaine
induit une réponse immunitaire en partie hétérologue; il y a donc une protection partielle

envers les souches européennes.
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Les premiers vaccins introduits en Europe contenaient une souche nord-américaine
atténuée. Le vaccin établissait une virémie chez le porc vacciné et le virus était sécrété dans
le sperme ce qui permettait la transmission du virus chez les autres porcs. Le vaccin confere
une protection contre les troubles respiratoires. Une nouvelle génération de vaccin atténué a
vu le jour et limite la diffusion du virus vaccinal. Il existe présentement plusieurs vaccins
atténués ou inactivés des souches américaines ou européennes (Thiry, 2004), mais ils ne

sont pas efficaces.

Aux Etats-Unis, il y a deux vaccins vivants atténués sur le marché (Key, et al., 2003).
Le premier est I'Ingelvac PRRS MLV (MLV) qui est un dérivé du virus ATCC VR2332
qui est le virus prototype nord-américain. Ce vaccin réduit la présence du VSRRP, le taux
d’échec de reproduction de la truie et diminue les symptomes chez les porcelets
(Mengeling, et al., 2003, Dewey, et al., 2004). Le deuxiéme vaccin est Ingelvac PRRS ATP
(ATP). C’est un dérivé atténué de la souche virale JA142 (Key, et al., 2003). Considérant
que tous les vaccins commerciaux sont des virus vivants modifiés sans marqueur, il est
raisonnable de s’attendre a avoir des isolats qui ont pu dériver de la souche du vaccin, car il
est connu que le virus peut se propager chez les porcs non vaccinés et que celui-ci peut
muter continuellement durant sa réplication in vivo (Thanawongnuwech, et al., 1998). De
plus, la possibilit¢é que les souches parentales des vaccins soient en circulation dans la
population porcine existe. A présent, il n’y a pas de test qui permet la discrimination du
vaccin viral et de la souche sauvage parentale. Les vaccins atténués sont les plus utilisés,
car ils ont démontré une meilleure protection que les vaccins inactivés (Murtaugh, et al.,
2002, Labarque, et al., 2003). Par contre, ceux-ci ont une efficacité limitée. Ils réduisent
I’occurrence de la maladie, la durée de la virémie et I’élimination du virus (Murtaugh, et
al., 2002). Il y a quelques vaccins inactivés qui sont utilisés pour réduire les problémes de

reproduction causés par le VSRRP chez les truies (Kimman, ef al., 2009).

Il reste beaucoup d’inconnus afin d’obtenir un vaccin efficace et sécuritaire contre
toutes les souches du VSRRP. Premic¢rement, les déterminants antigéniques critiques
communs chez les souches nord-américaines et européennes doivent étre clairement
identifiés pour supporter le développement d’un vaccin universel (Bautista, et al., 1999).

Deuxiémement, il faut déterminer les composantes des virions qui sont résistantes ou qui
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modulent le systéme immunitaire de 1’hote. Troisiémement, le vaccin doit étre sécuritaire.
Les possibilités de réversion de la virulence et la transmission des souches vaccinales entre
les porcs doivent étre éliminées ou minimales (Zuckermann, ef al., 2007). Quatriemement,
I’occurrence de variants naturels avec des petites délétions de nsp2 (protéine non
structurale) indiquent que les protéines non-structurales peuvent étre une cible pour

¢laborer des vaccins différentiels (Fang, et al., 2004).

Il y a plusieurs vaccins en cours de développement qui essaient de répondre aux
critéres énumérés plus haut. Entre autres, pour améliorer I’efficacité du vaccin commercial
Ingelvac PRRS MLV, différents adjuvants ont été expérimentés. Aucun adjuvant testé n’a
démontré assez d’efficacité pour diminuer les effets cliniques du virus. (Charerntantanakul,
et al., 2006). Des études avec une souche virale n’ayant plus 'ORF2 et ’ORF4 on
¢galement été effectués. Par contre aucune diminution des signes cliniques et de la
pathologie n’ont pu étre observée (Calvert, et al., 2003, Welch, et al., 2004). Plusieurs
stratégies de virus recombinants ont aussi été expérimentées avec différentes protéines du
VSRRP. Des chercheurs ont produit un virus recombinant avec le virus de la pseudo-rage
porcine et la protéine GPs du VSRRP (Qui, et al., 2005). Une autre équipe a travaillé sur
I’'immunogénicité des protéines GP3, GP4 et GPs en construisant, avec ces protéines des
virus recombinants avec un adénovirus non-réplicatif (Kheyar, et al., 2005, Jiang, et al.,
2008). Un vaccin a aussi été développé avec un vecteur contenant les formes tronquées des
protéines GPs et M et a été introduit dans la souche BCG de Mycobacterium tuberculosis
(Bastos, et al., 2004). Finalement, plusieurs plasmides ont été étudiés pour faire de la
vaccination contre le VSRRP. Des expériences ont été faites avec I’introduction de
I’ORFlou de 'ORF4 ou de ’ORF5 ou de I’ORF7 dans un plasmide (Pirzadeh & Dea,
1998, Barfoed, et al., 2004, Rompato, et al., 2006). Tous ces nouveaux vaccins ne se sont

pas montrés plus efficaces contre le VSRRP que ceux commercialisés jusqu’ici.

Des expériences permettant la création de vaccins marqués ont aussi été faites. Ces
vaccins permettraient de différencier les porcs ayant développés une réponse immunitaire
contre un vaccin du VSRRP versus une infection naturelle du VSRRP. Les auteurs ont
utilisé une délétion d’une partie du géne nsp2 (de Lima, ef al., 2008). Cela ne permet pas la

détection des porcs qui ont été infectés par la souche sauvage versus le mutant.
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4. Infections mixtes implicant le VSRRP ou A. pleuropneumoniae

Van Gucht et al. (2004) ont fait des études sur les interactions entre le VSRRP et les
LPS in vivo. 1ls ont utilisé la souche Lelystad du VSRRP et les LPS d’Escherichia coli
O111:B4. Le virus a été inoculé chez les porcs par la voie intratrachéale. Par la suite, ils ont
inoculé les LPS purifiés. Comme contrdle, des porcs furent inoculés uniquement avec le
virus ou des LPS. Les porcs exposés seulement au virus ou aux LPS ont eu de la fi¢vre,
mais peu ou pas de symptomes respiratoires. Les porcs ayant re¢u une co-inoculation ont eu
de graves problémes respiratoires (tachypnée, respiration abdominale, dyspnée) dans 87%
des cas. De plus, ils ont eu une forte ficvre et une dépression. Il y a une augmentation
significative de production de cytokines lorsqu’il y a la présence d’une co-stimulation LPS-
VSRRP par rapport a une infection avec seulement le VSRRP. Les taux de TNF-a, IL-1 et
IL-6 sont 10 a 100 fois supérieurs chez les porcs co-inoculés par rapport a ceux qui ont
seulement eu une inoculation au VSRRP ou aux LPS. Donc, la synergie entre les VSRRP et
les LPS dans I’induction de cytokines pro-inflammatoires et la surproduction de celles-ci

sont associées a la maladie (Van Gucht, et al., 2004).

Thanawongnuwech et al. (2001) ont développé un modele de culture cellulaire pour
étudier in vitro la production de cytokines pro-inflammatoires lors de co-infection avec le
VSRRP et la bactérie Mycoplasma hyopneumoniae (Thanawongnuwech, et al., 2001). Ils
ont utilis¢ des anneaux de la trachée et des macrophages alvéolaires pulmonaires (PAM)
provenant de 5 porcs. Ils ont quantifi¢é I’expression de I’ARNm par RT-PCR pour les
cytokines IL-1a, IL-1B, IL-8, IL-10, IL-12, TNF et la cyclophiline (géne controle). Les
résultats obtenus montrent que dans les groupes ou il y a eu une co-infection, il y a une
augmentation de ’expression de ’ARNm pour IL-la, IL-1B, IL-8 et TNF. Le ratio de
I’expression cytokine/cyclophiline est trois fois plus élevé pour ces cytokines que chez le
groupe contrdle. Ces observations ont été faites a un temps post-infection de 24 heures. De
plus, ils ont fait des tests ELISA pour les cytokines IL-1f, IL-8 et TNF. IIs ont observé une
augmentation importante de production de cytokines IL-8 et IL-10. Finalement, ils ont
remarqué que le titre viral était significativement plus petit quand le virus avait été en

présence de la bactérie que le virus seul apreés 24 heures. Par contre, apres 48 heures, il n’y
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avait plus de différence significative entre les deux groupes (Thanawongnuwech, et al.,

2001).

Marois et al. (2008) ont observé I’effet d’une co-infection avec les bactéries A.
pleuropneumoniae de sérotype 9 et M. hyopneumoniae chez les porcs au niveau des signes
cliniques. Ils ont utilisé une souche peu virulente (4. pleuropneumoniae 21) et une autre
plus virulente (4. pleuropneumoniae 4915). La quantification d’anticorps produits était
déterminée hebdomadairement & I’aide de la technique d’ELISA. A la fin de I’expérience,
les titres des anticorps contre A. pleuropneumoniae ou M. hyopneumoniae entre les
différents groupes infectés étaient tous similaires. Des écouvillons ont été récupérés et ont
¢té mis en culture pour détecter la présence des bactéries inoculées. Ils ont détecté la
présence des bactéries dans chacun des groupes qui ont été infectés. Ils ont fait des
observations cliniques sur les porcs tous les jours. Leurs observations ont permis de
démontrer que lors d’une infection simultanée avec M. hyopneumoniae et A.
pleuropneumoniae chez des porcs agés de six semaines, les signes cliniques et les 1ésions
pulmonaires sont sévéres et correspondent a la pathogenése des deux souches bactériennes
combinées. La maladie est plus sévére lorsqu’il y a une infection mixte versus une infection
simple. De plus, les porcs les plus affectés par la maladie semblent étre ceux qui ont été
infectés par la bactérie M. hyopneumoniae a 1’age de six semaines, suivi d’une infection a
A. pleuropneumoniae quatre semaines plus tard. En fait, ces porcs ont des signes cliniques
trés séveres et les Iésions pulmonaires correspondent a une double infection (Marois, et al.,

2008).

Thacker et al. (1999) ont étudié une pré-infection du VSRRP ou de la bactérie M.
hyopneumoniae lors de co-infections. Ils ont infecté les porcs avec la souche virale ATCC
VR-2385 qui est une souche trés virulente du VSRRP. Pour quantifier le virus et la
bactérie, ils ont utilisé la titration. Il n’y a pas de différence entre le nombre de cellules
infectées par le virus et celles infectées par le virus et la bactérie. Aussi, la différence
observée entre la moyenne des titres de M. hyopneumoniae dans les tissus pulmonaires
entre les groupes ayant été co-infectés et les groupes infectés seulement avec la bactérie
n’est pas significative. De plus, ils ont suivi les porcs quotidiennement pour évaluer les

signes cliniques. Les porcs infectés avec M. hyopneumoniae et VSRRP ont des signes
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cliniques plus séveres que les groupes infectés seulement avec un des deux pathogenes. Le
groupe qui a été infecté avec M. hyopneumoniae 21 jours avant d’étre infecté avec le
VSRRP a développée des maladies respiratoires plus graves a I’intérieur de trois jours post-
infection avec le VSRRP que tous les autres groupes infectés par le virus. Les porcs ont été
nécropsiés pour évaluer I’état de leurs poumons. Au jour 28, des lésions pulmonaires
causées par le VSRRP ont été observées chez tous les porcs infectés par les deux
pathogenes. Cette étude a démontré que la bactérie M. hyopneumoniae pourrait jouer un
réle dans I’induction d’une pneumonie par le VSRRP. La présence du VSRRP t6t dans une
infection avec M. hyopnemoniae peut accroitre les dommages induits dans les cellules, mais
n’augmentent pas le pourcentage de tissus exposés aux pneumonies. L attraction de cellules
inflammatoires par la bactérie M. hyopneumoniae pourrait produire un environnement idéal

pour que le VSRRP induise une inflammation persistante (Thacker, ef al., 1999).

Brockmeier et al. (2001) ont voulu déterminer les effets de I’inoculation intranasale
avec le VSRRP ou Bordetella bronchiseptica avec une infection non-toxique de
Pasteurella multocida chez les porcs. Pour 'expérience 1, ils ont infecté les porcs avec le
VSRRP et la bactérie P. multocida. Pour I’expérience 2, ils ont inoculé les porcs avec la
bactérie B. bronchispetica, la bactérie P. multocida et le VSRRP. Les résultats de
I’expérience 1 ont montré que la sévérité des signes cliniques ainsi que les 1ésions étaient
similaires entre les porcs inoculés seulement avec le VSRRP et ceux ayant été
préalablement inoculés avec P. multocida. 1ls ont isol¢ la bactérie et/ou le virus chez tous
les porcs qui ont été inoculés avec ceux-ci. Pour ce qui est de I’expérience 2, les porcs
inoculés seulement avec P. multocida n’ont eu aucun signe clinique de maladie et la
bactérie n’a pas été isolée. Pour ce qui est des porcs ayant été inoculés premierement avec
B. bronchiseptica, puis avec la bactérie P. multocida, il y a eu plusieurs signes cliniques.
De plus, ils ont isolé B. bronchiseptica et P. multocida. Pour ce qui est des porcs qui ont
¢été inoculés premierement par le VSRRP et la bactérie B. bronchiseptica, puis avec P.
multocida, ceux-ci ont développé de graves signes cliniques. Les bactéries B.
bronchiseptica, P. multocida et le VSRRP furent isolés chez les porcs infectés avec ceux-ci.
En conclusion, une infection primaire avec le VSRRP ne prédispose pas les porcs a une
infection avec P. multocida et la maladie n’est pas plus séveére quand il y a co-infection par

rapport a une infection simple avec le VSRRP. Une inoculation primaire avec B.
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bronchiseptica permet une colonisation nasale et des amygdales avec P. multocida. Une
inoculation primaire avec B. bronchiseptica et le VSRRP permet aussi la colonisation des

poumons par P. multocida et augmente la gravité de la maladie (Brockmeier, ef al., 2001).

5. Conclusion

Il existe quelques études portant sur des infections mixtes avec soit A.
pleuropneumoniae ou le VSRRP en présence d’autres pathogénes. Les expériences ont
montré que lorsqu’il y avait co-infection, les signes cliniques ainsi que la réponse
immunitaire étaient plus importants que lorsque l'infection était due a un pathogene
seulement (Thacker, et al., 1999, Marois, et al., 2008). Par contre, aucune ¢tude n’a été
faite en infection mixte entre ces deux pathogenes, malgré qu’ils soient tous les deux
impliqués au niveau de la maladie du complexe respiratoire porcin (PRDC). L’objectif du
projet est d’évaluer I’effet d’une infection mixte dans la pathogenése des infections causées
par A. pleuropneumoniae et le VSRRP in vitro. Les cellules utilisées seront les SIPL et les
MARC-145 qui sont deux lignées permissives au VSRRP. Au cours de cette étude, la mort
cellulaire, la production de cytokines, I’adhérence des bactéries aux cellules, le titre viral du
VSRRP, ainsi que la co-localisation du VSRRP par rapport a la bactérie A.

pleuropneumoniae seront évalués.



METHODOLOGIE



44

Lignées cellulaires

Le milieu de culture cellulaire pour la lignée MARC -145 (sous-clone de cellules de
rein de singe Africain vert MA104) (Kim, et al., 1993) est du MEM (Minimum Essential
Medium) (Gibco, NY, Etats-Unis) contenant 10% sérum foetal de veau (Gibco), 1%
HEPES 1M (Gibco), 1% L-glutamine (200 mM) (Gibco), 0,1% pénicilline/streptomycine
100X (Gibco) et 1% fungizone (250uG/ml) (Gibco). Pour la lignée cellulaire SJPL (St-
Jude porcine lung, St. Jude Children’s Hospital, Memphis, TN) (Seo, et al, 2001,
Silversides, et al., 2010) le milieu de culture cellulaire est le DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) (Gibco) contenant 10% sérum foetal de veau (Gibco), 1% L-glutamine
(200 mM) (Gibco), 1% pyruvate de sodium (100X) (Gibco), 1,5% d’acides aminés non-
essentiels 100x (Gibco), 1% pénicilline/streptomycine 100X (Gibco), 1% fungizone
(Gibco), 0,1% gentamicine 100X (Gibco).

Souches bactériennes et virale

Les souches bactériennes utilisées lors des infections sont A. pleuropneumoniae S4074
(K.R. Mittal, Facult¢é de médecine vétérinaire) et A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC (R.P. Segers, Intervet, The Netherlands). 4. pleuropneumoniae S4074 est
la souche de référence du sérotype 1. A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC est un mutant
d’A. pleuropneumoniae S4074 produisant les toxines ApxI et ApxII inactives, car les génes
activateurs de ces toxines sont délétés. Les bactéries ont été incubées 16 heures sur gélose
BHI (Brain Heart Infusion) (Difco) contenant 15ug/ml de NAD (nicotinamide adénine
dinucléotide) a 37°C. Une colonie a été¢ ensemencée dans 5 ml de bouillon BHI contenant
Sug/ml de NAD, incubée sous agitation (120 rpm) a 37°C pendant 16 heures. La culture a
¢té diluée 1:10 dans du bouillon BHI NAD et incubée jusqu’a I’obtention d’'une DO de
0,600 a une longueur d’onde de 600 nm qui correspond a une concentration bactérienne de
1,4 x 10° bactéries/ml. La souche virale du VSRRP utilisée est IAF-Klop. Celle-ci est une
souche de référence Nord-Américaine isolée au Québec a partir de porcelets présentant des

signes cliniques (Gagnon, et al., 2003).
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Titre viral

Les cellules MARC-145 ont été ensemencées dans une plaque 96 puits (Costar 3595,
Corning, NY, Etats-Unis). Les échantillons ont été infectés avec le VSRRP et ont subi trois
cycles de gel a -80°C et de dégel a température piece. Les échantillons sont récupérés et
centrifugés a 4°C a 1200g pendant 10 minutes. Le surnageant a été récupéré. Si les
échantillons contenaient des bactéries vivantes, ils devaient étre filtrés avec un filtre 0,22
um. Les échantillons ont été dilués pour avoir des dilutions 10" a 10® dans du MEM
complet sans sérum. Le milieu de la plaque 96 puits contenant les cellules MARC-145 a été
enlevé et un volume de 100ul d’échantillon/puits a été ajouté. Pour chaque échantillon un
réplica de quatre puits a été fait. La plaque a été incubée 4 heures a 37°C avec 5% CO,.
Pour chaque puits, le milieu MEM complet sans sérum a été enlevé et 150 pl/puits de
milieu MEM complet avec sérum a été ajouté. Puis, la plaque a été incubée pendant 96
heures a 37°C avec 5% CO,. Apres I'incubation, la plaque a été observée au microscope
pour que I’effet cytopathique du virus soit noté afin de pouvoir calculer le titre viral avec la
méthode de Kérber (Payment & Trudel, 1989). La formule est DICTso = A + 6 (S-0,5) ou A
est le logjo de la dilution montrant 100% de dégénérescence, o est le logjo du facteur de
dilution et S est la somme des puits dégénérés, incluant ceux de la dilution ou il y a 100%
de dégénérescence. La dilution ayant 100% de dégénérescence a pour valeur I'unité, et

chaque autre dilution une fraction de ’unité.
Bactéries inactivées

Pour produire des bactéries inactivées par ultraviolet (UV), les bactéries ont été
ensemencées tel que décrit plus haut. La culture bactérienne a été transférée dans des tubes
de centrifugation stériles de 15 ml et a été centrifugée a 1200g pendant 15 minutes. Le
surnageant a été retiré et le culot bactérien a été resuspendu dans 5 ml de PBS stérile. Les
cellules bactériennes ont été placées dans un pétri de 60 mm stérile et incubées 60 minutes
sous lumiere UV (315 nm). Elles ont été par la suite récupérées et 100 ul a été ensemencé
sur gélose BHI contenant du NAD. Les géloses ont été incubées a 37°C pendant une nuit
pour s’assurer qu’il n’y avait pas de croissance bactérienne. Les échantillons ont été

conservés a -20°C.
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Surnageant bactérien

Pour produire le surnageant bactérien, la souche A. pleuropneumoniae AapxICAapxlIIC,
a été ensemencée tel que décrit plus haut (voir paragraphe souches bactériennes et virales).
Le milieu DMEM ou MEM complet avec sérum contenant une concentration de Spug/ml de
NAD a été ensemencé avec 1 x 10° bactéries/ml. Les milieux ont été incubés dans des
plaques 6 puits a 37°C avec 5% CO; durant 16 heures. Les échantillons ont été récupérés,

centrifugés 15 minutes a 1200g, puis filtrés avec un filtre de 0,22um.
Surnageant bactérien fractionné

Le surnageant a été centrifugé dans des tubes contenant un filtre de 5 kDa (Amicon
Ultra-15, Millipore, MA, Etats—Unis) et centrifugé 25 minutes a 1200g. La fraction
contenant les molécules de plus de 5 kDa a été récupérée et le volume a été ajusté avec le
milieu de culture cellulaire complet pour avoir le méme volume de surnageant qu’au départ,
c’est-a-dire avant la centrifugation. Le volume du filtrat a aussi été ajusté au volume du

départ.
Surnageant bactérien inactivé

L’inactivation du surnageant a ¢été fait en 1’incubant a 56°C pendant 30 minutes ou en

le mettant dans un autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
Pré-infection virale suivie d’une infection bactérienne

Les lignées cellulaires ont été ensemencées dans une plaque (voir Tableau III) et

incubées a 37°C, 5% CO, durant 24 heures.
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Tableau III : Type de plaques utilisées lors des infections avec le VSRRP et la bactérie A.

pleuropneumoniae.
Type de Modele de Nombre de Volume de Volume de milieu
plaque plaque cellules milieu lors de  lors de I’infection
ensemenceées par I’infection bactérienne
puits virale

6 puits  Costar 3516, 5x10° 2 ml 5ml
Corning

24 puits Fond plat, 1x10° 300 pl 1 ml

Sarstedt

96 puits  Costar 3595, 1x10* 100 pul 100 pul

Corning

Pour I’infection avec le VSRRP, le milieu complet avec sérum est enlevé et il y a eu
infection avec le virus dans du milieu complet sans sérum. L’infection a été faite & une
MOI (multiplicity of infection) de 0,5 VSRRP pour une cellule. La plaque a été incubée
pendant 4 heures a 37°C, 5% CO,. Une fois 1’adsorption du virus faite, le milieu complet
sans sérum a été enlevé et remplacé par du milieu complet avec sérum. Selon I’expérience
réalisée, la plaque a été incubée de 24 a 96 heures a 37°C, 5% CO; (voir Figure 7). Une fois
le temps d’incubation terminée, le milieu a été retiré des puits et il a été remplacé par du
milieu complet avec sérum contenant 4. pleuropneumoniae. L’infection a été faite avec une
MOI bactérienne de 10:1. Selon I’expérience et la souche bactérienne utilisée, la plaque a

été incubée d’une a six heures ou 24 heures a 37°C, 5% CO..
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a) Temps (cn heure)

- 24 0 24 48 72
. ___________________________________________________________________________________|]
Préparation Infection des Immunofluorescence
des placues cellules avec (infection virale
des cellules le VSRRP seule)
MARC-145 et
SJPL

Infection avec App 1
a 3 heures ou App
AapxICAapxIIC 1246
heures : test de
cytotoxicité, test
d’adhérence, test de
caspasc 3

b)
Temps (en heure)
224 0 24 48 72 96
|
Pré?paratiqn Infection des Infection avec App Infection avec App Infection avec App  Test de cytokines
des plflllqtllcs cellules avec AapxICAapxIIC:  AapxICAapxIIC : AapxICAapxIIC :
I\?TRC(?- 1“4:56t lc VSRRP 24 heures 24 heures 24 heurcs
SIPL

Test de cytokines  Test de cytokines

Figure 7 : Protocole pour les pré-infections avec VSRRP, suivit d’une infection avec A.
pleuropneumoniae. a) test de cytotoxicité, test d’adhérence et test de caspase 3; b) test de

cytokines

Pré-infection bactérienne (bactéries vivantes, surnageant bactérien ou bactéries

inactivées) suivie d’une infection virale

Les cellules ont été ensemencées dans une plaque et incubée a 37°C, 5% CO; durant 24
heures. Pour I’infection avec 4. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC, le milieu complet avec
sérum a été enlevé et remplacé par la bactérie ou un surnageant bactérien dans du milieu
complet avec sérum. La plaque a été incubée pendant 3 heures a 37°C, 5% CO,. Lors d’une
stimulation avec les bactéries inactivées les cellules ont été incubées avec une MOI 100:1
pendant 24 heures a 37°C, 5% CO,. Une fois le temps d’incubation écoulé, le milieu a été
enlevé et il y a une infection faite avec le VSRRP dans du milieu complet sans sérum a une
MOI de 0,5. La plaque a été incubée pendant 4 heures a 37°C, 5% CO,. Une fois
I’adsorption du virus faite, le milieu complet sans sérum a été enlevé et remplacé par du
milieu complet avec sérum. Selon I’expérience réalisée, la plaque a été incubée de 24

heures a 96 heures a 37°C, 5% CO; (voir Figure 8).
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Temps (en heure)
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plaques des AapxICAapxIIC ou Immunofluorescence Titre viral

CCHUl_CS MAR( - stimulation avec le ATPlite
145 ct SJIPL surnageant App Immunofluorescence

AapxICAapxIIC (3
heures). puis
infection avee

VSRRP
Stimulation des Infection avee le Titre viral
cellules avee LPS VSRRP Immunofluorcscence

ou bactéries
inactivées App ou
App
AapxICAapxIIC
(24 heures)

Figure 8 : Protocole pour la pré-infection bactérienne (bactéries vivantes, le surnageant bactérien ou

des bactéries inactivées), suivie d’une infection avec le VSRRP.
Immunofluorescence

Une fois le temps d’infection du VSRRP atteint (24h a 96h), le milieu de culture a été
enlevé des puits de la plaque. Les puits ont été lavés avec du PBS 1X trois fois. La fixation
des cellules a été faite en mettant 400 ul de paraformaldéhyde 4% par puits (plaque 24
puits) et la plaque a été incubée pendant 20 minutes a température picce. Puis, les puits ont
été lavés avec du PBS 1X trois fois. Les cellules ont été perméabilisées avec une solution
de PBS contenant 0,1% de Triton X-100 (Sigma) pendant 10 minutes. Les cellules ont été
lavées avec la solution de blocage (PBS avec 1% sérum foetal de veau (Gibco) et 0,02% de
Tween 20 (Sigma)). Les sites non spécifiques ont été bloqués avec cette méme solution
pendant 20 minutes. L’anticorps anti-VSRRP (a7 : sérum de lapin contre la protéine N du
virus) (Gagnon, et al., 2003) a été dilu¢ 1:100 dans la solution de blocage et mis en contact
avec les cellules pendant 90 minutes sur une plaque agitatrice a 37°C ou température picce.
Puis, les cellules ont été lavées trois fois avec la solution de blocage. Les cellules ont été
incubées 60 minutes, a 37°C ou température picce avec un anticorps anti-IgG lapin
conjugué¢ au FITC (Sigma, dilution 1:160). Puis, elles ont été lavées trois fois avec la
solution de blocage. Les cellules ont été observées a I’aide d’un microscope inversé a
fluorescence LEICA DMI4000B. Les photos ont été prises via la caméra LEICA BFC490
et traitées avec le logiciel Leica Application suite 2.4.0 R1 (Leica microsystems, Richmond

Hill, Ontario, Canada).
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Cytotoxicité

Pour ce test, la trousse CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega,
Madison, WI, Etats-Unis) a été utilisée. Celle-ci mesure le taux du lactate déshydrogénase
(LDH) libéré par les cellules lors de la mort cellulaire. Pour faire ce test, 50 ul du
surnageant des échantillons a ét¢ mis dans une plaque 96 puits Maxisorp (Nalge Nunc
International, New York, USA), puis, 50 pl du réactif de la trousse a ét¢ mis dans chaque
puits. La plaque a été incubée pendant 30 minutes a la noirceur, a température picce.
Cinquante pl de la solution stop de la trousse a été ajoutée a chaque puits. La plaque a été
lue au spectrophotomeétre & une absorbance de 490 nm. Les cellules d’un puits n’ayant pas
été infectées ont été lysées a 1’aide de la solution de lyse fournit par le manufacturier et ont
été considérées comme 100% de mort cellulaire. Les témoins sont les milieux de culture

cellulaire (Auger, et al., 2009).
Détection de la caspase 3

Les cellules contenue dans une plaque six puits ont ét¢ infectées avec VSRRP et A.
pleuropneumoniae ou A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. Le contrdle positif consistait
a l'induction de I’apoptose des cellules a I’aide d’agents apoptotiques (500 ng/ml
d’actinomycine D, 50 pg/ml de vinblastine sulfate, 100 pg/ml de cycloheximide et 40
pg/ml de puromycine 2 HCI). Les cellules du controle positif ont été incubées pendant 24
heures a 37°C, 5% CO,. Une fois I’incubation terminée, les échantillons ont été récupérés
en grattant le fond des puits. Ils ont été centrifugés pendant 15 minutes a 1200g. Les
cellules ont été lavées avec 1 ml de PBS et centrifugées pendant 15 minutes a 1200g. Le
culot a été resuspendu dans 200 pl de tampon de lyse froid (50 mM HEPES, 100 mM NacCl,
0,1% CHAPS, 1 mM DTT, 100 mM EDTA, a un pH de 7,4) et incubé sur glace pendant 5
minutes. Puis, la sonication des cellules a été faite pendant 10 secondes avec pulsation a la
puissance minimale (Sonifier 450, Branson). Les échantillons sont centrifugés pendant 15
minutes a 1200g. Le surnageant a été conservé. Pour calculer la concentration de protéines
dans les échantillons, le test de Bradford a été utilisé (Quick Strat Bradford Protein assay,
Biorad). Les concentrations d’albumine de sérum bovin (BSA) pour la courbe standard
variaient de 0 a 1500 pg/ml. Pour quantifier la caspase 3 dans des puits d’une plaque 96

puits, il fallait avoir 50 pg de protéines pour chaque échantillon. Pour ajuster la quantité de
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protéine, il fallait les diluer dans un tampon de réaction (50 mM HEPES, 100 mM NacCl,
0,1% CHAPS, 1 mM DTT, 100 mM EDTA et 10% glycérol a un pH de 7,4). Dix pl du
substrat de la caspase 3 (Ac-DEVD-AFC, Biomol international) d’une concentration de 2
mM a été ajouté a tous les puits. Pour le témoin, 90 ul de tampon avec 10 pl de substrat a
été utlilisé. La plaque a due étre agitée et la fluorescence a été mesurée dans un lecteur de
plaque détectant la fluorescence (excitation 400 nm, émission, 500 nm, Synergy HT,

Biotek, Vermont, USA) aprées 40 minutes d’incubation.
Test d’adhérence

Une fois les cellules infectées avec le VSRRP et A. pleuropneumoniae et incubées le
temps voulu, les cellules ont été lavées avec du PBS 1X trois fois. Puis, elles ont été
décollées avec 100 pl solution de 0,05% trypsine-EDTA. Il n’était pas nécessaire de lyser
les cellules, car ¢’était un test d’adhérence et non un test d’invasion. Des dilutions de 10" a
107 ont été faites dans du PBS 1X. Cent pl de chacune des dilutions a été ensemencés sur
des géloses BHI contenant 15pg/ml NAD. Pour déterminer le nombre d’UFC (unité
formatrice de colonie), les géloses contenant entre 30 et 300 colonies ont été considérées
(Auger, et al., 2009).

Production de cytokines

Dans la plaque 96 puits MaxiSorp (Nalge Nunc International, New York, USA), 100 pl
par puits d’anticorps a été utilisé. Les types d’anticorps et les concentrations a utiliser selon
les cytokines testées sont décrits dans le Tableau IV. Les anticorps ont été dilués dans du
PBS 0,02M. La plaque a été incubée pendant 16 heures a 4°C. Puis, elle a été lavée avec du
PBS-Tween (21,5% PBS 0,02M, 0,05% Tween 20 et 0,15M NaCl) trois fois et asséchée.
Pour bloquer les sites non spécifiques, 300 pl par puits de solution PBS contenant 1%
d’albumine de sérum bovin (BSA) et 5% de sucrose ont été ajoutés pendant une heure a
température picce. La plaque a été rincée avec du PBS-Tween trois fois et asséchée. Cent pl
du surnageant des échantillons ont été mis dans chaque puits de la plaque en duplicata. La
courbe standard a été faite a 1’aide de la protéine standard. Les protéines de la courbe
standard ont été dilué¢es dans du TBS (Tris : 12 %, NaCl : 0,15M) contenant 0,1% BSA et

0,05% Tween-20. Chaque cytokine avait sa protéine standard et ses concentrations (voir
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Tableau IV). La plaque a été incubée pendant deux heures a température piece, puis lavée
avec la solution de PBS-Tween. Dans chaque puits 100 pl d’anticorps conjugué a la biotine
dilu¢ dans une solution de TBS a été ajouté (voir tableau IV). La plaque a été incubée
pendant deux heures a température picce. Les puits ont été rincés avec du PBS-Tween trois
fois et asséchés. Dans les puits, 100 pl de peroxydase conjuguée a la streptavidine (Jackson
Immunoreserach Laboratories) (voir tableau IV) a été ajouté. La plaque a été incubée
pendant 1 heure a température picce. Puis, les puits ont été lavés trois fois avec du PBS-
Tween et bien asséchés. Il était important de bien asséchée la plaque entre chaque étape, car
si cette étape n’est pas faite il peut y avoir des variations non voulues des résultats. La
révélation a été faite en ajoutant 100 pl par puits de TMB (Tetramethyl benzidin) Single
Solution (Invitrogen). Finalement, lors de I’apparition d’une coloration bleue, la réaction a
¢été arrétée ajoutant 50 pl de HySOy4 par puits. Pour quantifier la concentration de cytokines
des échantillons, la plaque a été lue au spectrophotométre a une longueur d’onde de 450
nm. Pour le témoin, ’anticorps a été incubé toute la nuit, puis, du PBS ou TBS a été ajouté
pour les autres incubations. Pour s’assurer que le TBS n’interferait pas avec la peroxydase
conjuguée a la streptavidine, un puits ou, il n’y a pas d’échantillon, ni de standard, ni
I’anticorps conjugué a la biotine, mais contenant de la peroxydase conjuguée a la

streptavidine mise lors de la derniere étape d’incubation a été ajouté.



Tableau IV : Informations sur les anticorps utilisés pour la détection des différentes

cytokines quantifiées lors d’infection mixte avec le VSRRP et A. pleuropneumoniae.

Cytokines Ac Ac Standards  Concentration  Spécification
(en pg/ml) conjugué (en pg/ml) peroxydase
ala conjugué a la
biotine streptavidine
(en ng/ml)
TNF-a Anti-porcin  Anti-porcin TNF-a 2 pg/ml Incuber I’ac
monoclonal TNF-a porcin conjugué a la
TNF-a (2) (100) (5000 a 78) biotine dans du
PBS contenant
2% de sérum de
chevre
IL-6 Anti-porcin  Anti-porcin  IL-6 porcin 2 pg/ml Aucune
polyclonal IL-6 (50) (5000 a 78) spécification
IL-6 (0,8)
IL-8 Anti- Anti-porcin  IL-8 porcin 2 pg/ml Incuber I’ac
humain IL-8 (50) (600 a conjugué a la
monoclonal 18,75) biotine dans du
IL-8 (2) PBS contenant
2% de sérum de
chevre
IL-10 Anti-porcin  Anti-porcin IL-10 1 pg/ml Incuber I’ac
IL-10 (2) IL-10 (50) porcin conjugué a la
(4000 a biotine dans du
31,25) PBS contenant
2% de sérum de
chevre
IFN-y Anti-porcin  Anti-porcin IFN-y 0,2 pg/ml Incuber I’ac
IFN-y IFN-y (5) porcin conjugué a la
(1,25) (1000 a biotine dans du
31,25) PBS contenant

2% de sérum de
veau

Les anticorps proviennent de R&D Systems, Minneapolis, USA.

uantification de ’ATP lors de stimulation des cellules avec le surnageant bactérien
g

et le VSRRP pour évaluer le métabolisme cellulaire

Les cellules ont été infectées dans un plaque 96 puits noirs Costar (Corning Inc., NY,
Etats-Unis). Cette expérience a été faite avec la trousse ATPlite (PerkinElmerTM, Boston,
MA, Etats-Unis). Cette trousse permet d’obtenir la concentration d’ATP présent dans les
cellules vivantes, donc, de mesurer I’activité métabolique des cellules. Le protocole

consistait a mettre 50 pl de la solution de lyse par puits, puis a agiter la plaque pendant cing
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minutes. Par la suite, 50 pl par puits de substrat a été ajouté, la plaque a été agitée pendant
cinq minutes puis, incubée a la noirceur pendant 10 minutes. La plaque a été lue a 1’aide
d’un spectrophotométre ayant un filtre permettant de détecter la luminescence (Synergy
HT, Biotek, Vermont, Etats—Unis). Une courbe standard a été faite a I’aide d’un standard
d’ATP. Celui-ci a été dilué dans de I’eau stérile et les concentrations utilisées ont été de 10°
210" M. Dix pl/puits des dilutions d’ATP a été mis dans des puits contenant 100 ul de
milieu complet DMEM ou MEM avec sérum. Le tout est incubé 5 minutes sous agitation.
Le controle négatif consistait a des puits contenant du milieu DMEM ou MEM complet

avec sérum ayant subit le méme traitement que les échantillons.

Analyses statistiques

Les tests statistiques ont été faits avec le logiciel GraphPad Prism version 4.02 (San
Diege, CA, Etats-Unis). Les différences étaient statistiquement valables lorsque la valeur P
¢tait inférieure a 0,05. Les tests utilisés dépendent des expériences faites. Le test statistique
two-way ANOVA fut utilisé pour I’analyse des données de cytotoxicité, de production de
cytokines et d’ahdérence de la bactérie. Le test statistique one-way ANOVA fut utilisé pour
I’analyse des données de caspase 3. Le test de t-student utilisé pour ’analyse des données

de titres viraux et d’ATP était non-paramétrique.



RESULTATS
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Permissivité des lignées cellulaires au VSRRP

Nous avons confirmé la permissivité de la lignée MARC-145 pour le VSRRP et mis en
¢vidence pour la premiere fois la permissivité de la lignée SJPL pour le VSRRP. Grace a
I’immunofluorescence, il est possible de détecter la protéine N du VSRRP qui se retrouve
dans le cytoplasme des cellules de la lignée MARC-145 (Figure 9, d) et de la lignée SJPL
(Figure 9, b). Les cellules qui ne sont pas infectées ne montrent aucune protéine du virus
dans leur cytoplasme (Figure 9, a et ¢). Le temps d’infection avec le VSRRP montré a la
figure 9 est de 72 heures. Cela est aussi observable avec des infections avec le VSRRP

allant de 24 heures a 96 heures. (Annexe I)

Des expériences de co-localisation avec 4. pleuropneumoniae et le VSRRP ont été
effectuées. Des expériences avec des anticorps anti-A. pleuropneumoniae et anti-VSRRP
ont été réalisées. Nous avons observé des problemes de réactions croisées avec les anticorps
secondaires couplés a des molécules fluorescentes. Nous avons aussi essayé d’incuber A.
pleuropneumoniae avec du FITC (isothiocyanate de fluorescéine). Le signal n’était pas
suffisant pour pouvoir observer les bactéries au microscope. La derniere option qui a été
évaluée a été d’insérer la GFP (green fluorescent protein) ou la mCherry dans la bactérie.
Dans le premier cas, la GFP n’était pas assez exprimée pour émettre assez de fluorescence
pour que la bactérie soit aisément détectable. Pour ce qui est de mCherry, la bactérie perdait
le plasmide facilement, donc, il y avait rarement production de fluorescence. En conclusion,
au cours de ce projet, il n’a pas été possible de prendre des images montrant clairement la

localisation d’A. pleuropneumoniae lorsqu’il y avait une co-infection avec le VSRRP.
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Figure 9 : Images des cellules infectées avec le VSRRP pendant 72 heures (MOI de 0,5). a)
lignée cellulaire SJPL non-infectée; b) lignée cellulaire SJPL infectée avec le VSRRP; ¢)
lignée cellulaire MARC-145 non-infectée; d) lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le
VSRRP. Grossissement : 100 X
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Test de cytotoxicité réalisé sur les cellules pré-infectées avec le VSRRP, puis infectées

avec A. pleuropneumoniae

Lorsque les cellules de la lignée SJPL sont incubées pendant 72 heures, le taux de
cytotoxicité est inférieur a 15% (entre 3 et 14%) (Figure 10.1). Lorsque les cellules sont
infectées avec le VSRRP, le taux de LDH libéré apres 72 heures d’infection est d’environ
35% (30 et 40%) (Figure 10.1). Le taux de mortalit¢ augmente de maniere significative
lorsque les cellules sont infectées avec le VSRRP (P<0,05). Quand il y a infection avec A4.
pleuropneumoniae seul, le taux est d’environ 15% apres une heure d’infection et augmente
a 36% apres deux heures d’infection (Figure 10.1, a). Le taux de mortalit¢é avec A.
pleuropneumoniae est significativement plus élevé que le controle, lorsque la bactérie est
incubée pendant deux heures avec les cellules (P<0,05). Avec le mutant (4.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC) ne produisant pas de toxines ApxI et ApxII actives, le
taux de cytotoxicité reste inférieur a 15% (entre 3 et 13%) et cela, méme aprés un temps
d’infection de 6 heures (Figure 10.1, b). Lorsqu’il y a co-infection avec le VSRRP et 4.
pleuropneumoniae (bactérie sauvage), le taux de cytotoxicité est de 41% apres une heure
d’infection et ce taux augmente a 64% apres deux heures d’infection (Figure 10.1, a). Donc,
lorsqu’il y a co-infection avec le VSRRP et A. pleuropneumoniae le taux de cytotoxicité
augmente de maniere significative a un temps d’incubation de 72 heures avec le VSRRP et
de deux heures avec la bactérie sauvage versus une infection simple avec les deux mémes
pathogenes (P<0,05). Cela n’est pas observé lors d’un temps d’infection d’une heure avec
la bactérie, car le taux de cytotoxicit¢é d’une co-infection est semblable au taux de
cytotoxicité lorsque les cellules sont infectées seulement avec le VSRRP. Lorsqu’il y a co-
infection avec le VSRRP et le mutant bactérien ne produisant pas les toxines actives, le
taux de cytotoxicité varie de 46% a 65% pour les différents temps d’incubation d’A4.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (Figure 10.1, b). Il n’y a pas d’augmentation
significative du taux de cytotoxicité lors de co-infection si elle est comparée au taux de
cytotoxicité des cellules infectées seulement avec le VSRRP (P>0,05), mais il y a une
différence significative lorsque les résultats de la co-infection sont comparés avec ceux
d’une infection avec seulement A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (P<0,05) (temps

post-infection de 5 heures et 6 heures).
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Lorsque les cellules de la lignée MARC-145 sont incubées pendant 72 heures, le taux
de cytotoxicité est inférieur a 10% (entre 0,4 et 6%) (Figure 10.2). Lorsque les cellules sont
infectées avec le VSRRP, le taux de LDH libéré aprés 72 heures d’infection est inférieur a
20% (entre 7 et 20%) (Figure 10.2). Le taux de mortalité augmente de maniere significative
lorsque les cellules sont infectées avec le VSRRP (P<0,05). Les cellules infectées avec
seulement A. pleuropneumoniae (4%) ou A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (entre 5 et
7%) ont un taux de mort cellulaire inférieur a 10% (Figure 10.2 a et b). Lorsqu’il y a co-
infection avec le VSRRP et A. pleuropneumoniae, le taux de cytotoxicité¢ est de 9%
lorsqu’il y a incubation d’une heure avec la bactérie et cela augmente a 53% lorsque la
bactérie est présente pendant deux heures (Figure 10.2, a). Donc, lors d’une co-infection
avec le VSRRP et A. pleuropneumoniane le taux de cytotoxicité augmente de manicre
significative lorsqu’il y a un temps d’incubation de 72 heures avec le VSRRP et de deux
heures avec la bactérie sauvage versus une infection simple avec les deux mémes
pathogénes (P<0,05). Cela n’est pas observé lors d’un temps d’infection d’une heure avec
la bactérie, car le taux de cytotoxicit¢ d’une co-infection est semblable aux taux de
cytotoxicité lorsque les cellules sont infectées seulement avec le VSRRP ou la bactérie.
Lorsqu’il y a co-infection avec le VSRRP et le mutant bactérien ne produisant pas les
toxines actives, le taux de cytotoxicité varie de 16% a 36% pour les différents temps
d’incubation d’A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (Figure 10.2, b). L’augmentation du
taux de cytotoxicité lors de co-infection n’est pas différente si elle est comparée aux taux de
cytotoxicité des cellules infectées seulement avec le VSRRP, mais il y a une différence
significative lorsque les résultats de la co-infection sont comparés avec ceux d’une

infection avec seulement A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (P<0,05).

Nous avons aussi fait des tests de cytotoxicité avec 4. pleuropneumoniae et le VSRRP
a des temps d’infection avec le virus de 24 heures, 48 heures et 96 heures (voir Annexe II).
Les résultats obtenus équivalent a ce qui a été observé a 72 heures post-infection VSRRP. 11
est donc possible d’observer une augmentation de la cytotoxicité lors d’une co-infection A.

pleuropneumoniae-VSRRP.
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Figure 10.1 : Test de cytotoxicité avec le surnageant de la lignée cellulaire SJPL infectées
avec le VSRRP pendant 72 heures et la bactérie A. pleuropneumoniae ou A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. a) cellules infectées avec A. pleuropneumoniae
pendant 1 heure et 2 heures; b) cellules infectées avec A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC pendant 4 a 6 heures. Test statistique : Two-way ANOVA, P<0,05. Un
sigle, une lettre ou un chiffre identique entre deux groupes indique qu’il n’y a pas de
différence significative entre ceux-ci. Par exemple, a la figure a) le chiffre « 1 » sur la
colonne controle et la colonne App indique qu’il n’y a pas de différence significative entre
ces deux groupes. Le témoin négatif correspond a I’incubation de la lignée cellulaire SJPL

seule. Trois expériences indépendantes ont étés réalisées en duplicata.
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Figure 10.2 : Test de cytotoxicité avec le surnageant de la lignée cellulaire MARC-145
infectées avec le VSRRP pendant 72 heures et la bactérie A. pleuropneumoniae ou A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. a) cellules infectées avec A. pleuropneumoniae
pendant 1 heure et 2 heures; b) cellules infectées avec A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC pendant 4 a 6 heures. Une lettre ou un chiffre identique entre deux groupes
indique qu’il n’y a pas de différence significative entre ceux-ci. Par exemple, a la figure b)
le chiffre « 1 » sur la colonne VSRRP et la colonne VSRRP + AppAapxICAapxIIC indique
qu’il n’y a pas de différence significative entre ces deux groupes. Le témoin négatif
correspond a I’incubation de la lignée cellulaire MARC-145 seule. Test statistique : Two-

way ANOVA, P<0,05. Trois expériences indépendantes ont été réalisées en duplicata.
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Test de caspase 3 lorsque la lignée cellulaire SJPL est infectée avec VSRRP et A.

pleuropneumoniae ou A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC

Les cellules SJPL incubées pendant 72 heures libérent un taux d’environ 3 UF/sec*pug
(unité¢ de fluorescence) de caspase 3 (Figure 11, a et b). L’induction de I’apoptose des
cellules résulte en un taux moyen de 23 UF/sec*ug (Figure 11, a et b). Les cellules
infectées avec A. pleuropneumoniae produisent peu de caspase 3 (environ 1 UF/sec*ug)
(Figure 11, a). Cela est aussi vrai pour les cellules infectées avec A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC (entre 2 et 4 UF/sec*pg) (Figure 11, b). Le taux d’apoptose augmente
lorsque les cellules sont infectées avec le VSRRP (environ 17 UF/sec*pg) (Figure 11, a et
b). Lorsqu’il y a co-infection avec A. pleuropneumoniae, il n’y a pas de variation du taux
de caspase 3 par rapport aux cellules infectées seulement avec le VSRRP (Figure 11, a).
Lorsque les cellules sont infectées avec VSRRP et A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC le
taux de caspase 3 varie par rapport a celui produit par les cellules infectées seulement avec
VSRRP, mais cette variation n’est pas statistiquement significative selon le test statistique

fait (Figure 11, b). Il semble que seul le VSRRP puisse induire I’apoptose.
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Figure 11 : Taux de caspase 3 exprimé en unité de fluorescence (UF) par rapport au temps
(sec) et a la quantité de protéines (ug) de caspase 3 libérée par les cellules SJIPL pré-
infectées pendant 72 heures avec le VSRRP et infectées avec A. pleuropneumoniae. a) la
lignée cellulaire SJPL infectée avec A. pleuropneumoniae; b) la lignée cellulaire SJPL
infectée avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. Le témoin négatif correspond a la
lignée cellulaire SJPL incubée seule. Le témoin positif correspond a 1’incubation de la
lignée cellulaire SJPL avec des inducteurs d’apoptose. Le test a été fait une fois en

triplicata.
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Production de cytokines par les cellules pré-infectées avec le VSRRP et la bactérie A.

pleuropneumoniae AapxICAapxIIC

Pour cette expérience, A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC a été utilis€, car ce mutant
ne cause pas de cytotoxicité cellulaire quand il est incubé 24 heures avec les cellules et ceci

est vrai pour la lignée cellulaire SJPL et MARC-145 (voir Figure 15).

Lorsque la lignée cellulaire SJPL est incubée pendant 48 a 96 heures, il n’y a pas d’IL-
8 de libérée (Figure 12.1, a). Cela est aussi le cas quand les cellules sont infectées avec le
VSRRP. Par contre, lorsque les cellules sont infectées pendant 24 heures avec la bactérie 4.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC, il y a production d’IL-8 (87 a 200 pg/ml) (Figure 12.1,
a). Il y a la méme quantité de cytokine produite lorsqu’il y a co-infection. La différence
entre la quantité de cytokine libérée par les cellules quand elles sont infectées avec A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC ou co-infectées et les cellules non-infectées ou infectées
avec le VSRRP est statistiquement significative (P<0,05). De plus, cette production

augmente lorsque le temps d’incubation augmente.

Les cellules SJPL incubées pour une période de 48 a 96 heures ne produisent pas
d’IFN-y (Figure 12.1, b). Par contre, les cellules qui ont été incubées pendant 48 heures et
par la suite infectées pendant 24 heures avec la bactérie A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC vont libérer une faible quantité d’IFN-y (168 pg/ml) (Figure 12.1, b). Cela
n’est pas observé lorsque les cellules sont incubées pendant 72 et 96 heures, puis infectées
pendant 24 heures avec 4. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. Lors d’infection des cellules
avec le VSRRP, il y a production d’IFN-y apres de 48 heures (53 pg/ml) et 96 heures (117
pg/ml) (Figure 12.1, b). Par contre, a 72 heures d’infection, il n’y a pas libération d’IFN-y,
selon les données obtenues. La quantité d’IFN-y obtenu a 48 heures d’infection est faible et
selon la barre d’erreur, il est possible que la quantité réelle soit pres de 0 pg/ml. Lorsqu’il y
a co-infection avec le VSRRP et la bactérie 4. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC, il y a
production d’IFN-y et cela pour les temps de pré-infection de 48 heures (388 pg/ml), 72
heures (101 pg/ml) et 96 heures (82 pg/ml) (Figure 12.1, b). La quantité de cytokine
produite diminue dans le temps. La quantité produite d’IFN-y lors d’une co-infection durant
laquelle le VSRRP a été présent pendant 48 heures est significativement plus élevée par

rapport aux cellules infectées par le VSRRP pour la méme période (P<0,05).
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Lorsque la lignée cellulaire MARC-145 est incubée pendant 48 a 96 heures, il y a une
faible production d’IL-8 qui diminue dans le temps (35 a 21 pg/ml) (Figure 12.2, a).
Lorsque les cellules sont infectées avec le VSRRP, il y a production d’IL-8 et cette
production augmente dans le temps (14 a 93 pg/ml) (Figure 12.2, a). Les cellules infectées
pendant 24 heures avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC produisent plus d’IL-8 que
lorsqu’elles sont stimulées par le virus (56 a 134 pg/ml) (Figure 12.2, a). De plus, cela est
significativement différent pour le temps d’infection du VSRRP de 72 heures (P<0,05).
Cela est aussi le cas quand les cellules sont infectées avec le virus et la bactérie. Lorsque les
cellules qui ont été incubées pendant 72 et 96 heures sont infectées par A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC  pendant 24 heures la production d’IL-8 est
significativement plus ¢élevée que lorsque les cellules sont incubées seules (P<0,05). De

plus, cette production augmente lorsque le temps d’incubation des cellules augmente.

Les cellules MARC-145 incubées de 48 a 96 heures ne produisent pas d’IFN-y. C’est
aussi le cas pour les cellules infectées avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. Lorsque
les cellules sont infectées avec le VSRRP pendant 96 heures, il y a production d’IFN-y (875
pg/ml) (Figure 12.2, b). Par contre, pour les autres temps d’incubation testés, cette
production n’est pas détectable. Lorsqu’il y a co-infection, il y a production d’IFN-y, mais
cette production diminue dans le temps. La concentration d’IFN-y a 48 heures post-
infection avec le VSRRP et 24 heures avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC est de
602 pg/ml (Figure 12.2, b). Aprés 72 heures post-infection avec le VSRRP et 24 heures
avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC cette concentration passe a 254 pg/ml et atteint
0 pg/ml a 96 heures post-infection VSRRP et 24 heures post-infection d’A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (Figure 12.2, b).

La quantification d’IL-6, IL-10 et TNF-a relachée par les cellules MARC-145 et SIPL
dans les mémes conditions qu’IL-8 et INF-y a aussi été évaluée. Les résultats obtenus

démontrent une tres faible production ou une production nulle (voir Annexe III).
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Figure 12.1 : Quantification de la production d’IL-8 et d’IFN-y par la lignée cellulaire SJPL
infectée avec le VSRRP pendant 48 heures a 96 heures et une infection de 24 heures avec
A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. a) production d’IL-8, 1’étoile indique qu’il y a une
différence significative entre le témoin négatif et App, le témoin négatif et VSRRP + App,
le VSRRP et App et le VSRRP et VSRRP + App; b) production d’IFN-y, I’étoile indique
qu’il y a une différence significative entre le t¢émoin négatif et App et le VSRRP et VSRRP
+ App. Le témoin négatif correspond a I’incubation de la lignée cellulaire SJPL seule. Test

statistique : two-way ANOVA, P<0,05. Trois expériences indépendantes ont été réalisées

en duplicata.
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Figure 12.2 : Quantification de la production d’IL-8 et d’IFN-y par la lignée cellulaire
MARC-145 infectée avec le VSRRP pendant 48 heures a 96 heures et une infection de 24
heures avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. a) production d’IL-8, I’étoile indique
qu’il y a une différence significative entre témoin négatif et App et le témoin négatif et
VSRRP + App; b) production IFN-y. Le témoin négatif correspond a I’incubation de la
lignée cellulaire MARC-145 seule. Test statistique : two-way ANOVA, P<0,05. Trois

expériences indépendantes ont été réalisées en duplicata.
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Test d’adhérence d’A4. pleuropneumoniae aux cellules lors d’une pré-infection avec

VSRRP

L’adhérence d’A4. pleuropneumoniae aux cellules SJPL et MARC-145 augmente avec
le temps d’incubation. Le nombre d’unité formatrice de colonies (UFC) est de 6,8 x 10°
aprés une heure d’incubation et augmente jusqu’a 4,3 x 10° aprés trois heures d’incubation
(Figure 13, a). Cette augmentation est aussi observée chez les cellules MARC-145, mais a
une plus petite échelle. En fait, aprés une heure d’incubation avec la bactérie, il y a 7,4 x
10* UFC, cela augmente a 2,9 x 10° UFC au bout de trois heures d’incubation (Figure 13,
b). Lorsque les cellules sont infectées avec le VSRRP pendant 72 heures, puis par la suite
infectées avec la bactérie, le nombre de UFC est semblable a une infection simple avec la
bactérie et ce dans toutes les conditions testées. Par exemple, le nombre d’UFC lorsqu’il y a
une infection de 72 heures avec le VSRRP et de trois heures avec A. pleuropneumoniae est
de 4,3 x 10° et lorsqu’il y a seulement la bactérie présente I'UFC est de 5,2 x 10’ sur la
lignée cellulaire SJPL (Figure 13, a). Cela est aussi vrai pour la lignée cellulaire MARC-
145. Dans les mémes conditions que la lignée cellulaire SJPL, lorsqu’il y a co-infection le
UFC est de 1,8 x 10, tandis que lors d’infection simple il est de 2,9 x 10° UFC (Figure 13,
b).

Lorsque les cellules sont infectées avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC, le
nombre d’UFC augmente dans le temps. Pour la lignée SIPL, il y a 1,5 x 10° UFC lorsqu’il
y a une infection d’une heure avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC et cela augmente
42,1 x 10° UFC au bout de trois heures (Figure 13, a). Cela est aussi observable chez les
MARC-145. Aprés une heure d’infection, il y a 1,4 x 10° UFC et cela augmente a 2,1 x 10
UFC apreés trois heures d’infection (Figure 13, b). L’adhérence de la bactérie mutante n’est
pas influencée par la présence du VSRRP. Par exemple, le nombre d’UFC lorsqu’il y a une
infection de 72 heures avec le VSRRP et de trois heures avec A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC est de 2,4 x 10° et lorsqu’il y a seulement la bactérie présente I'UFC est de
2,1 x 10° sur la lignée cellulaire SJPL (Figure 13, a). Cela est aussi vrai pour la lignée
cellulaire MARC-145. Dans les mémes conditions que la lignée cellulaire SJPL, lorsqu’il y
a co-infection, le UFC est de 1,6 x 10°, tandis que lors d’infection simple il est de 2,1 x 10°

UFC (Figure 13, b).
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Pour les temps de pré-infection avec le VSRRP de 24, 48 et 96 heures, les résultats
obtenus lors des tests d’adhérence avec A. pleuropneumoniae confirment les résultats
obtenus lorsque les cellules sont pré-infectées avec le VSRRP pendant 72 heures (voir

Annexe V).
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Figure 13 : L’adhérence d’4. pleuropneumoniae ou d’A. pleuropneumoniae

AapxICAapxIIC aux lignées cellulaires pré-infectées pendant 72 heures avec le VSRRP. a)
lignée cellulaire SJPL, b) lignée cellulaire MARC-145. Test statistique : two-way ANOVA,
P<0,05. Les résultats des tests statistiques indiquent qu’il n’y a aucune différence
significative entre les différents résultats (P<0,05). Trois expériences indépendantes ont été

réalisées en duplicata.
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Détection du VSRRP chez des cellules pré-infectées avec A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC

Les photos en immunofluorescence montrent qu’il y a infection des cellules SJPL
lorsque celles-ci sont infectées 48 heures avec le VSRRP (Figure 14.1, c). Les cellules
n’ayant pas subi d’infection virale ou qui sont infectées avec A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC ne démontrent pas de fluorescence, car la protéine N du VSRRP n’est pas
présente (Figure 14.1, a et b). Par contre, lorsqu’il y a infection avec A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC et le VSRRP les cellules ne présentent pas de fluorescence (Figure 14.1,
d). Il n’est donc pas possible de détecter la protéine N du VSRRP a I’intérieur des cellules
SJPL dans cette condition.

La lignée cellulaire MARC-145 est bel et bien infectée avec le VSRRP apres 48 heures
d’infection, car on observe de la fluorescence (Figure 14.2, ¢). C’est aussi le cas pour les
cellules infectées avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC et VSRRP (Figure 14.2, d).
Les témoins négatifs démontrent bien que I’anticorps anti-VSRRP se fixe seulement a la
protéine N du virus, car les cellules non-infectées (Figure 14.2, a) ou seulement infecté
avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (Figure 14.2, b) ne présentent pas de

fluorescence.



Figure 14.1 : Images de la lignée cellulaire SJPL infectée avec A. pleuropneumoniae
AApxICAApxIIC et le VSRRP. Les cellules sont infectées 48 heures avec le VSRRP. a)
cellules; b) cellules infectées avec 4. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC; c) cellules
infectéee avec VSRRP; d) cellules infectées avec A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et
VSRRP. Grossissement : 100 X.
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Figure 14.2 : Images de la lignée cellulaire MARC-145 infectée avec 4. pleuropneumoniae
AApxICAApxIIC et le VSRRP. Les cellules sont infectées 48 heures avec le VSRRP. a)
cellules; b) cellules infectées avec A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC; c) cellules
infectéee avec VSRRP; d) cellules infectées avec A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et
VSRRP. Grossissement : 100 X.
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Test de cytotoxicité fait sur les cellules pré-infectées avec A. pleuropneumoniae

AapxICAapxIIC puis infectées avec VSRRP

Le taux de mortalité cellulaire lorsque les cellules sont infectées pendant 24 a 96
heures avec la bactérie A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC ou le VSRRP ou les deux
augmente dans le temps et ce pour les deux lignées cellulaires. Cela est vrai aussi pour les
cellules non-infectées. Apreés 24 heures d’incubation, aucune condition ne cause la
libération de LDH (Figure 15, a et b). Pour la lignée cellulaire SJPL, le taux de cytotoxicité
est de 5%, 11% et 21% apres 48, 72 et 96 heures d’incubation respectivement (Figure 15,
a). L’infection avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC cause un taux de mortalité
cellulaire de 15% apres 48 heures, de 8% aprés 72 heures et de 23% apres 96 heures
d’incubation (Figure 15, a). La diminution du taux de cytotoxicité entre 48 heures et 72
heures post-infection est due a la variation entre les différentes répétitions des expériences.
Ces taux ne sont statistiquement pas différents des taux de mort cellulaire lorsque les
cellules sont non-infectées (P>0,05). Le taux de cytotoxicit¢ de lignée cellulaire SJPL
lorsqu’elle est infectée avec le VSRRP est de 46% apres 72 heures d’incubation et 79%
aprés 96 heures d’incubation (Figure 15, a). Ces taux sont significativement plus élevés par
rapport au taux de mortalit¢ des cellules incubées seules ou infectées avec A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC dans les mémes conditions (P<0,05). Durant une co-
infection avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC et VSRRP le taux de mortalité
cellulaire est de 16% apres 48 heures d’infection. Si bien que le taux augmente a 38% apres
72 heures d’infection et il n’atteint que 44% apres 96 heures (Figure 15, a). La diminution
du taux de mort cellulaire lorsqu’il y a co-infection versus une infection avec le VSRRP

seul est significativement différent apreés de 96 heures d’infection (P<0,05).

La lignée cellulaire MARC-145 libére du LDH seulement aprés 72 (3%) et 96
heures (13%) d’incubation (Figure 15, b). Lorsqu’il y a infection avec la bactérie 4.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC pendant 48 heures, le taux de cytotoxicité est de 23%,
augmente a 42% apres 72 heures et atteint 66% aprés 96 heures (Figure 15, b). Ce taux est
significativement plus élevé que les cellules non-infectées pour les temps de 72 et 96 heures
(P<0,05). Le taux de cytotoxicité est de 0, 25 et 75% pour les temps d’infection 48, 72 et 96

heures respectivement lorsque les cellules sont infectées avec VSRRP (Figure 15, b). Le
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taux est significativement plus ¢élevé que les cellules incubées pendant 96 heures
d’incubation (P<0,05). Les taux de cytotoxicité lorsqu’il y a co-infection sont de 10, 61 et
67% pour les temps d’infection de 48, 72 et 96 heures, respectivement (Figure 15, b). Lors
de co-infection, il y a une augmentation significative de la mortalité cellulaire par rapport
aux cellules non-infectées ou infectées avec le VSRRP pendant 72 heures (P<0,05). Cela

est aussi observé a 96 heures d’infection pour les cellules co-infectées versus les cellules
seules (P<0,05).
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Figure 15 : Test de cytotoxicité réalisée suite & une pré-infection d’A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC, puis une infection avec le VSRRP de 24 a 96 heures. a) lignée cellulaire
SJPL; b) lignée cellulaire MARC-145. Test statistique : two-way ANOVA, P<0,05. Une
lettre ou un chiffre identique entre deux groupes indique qu’il n’y a pas de différence
significative entre ceux-ci. Par exemple, a la figure a) la lettre « b » sur la colonne témoin
négatif, AppAapxICAapxIIC et VSRRP + AppAapxICAapxIIC indique qu’il n’y a pas de
différence significative entre ces deux groupes. Le témoin négatif est la lignée cellulaire
SJPL (figure a) et MARC-145 (figure b) incubées seules. Trois expériences indépendantes

ont été réalisées en duplicata.
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Titre viral du VSRRP lorsque les cellules sont pré-stimulées avec des bactéries
inactivées ou des LPS d’A. pleuropneumoniae ou infectées avec A. pleuropneumoniae

AapxICAapxIIC puis infectées avec le VSRRP

Le titre viral lorsque la lignée cellulaire SJPL est infectée avec le VSRRP varie entre
10> et 10> DICTso/ml (dose infectieuse 50%) (Figure 16.1). Cette lignée cellulaire pré-
stimulée avec la bactérie inactivée de la souche sauvage (10> DICTs¢/ml) ou de la souche
mutée (10°° DICTso/ml) ne montre pas de diminution ou d’augmentation significative du
titre viral (Figure 16.1, a). Cela est aussi vrai quand il y a pré-stimulation avec les LPS de la
souche sauvage (10%' DICTso/ml) (Figure 16.1, a). Par contre, quand 1’infection se fait avec
A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC  (10'° DICTs¢/ml) ou le surnageant d’A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (10** DICTso/ml) et le VSRRP les titres viraux
diminuent significativement (P<0,05) (Figure 16.1, b).

Pour ce qui est de la lignée cellulaire MARC-145, le titre viral lorsque les cellules sont
infectées avec le VSRRP varie entre 10™" et 10>’ DICTs¢/ml (Figure 16.2, a et b). Quand il
y a pré-stimulation avec 4. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC inactivée, il y a une
augmentation significative du titre viral (10%° DICTso/ml, P<0,05) (Figure 16.2, a). Par
contre, cela n’est pas le cas lorsque les cellules sont pré-stimulées avec A.
pleuropneumoniae inactivé (10>° DICTso/ml ) ou des LPS de A. pleuropneumoniae (10°°
DICTs¢/ml) (Figure 16.2, a). Lorsqu’il y a une pré-stimulation avec le surnageant d’ A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (10*° DICTso/ml) (Figure 16.2, b), le titre viral diminue
significativement (P<0,05). La diminution du titre viral lorsque les cellules sont pré-
infectées avec la bactérie A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (10*° DICTso/ml) (Figure
16, b) n’est pas statistiquement significative (P<0,05).



78

QO
~
-~

)

W b

Titre viral (logo,
virus/ml)

Titre viral (logqo,

Figure 16.1 : Titre viral du VSRRP lorsque les cellules de la lignée cellulaire SJPL sont co-
infectées avec A. pleuropneumoniae et VSRRP. a) cellules pré-stimulées avec A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC inactivé aux UV ou avec A. pleuropneumoniae inactivé
aux UV ou avec des LPS d’4. pleuropneumoniae pendant 24 heures avant d’étre infectées
avec le VSRRP pendant 48 heures; b) cellules pré-infectées avec 4. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC  ou pré-stimulées avec le surnageant d° A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC pendant trois heures avant d’étre infectées avec le VSRRP pendant 72
heures. Test statisque : t-Student, P<0,05. Les colonnes ayant I’étoile indiquent que le titre
viral est significativement différent par rapport aux témoins, c’est-a-dire les cellules
infectées avec le VSRRP. a) Deux expériences indépendantes faites a quatre répétitions. b)

Trois expériences indépendantes faites a quatre répétitions.
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Figure 16.2 : Titre viral de cellules de la lignée cellulaire MARC-145 infectées avec le
VSRRP et co-infectées avec A. pleuropneumoniae et VSRRP. a) cellules pré-stimulées
avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC inactivé aux UV ou avec 4. pleuropneumoniae
inactivé aux UV ou avec des LPS d’A. pleuropneumoniae pendant 24 heures avant d’étre
infectées avec le VSRRP pendant 48 heures; b) cellules pré-infectées avec A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC ou pré-stimulées avec le surnageant d° A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC pendant trois heures avant d’étre infectées avec le
VSRRP pendant 72 heures. Test statisque : t-Student, P<0,05. Les colonnes ayant 1’étoile
indiquent que le titre viral est significativement différent par rapport aux témoins, c’est-a-

dire les cellules étant infectées avec le VSRRP. a) Deux expériences indépendantes faites a

quatre répétitions. b) Trois expériences indépendantes faites a quatre répétitions.
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Test d’ATPlite fait sur les cellules pré-stimulées avec le surnageant d’A.

pleuropneumoniae AapxICAapxIIC puis infectées avec le VSRRP

Lorsque les cellules SJPL sont incubées pendant 72 heures, il y a une perte d’ATP qui
est dégradé¢ (16 500 unité de luminescence (UL) dégagées par la dégradation de I’ATP)
(Figure 17, a). La dégradation de I’ATP est moindre quand les cellules sont incubées avec
le surnageant d’A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC pendant 72 heures (7900 UL)
(Figure 17, a). Les cellules infectées avec le VSRRP dégradent un niveau semblable d’ATP
que les cellules seules (17 200 UL) (Figure 17, a). I1 y a une différence significative entre la
quantité d’ATP dégradée des cellules stimulées avec le surnageant et celle des cellules
infectées avec le VSRRP (P<0,05). Il y a trés peu de dégradation d’ ATP lorsque les cellules
sont co-infectées avec le surnageant et le VSRRP (4600 UL) (Figure 17, a). Donc, le niveau
d’ATP dégradé lors de co-infection est significativement plus bas que toutes les autres

conditions testées avec la lignée cellulaire SJPL.

Pour ce qui est de la lignée cellulaire MARC-145 le taux d’ATP dégradé est élevé
lorsque les cellules sont incubées pendant 72 heures (22 000 UL) (Figure 17, b). Par contre,
ce niveau diminue de manicre significative lorsque les cellules sont infectées avec le
surnageant d’A4. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC (7300 UL) ou le VSRRP (9500 UL) ou
co-infectées avec d’A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC et le VSRRP (5800 UL)
(P<0,05) (Figure 17, b).
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Figure 17 : Test d’ATPlite fait sur des cellules stimulées avec le surnageant (surn) d’4.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC et infectées avec le VSRRP pendant 72 heures. a)
lignée cellulaire SJPL; b) lignée cellulaire MARC-145. Test statistiques : t-Student, P<0,05.
Une lettre identique entre deux groupes indique qu’il n’y a pas de différence significative
entre ceux-ci. Par exemple, a la figure a) la lettre « a » sur la colonne témoin négatif et surn
AppAapxICAapxIIC indique qu’il n’y a pas de différence significative entre ces deux
groupes. Le témoin négatif correspond a I’incubation de la lignée cellulaire SJPL ou

MARC-145 seule. Une expérience a été réalisée en triplicata.
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Immunofluorescence des cellules pré-stimulées avec le surnageant d’A.

pleuropneumoniae AApxICAApxIIC puis infectées avec VSRRP

Les photos en immunofluorescence montrent qu’il y a infection des cellules SJPL
lorsque celles-ci sont infectées 72 heures avec le VSRRP (Figure 18, b). Les cellules non-
infectées ne démontrent pas de fluorescence, car le VSRRP n’est pas présent (Figure 18, a).
Par contre, lorsqu’il y a incubation avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae
AApxICAApxIIC et infection avec le VSRRP les cellules ne démontrent pas de fluorescence
(Figure 18, c). Le VSRRP n’infecte donc pas les cellules SJPL dans cette condition.

Les photos en immunofluorescence montrent qu’il y a infection des cellules MARC-145
lorsque celles-ci sont infectées 72 heures avec le VSRRP (Figure 18, d). C’est aussi le cas
pour les cellules incubées avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et
infectées avec le VSRRP (Figure 18, f). Les controles négatifs démontrent bien que
I’anticorps se fixe seulement a la protéine N du virus, car les cellules non-infectées (Figure

18, e) n’émettent pas de fluorescence.
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Figure 18 : Images des cellules incubées avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae
AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP. Les cellules sont infectées 72 heures. a)
lignée cellulaire SJPL; b) lignée cellulaire SJPL infectée avec VSRRP; c) lignée cellulaire
SJPL incubée avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec
le VSRRP; d) lignée cellulaire MARC-145; e) lignée cellulaire MARC-145 infectées avec
VSRRP; f) lignée cellulaire MARC-145 incubée avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae
AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP. Grossissement : 100X.



84

Immunofluorescence des cellules pré-stimulées avec le surnageant d’A.

pleuropneumoniae AApxICAApxIIC inactivé par la chaleur puis infectées avec VSRRP

Les photos en immunofluorescence montrent qu’il y a infection des cellules SJPL
lorsque celles-ci sont infectées 72 heures avec le VSRRP (Figure 19.1, a). Lorsqu’il y a
incubation avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infection avec le
VSRRP les cellules ne démontrent pas ou peu de fluorescence (Figure 19.1, b). Avant
d’incuber le surnageant avec les cellules, le surnageant a été inactivé par incubation a 56°C
pendant 30 minutes. Les cellules ont été incubées avec le surnageant et infectées par la suite
avec le VSRRP. Les images montrent qu’il n’y a pas de fluorescence (Figure 19.1, c), le
VSRRP ne peut donc pas infecter les cellules lorsque celles-ci sont incubées avec le

surnageant inactive.

La lignée cellulaire MARC-145 est infectée avec le VSRRP apres 72 heures d’infection, car
il y a de la fluorescence au niveau des cellules infectées (Figure 19.2, a). C’est aussi le cas
pour les cellules incubées avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et
infectées avec le VSRRP (Figure 19.2, b). Lorsque les cellules sont incubées avec du
surnageant autoclavé, puis avec le VSRRP, le virus ne peut pas infecter les cellules, car il
n’y a pas de fluorescence au niveau de la cellule (Figure 19.2, c). Cela est peut étre causé
par I’endommagement des cellules dii @ un manque de nutriments a I’intérieur du
surnageant autoclavé. L’endommagement des cellules peut empécher le virus de se

répliquer dans les cellules.



85

Figure 19.1 : Images de la lignée cellulaire SJPL incubée avec le surnageant inactivé d’A.
pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP. Les cellules sont infectées
72 heures. a) cellules infectées avec le VSRRP; b) cellules incubées avec le surnageant d’4.
pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP; c) cellules incubées avec
le surnageant d’A4. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC inactivé a 56°C pendant 30 minutes
et infectées avec le VSRRP. Grossissement : 100 X.
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Figure 19.2 : Images de la lignée cellulaire MARC-145 incubée avec le surnageant inactivé
d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP. Les cellules sont
infectées 72 heures. a) cellules infectées avec VSRRP; b) cellules incubées avec le
surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP; c) cellules
MARC-145 incubées avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC autoclavé
et infectées avec le VSRRP. Grossissement : 100 X.
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Immunofluorescence des cellules pré-stimulées avec le surnageant d’A.

pleuropneumoniae AApxICAApxIIC fractionné puis infectées avec VSRRP

Pour cette expérience nous avons utilis¢ deux fractions : le filtrat qui contient les
molécules ayant un poids moléculaire de 5 kDa et moins et le surnageant qui contient toutes
les molécules ayant un poids moléculaire supérieur a 5 kDa. Lorsque les cellules sont
incubées avec le filtrat du surnageant et le VSRRP, il n’y a pas de fluorescence, donc il
n’est pas possible de détecter la protéine virale N (Figure 20.1, d). Par contre, dans les
mémes conditions quand les cellules sont incubées avec le surnageant contenant les
molécules ayant un poids moléculaire supérieur a 5 kDa, il y a de la fluorescence, donc il

est possible de détecter la protéine virale N a I’intérieur des cellules (Figure 20.1, ¢).

L’incubation des cellules avec le surnageant fractionné a aussi été fait avec la lignée
cellulaire MARC-145. Les résultats obtenus ont démontré que lorsque qu’il y a incubation
avec le filtrat du surnageant et le VSRRP, la protéine N de celui-ci n’est pas détectée dans
les cellules (Figure 20.2, d). Par contre, lorsque 1’incubation se fait avec la fraction du
surnageant contenant les molécules ayant un poids moléculaire supérieur a 5 kDa et une
infection avec le VSRRP, il y a de la fluorescence, la protéine N du VSRRP est donc
détectable dans les cellules (Figure 20.2, ¢).

L’incapacité du VSRRP d’infectée les cellules STPL ou MARC-145 lorsque celles-ci
sont incubées avec le filtrat du surnageant bactérien peut étre causé par I’endommagement
des cellules dii a un manque de nutriment pour les cellules. L’endommagement des cellules

peut empécher le virus de se répliquer dans les cellules.



Figure 20.1 : Images de la lignée cellulaire SJPL incubée avec le surnageant fractionné d’4.
pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectée avec le VSRRP. Les cellules sont infectées
72 heures. a) cellules infectées avec le VSRRP; b) cellules incubées avec le surnageant d’4.
pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP; c) cellules incubées avec
la fraction contenant les molécules du surnageant supérieur a 5 kDa d’A. pleuropneumoniae
AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP; d) cellules avec le filtrat du surnageant d’A.
pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP. Grossissement : 100 X.
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Figure 20.2 : Images de la lignée cellulaire MARC-145 incubée avec le surnageant
fractionné d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectée avec le VSRRP. Les cellules
sont infectées 72 heures. a) cellules infectées avec le VSRRP; b) cellules incubées avec le
surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP; c) cellules
incubées avec la fraction contenant les molécules du surnageant supérieur a 5 kDa d’A4.
pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP; d) cellules avec le filtrat
du surnageant d’A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP.

Grossissement : 100 X.
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Le but du projet était de déterminer s’il y avait une interaction entre le VSRRP et la
bactérie A. pleuropneumoniae lors d’une co-infection. Pour ce faire, nous avons développé
deux modéles in vitro d’infection avec ces pathogénes. Nous avons utilis¢ les lignées
cellulaires MARC-145 (Kim, et al., 1993) et SJPL (Seo, et al., 2001, Lévesque, et al.,
2009), car elles sont reconnues pour étre permissives au VSRRP. De plus, il a été démontré

qu’A4. pleuropneumoniae adhére a la lignée SJPL (Auger, et al., 2009).

Nos résultats ont montré que lorsqu’il y avait une infection des cellules avec le
VSRRP pendant 72 heures, puis une infection avec A. pleuropneumoniae pendant 2 heures,
il y avait augmentation de la mortalité cellulaire comparativement a une infection simple
avec le VSRRP ou la bactérie 4. pleuropneumoniae (Figure 10). Pour certaines
expériences, le temps d’incubation avec 4. pleuropneumoniae devait étre prolongé plus de
2 heures. Comme la souche S4074 produit plusieurs toxines, nous avons travaillé avec le
mutant 147 (dapxICAapxIIC) qui ne produisait pas de toxines Apxl et ApxIl actives,
permettant ainsi de prolonger les temps d’incubation. Nous avons également noté une
augmentation de la mortalité cellulaire lorsqu’il y a incubation avec les cellules du VSRRP
pendant 72 heures et avec A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC pendant 4 & 6 heures
(Figure 10). Plusieurs groupes ont démontré que le VSRRP causait I’apoptose des cellules
(Suarez, et al., 1996, Sur, et al., 1997, Sirinarumitr, et al., 1998, Kim, et al., 2002, Miller &
Fox, 2004). Dans ce projet, nous avons vérifi¢ si la présence d’A. pleuropneumoniae jouait
un rdle au niveau de 1’apoptose. Nos résultats indiquent que le taux d’apoptose n’augmente
ou ne diminue lorsqu’il y a co-infection avec le VSRRP et A. pleuropneumoniae (Figure
11). Lors d’infection in vitro, plusieurs expériences de co-infection ont démontré que les
cellules se comportaient différemment lorsqu’il y avait une co-infection versus une
infection simple. Il y a plusieurs expériences qui ont été faites avec le virus de
I’immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1) et des pathogénes opportunistes. Par
exemple, Mycobacterium tuberculosis cause 1’augmentation de la réplication d’HIV-1 chez
les cellules mononucléaires du sang (PBMC) (Zhang, et al., 1995, Goletti, et al., 1996).
Une expérience fait sur biopuces a démontré que les genes étaient exprimés différemment
lorsqu’il y avait une co-infection avec le virus HIV-1 et la bactérie Neisseria gonorrhoeae

versus une infection simple avec HIV-1. Dans ce cas, les génes qui sont exprimés
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différemment lorsqu’il y a co-infection sont reliés a des mécanismes de mort cellulaire ou
y

au systéme immunitaire (Montano, et al., 2006).

Dans la majorité des cas, les expériences subséquentes ont démontré que les cytokines
relachées par les cellules jouaient un rdle dans I’augmentation de la mortalité cellulaire. Ce
role a été prouvé lorsqu’il y a co-infection des macrophages alvéolaires avec le virus HIV-
1 et M. tuberculosis (Zhang, et al., 1995). Ils ont démontré qu’IL-1a, IL-1p, IL-6 et TNF-a
jouaient un rdle, car en bloquant ces cytokines, il y a diminution de la réplication d’HIV-1.
D’autres expériences de co-infection faites avec Leishmania infantum et HIV-1 démontrent
le role des cytokines dans I’augmentation de la réplication virale dans les cellules co-
infectées avec ces deux pathogenes (Zhao, ef al., 2004). Dans certains cas, les cytokines
semblent plutot avoir un réle d’inhibition sur la réplication virale. C’est le cas lorsqu’il y a
co-infection avec HIV-1 et le virus de I'influenza. Lorsqu’il y a co-infection dans les
PBMC, il y a production de plusieurs facteurs solubles. Il a été démontré qu’il y avait de
I’IFN-a de sécrété et que cette molécule bloquait partiellement la réplication de virus HIV-
1 (Pinto, et al., 2000). Le méme phénomene est observé lorsqu’il y a co-infection avec le
VSRREP et le circovirus porcin de type 2 (PCV-2) de macrophages alvéolaires porcins ou
de la lignée cellulaire MARC-145 (Chang, et al., 2005). Bref, il y a diminution de I’effet
cytopathique lorsqu’il y a co-infection et cela serait di en partie a la libération d’IFN-a.
Donc, nous avons fait des expériences pour détecter la présence de plusieurs cytokines
dans le surnageant cellulaire. Selon les résultats obtenus, 1’infection des cellules avec le
VSRRP et/ou la bactérie A. pleuropneumoniae n’induit pas la libération d’IL-6, IL-10 et
TNF-a (Annexe III). Cela ne signifie pas que ces cytokines ne sont pas produites lors
d’infection chez le porc lorsqu’4. pleuropneumoniae et/ou de VSRRP sont présents, mais
plutot que dans nos conditions expérimentales, il n’a pas été possible de détecter ces
cytokines. Par contre, les conditions expérimentales utilisées ont permis de détecter IL-8 et
IFN-y. A. pleuropneumoniae induit la production d’IL-8 chez les lignées cellulaires
MARC-145 et SJIPL (Figure 12). IL-8 est une cytokine pro-inflammatoire qui est impliquée
dans I’immunité innée lorsque les animaux sont infectées par des pathogénes
extracellulaires au niveau entre autres des voies respiratoires. Il joue un réle de chimio-
attractant pour les cellules immunitaires, par exemple, les neutrophiles (Murtaugh, ef al.,

1996). De plus, la présence ou I’absence du VSRRP ne semble pas avoir d’impact sur cette
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production. Par contre, le VSRRP induit la production d’INF-y. Cette production est
augmentée lors qu’il y a co-infection avec A. pleuropneumoniae apres 48 et 72 heures
d’incubation avec les pathogenes (Figure 12). IFN-y est produit lorsque les cellules sont
infectées avec un pathogene intracellulaire, comme un virus par exemple. Il joue un role
majeur au niveau de DI'immunité innée et acquise (Hennig-Pauka, er al., 20006).
L’augmentation de la production d’interférons lors de co-infection a déja été observée pour
d’autres types de co-infection (Pinto, et al., 2000, Chang, et al., 2005). Il est important de
souligner que les lignées utilisées pour nos expériences sont des lignées cellulaires qui ne
sont pas d’origine porcine. Les anticorps utilisés pour faire ces tests sont des anticorps

détectant les cytokines de porcs. Cela peut avoir joué un role dans les résultats obtenus.

L’adhérence d’A. pleuropneumoniae sur les cellules n’est pas modifiée lorsqu’il y a
pré-infection avec le VSRRP (Figure 13). Il se peut que le VSRRP ne modifie pas les
récepteurs auxquels s’attachent 4. pleuropneumoniae. A. pleuropneumoniae se fixe a des
récepteurs lipidiques ou protéiniques (Abul-Milh, et al., 1999, Van Overbeke, et al., 2002,
Boekema, et al., 2003, Jeannotte, et al., 2003). Donc, le VSRRP ne modifie pas ces
récepteurs puisqu’4. pleuropneumoniae conserve sa capacité d’adhérer aux cellules. Il a
été démontré que certains pathogenes modifient le récepteur d’un deuxieme pathogene,
modifiant ainsi I’infectivité du deuxiéme pathogene. C’est le cas lorsqu’il y a co-infection
avec le virus épidémique de la diarrhée porcine (PEDV) et la bactérie Chlamydia
trachomatis (Borel, et al., 2010). Le virus causera une diminution de la présence des
récepteurs permettant la création de syncitia et cela rendra la bactérie persistante. Une co-
infection de monocytes avec le virus HIV-1 et Trypanosoma cruzi diminue I’infection
d’HIV-1; cela serait causé par une diminution de co-récepteurs d’HIV-1 a la surface des
cellules (Andreani, et al., 2009). Les résultats obtenus lors de tests d’adhérence de la
bactérie A. pleuropneumoniae sur des cellules pré-infectées avec le VSRRP démontrent
qu’il n’y aurait pas de changement au niveau de 1’adhérence. Par contre, comme il n’a pas
¢été possible de déterminer si les bactéries se fixent préférentiellement aux cellules infectées
par le VSRRP ou les cellules non infectées, il n’est pas possible de conclure définitivement

que le VSRRP n’a pas d’influence sur ’adhérence d’A4. pleuropneumoniae.
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En résumé, une pré-infection au VSRRP suivie d’une infection bactérienne induit une
plus grande mort cellulaire et une plus grande production d’IFN-y. De plus, les expériences
ont démontré que les lignées cellulaires MARC-145 et SJPL semblent avoir les méme
caractéristiques lors d’infection soit avec le VSRRP ou 4. pleuropneumoniae ou d’une pré-
infection avec le VSRRP suivie d’une infection avec 4. pleuropneumoniae. 11 serait
maintenant intéressant de poursuivre les travaux afin de déterminer les mécanismes

impliqués lors de la co-infection.

Les études in vitro déterminent souvent I’effet d’une pré-infection virale sur une
infection bactérienne subséquente. Dans plusieurs cas il est évident que I’infection in vivo
débute par le virus et que par la suite, il y a un deuxiéme pathogéne soit viral, bactérien ou
parasitaire. Par contre, quand cela n’est pas clairement démontré, les expériences de co-
infection sont faites de maniére simultanée, avec une pré-infection virale ou bien avec une
pré-infection bactérienne. Les résultats obtenus peuvent étre différents selon ’ordre des
infections (Borel, et al., 2010). Dans notre cas, il n’a pas été démontré clairement qu’in
vivo le VSRRP ¢était présent avant ou aprés ’infection bactérienne, nous avons donc
¢galement fait des expériences de pré-infection bactérienne suivie d’infection virale. Les
cellules ont été infectées avec la bactérie A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC, car celle-
ci est beaucoup moins toxique pour les cellules que la souche sauvage lors d’incubation
prolongée. Fait intéressant, nos résultats ont démontré que le VSRRP IAF-Klop n’avait pas
la méme capacité d’infecter la lignée cellulaire SJPL lorsqu’il y avait une pré-infection
bactérienne. Cela a été démontré par immunofluorescence (Figure 14), par la détermination
du titre viral (Figure 16) ainsi que par des tests de cytotoxicité (Figure 15). Par contre, cela
n’est pas observé avec la lignée cellulaire MARC-145 ou la réplication du virus est
beaucoup moins influencée par la présence de la bactérie. Dans plusieurs cas de co-
infection étudiés, il arrive qu’un des pathogeénes diminue la capacité d’infection d’un
second pathogene et ce par des mécanismes différents (Levy, et al., 1990, Goletti, et al.,
1996, Asada, et al., 1999, Pinto, et al., 2000, Boudeau, et al., 2003, Chang, et al., 2005,
Andreani, et al., 2009). De plus, certaines études ont également démontré que la lignée
cellulaire, la souche virale ou bactérienne, peuvent jouer un role dans I’inhibition de
I’infection. Par exemple, il a été démontré que D'effet cytopathique est inhibé lors

d’infection avec le VSRRP et le surnageant de PCV-2 (Chang, et al., 2005). Par contre,
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lorsqu’il y a ajout d’anticorps anti-IFN-a I’effet cytopathique est restauré chez la lignée
cellulaire MARC-145, mais ce n’est pas le cas chez les macrophages alvéolaires. Des
observations menant aux mémes conclusions ont été obtenues lors de co-infections avec le
virus de I’herpés humain de type 6 (HHV-6) et HIV-1 (Asada, et al., 1999). Dans certains
cas, le premier pathogéne induit des cytokines qui permettent au systéme immunitaire de
I’hote d’éliminer le second pathogéne ou du moins de diminuer sa virulence. C’est le cas
avec I'IFN-a qui diminue le taux d’infection d’HIV-1 lorsqu’il y a co-infection avec le

virus de I’influenza chez les PBMC (Pinto, et al., 2000).

Pour essayer d’identifier quelle composante d’A. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC
pouvait influencer la réplication du VSRRP, plusieurs tests ont été faits. Nous avons
démontré que ni les molécules de la surface de la bactérie (Figure 16 et Annexe V), ni les
LPS (Figure 16 et Annexe VI) ne jouaient un role dans la réplication virale, car une
stimulation des cellules avec des bactéries inactivées ou des LPS purifiés ne modifie pas la
réplication du virus chez les lignées cellulaire SJIPL et MARC-145. Dans certains cas de
co-infection, les LPS ou la bactérie inactivée jouaient un rdle dans la réplication du second
pathogéne (Chang, et al., 2006, Deka, et al., 2007). De plus, lorsque les cellules de la
lignée cellulaire SJPL sont stimulées par le surnageant bactérien, il y a une diminution de
la réplication du VSRRP chez ces cellules (Figure 16 et 18). Donc, selon nos données, A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC sécréterait une ou des molécule(s) dans le surnageant
qui influencerait(aient) la réplication du virus. Nos résultats ont démontré que le
métabolisme de la cellule est diminué en présence du surnageant bactérien, mais cela
n’expliquerait pas le fait que le VSRRP ne peut pas se répliquer dans les cellules de la
lignée cellulaire SJPL quand il y a présence du surnageant, car cette diminution est
¢galement observée chez la lignée cellulaire MARC-145 et que chez cette lignée, la
présence du surnageant bactérien n’influence pas autant la réplication virale que chez la

lignée cellulaire SJPL (Figure 17).

En conclusion, 4. pleuropneumoniae sécréte une ou des molécule(s) qui empéche(ent)
le VSRRP de se répliquer normalement dans la lignée cellulaire SJPL, mais cela ne se
produit pas avec la lignée cellulaire MARC-145. Selon les résultats préliminaires obtenus

cette ou ces molécule(s) aurait(aient) un faible poids moléculaire et serait(aient)
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résistante(s) a la chaleur (Figure 19 et 20). I1 faut donc poursuivre leur caractérisation. Une
¢tude a démontré que lors de co-infection d’anneaux de la trachée de porcs avec
Pasteurella multocida et Bordetella bronchiseptica il y avait une molécule de faible poids
moléculaire secrétée par B. bronchiseptica qui influengait 1’adhérence de P. multocida.
Cette molécule est un disaccharide-tétrapeptide de la paroi cellulaire (Dugal, ef al., 1992).
Il serait donc intéressant de tester cette molécule avec notre modele d’infection. 11 serait
¢galement intéressant de fractionner davantage le filtrat par chromatographie afin de
caractériser par spectroscopic de masse les fractions actives capables de bloquer la
réplication du VSRRP. En continuant & chercher le mécanisme et les composantes
permettant de bloquer la réplication du VSRRP, cela pourrait mener a la découverte de

traitements plus efficaces contre les infections au VSRRP chez les porcs.



CONCLUSION
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Selon les résultats obtenus lors de ce projet, nous pouvons conclure que les modeles in
vitro de co-infection avec le VSRRP et A. pleuropneumoniae sont de bons modeles pour
¢tudier les interactions entre ces pathogenes. Les données obtenues avec une pré-infection
du VSRRP, suivi d’une infection avec A. pleuropneumoniae ont démontré qu’il y avait
interaction entre les deux pathogenes et les cellules, car nous avons observé par exemple
une augmentation de la cytotoxicité. Il serait intéressant de pousser les analyses plus en
profondeur pour comprendre les mécanismes déployés par le virus, la bactérie et la cellule
dans un tel contexte. Par exemple, il serait intéressant de savoir si la bactérie s’attache
préférentiellement sur des cellules infectées par le VSRRP ou les cellules saines lors de co-
infection. Aussi, il serait intéressant de confirmer les résultats obtenus in vitro avec des
expériences in vivo. Il a été démontré qu’une co-infection in vivo des porcs avec ces deux
pathogénes n’aggravent pas la pathologie (Pol, et al., 1997). De plus, il serait intéressant de
voir si les génes d’A. pleuropneumoniae sont exprimés différemment lorsque la bactérie

infecte les cellules seule versus lors d’une co-infection.

Lors du projet, nous avons obtenu un résultat trés intéressant. Lorsqu’on a pré-infecté
les cellules avec 4. pleuropneumoniae, il y avait une diminution de I’infection du VSRRP
au niveau de la lignée cellulaire SJPL. Il y aurait une ou des molécule(s) relachée(s) dans le
milieu qui bloquerait(ent) la réplication du virus. Il serait donc intéressant d’identifier
celle(s)-ci, car cela permettrait peut-étre de développer un nouveau traitement contre le
VSRRP. Il serait aussi intéressant de savoir si ’effet observé est bactérie et/ou virus

spécifique.

Ce projet a permis d’identifier de nouvelles avenues de recherche afin de mieux
comprendre les interactions entre différents pathogenes et les cellules de 1’hote ce qui

pourrait aider au développement de nouveaux outils prophylactiques et thérapeutiques.
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Annexe I : Images des cellules infectées avec le VSRRP (MOI de 0,5). a), c) et e) lignée
cellulaire SJPL non-infectée; b) lignée cellulaire SJPL infectée avec le VSRRP pendant 24
heures; d) lignée cellulaire SJPL infectée avec le VSRRP pendant 48 heures; f) lignée
cellulaire SJPL infectée avec le VSRRP pendant 96 heures; g), i) et k) lignée cellulaire
MARC-145 non-infectée; h) lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP pendant
24 heures; j) lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP pendant 48 heures; 1)
lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP pendant 96 heures. Grossissement :
100X. Les images avec la coloration verte sont obtenues avec le deuxiéme anticorps qui est
conjugué au FITC (Sigma, dilution 1:160), tandis que les images bleues sont obtenues avec

le deuxieéme anticorps qui est conjugué avec I’ Alexafluor 350 (Sigma, dilution 1:200).
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Annexe II : Test de cytotoxicité avec le surnageant des cellules infectées avec le VSRRP et
la bactérie A. pleuropneumoniae pendant 1 heures et 2 heures. a) lignée cellulaire SJPL
infectée avec le VSRRP pendant 24 heures, puis A. pleuropneumoniae; b) lignée cellulaire
SJPL infectée avec le VSRRP pendant 48 heures, puis A. pleuropneumoniae; c) lignée
cellulaire SJPL infectée avec le VSRRP pendant 96 heures, puis 4. pleuropneumoniae; d)
lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP pendant 24 heures, puis A.
pleuropneumoniae; ¢) lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP pendant 48
heures, puis 4. pleuropneumoniae; f) lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP
pendant 96 heures, puis A. pleuropneumoniae. Une lettre identique entre deux groupes
indique qu’il n’y a pas de différence significative entre ceux-ci. Par exemple, a la figure a)
la lettre « a » sur la colonne témoin négatif et la colonne VSRRP indique qu’il n’y a pas de
différence significative entre ces deux groupes. Le témoin négatif correspond a I’incubation
de la lignée cellulaire SJPL ou MARC-145 seule. Trois expériences indépendantes ont été

réalisées en duplicata.
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Annexe III : Quantification de la production de cytokines par la lignée cellulaire SJPL et la
lignée cellulaire MARC-145 infectées avec le VSRRP pendant 48 heures a 96 heures et une
infection de 24 heures avec 4. pleuropneumoniae AapxICAapxIIC. a) production d’IL-6 par
la lignée cellulaire SJPL; b) production d’IL-10 par la lignée cellulaire SJPL; ¢) production
de TNF-a par la lignée cellulaire SJPL; d) production d’IL-6 par la lignée cellulaire
MARC-145; e) production d’IL-10 par la lignée cellulaire MARC-145; f) production de
TNF-a par la lignée cellulaire MARC-145. Le témoin négatif correspond a I’incubation de
la lignée cellulaire SJPL ou MARC-145 seule. Trois expériences indépendantes ont été

réalisées en duplicata.
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Annexe IV : L’adhérence d’A. pleuropneumoniae ou aux lignées cellulaires pré-infectées
avec le VSRRP. a) lignée cellulaire SJPL, pré-infectée avec VSRRP pendant 24 heures
(trois expériences indépendantes faites en duplicata); b) lignée cellulaire SJPL, pré-infectée
avec VSRRP pendant 48 heures (deux expériences indépendantes faites en duplicata); c)
lignée cellulaire SJPL, pré-infectée avec VSRRP pendant 96 heures (une expérience faites
en duplicata); d) lignée cellulaire MARC-145, pré-infectée avec VSRRP pendant 24 heures
(deux expériences indépendantes faites en duplicata); e) lignée cellulaire MARC-145, pré-
infectée avec VSRRP pendant 48 heures (deux expériences indépendantes faites en
duplicata); f) lignée cellulaire MARC-145, pré-infectée avec VSRRP pendant 96 heures
(une expérience fait en duplicata). Test statistique : two-way ANOVA, P<0,05.
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Annexe V : Images des cellules incubées avec A. pleuropneumoniae AApxICAApxIIC
inactivé et infectées avec le VSRRP. Les cellules sont infectées 72 heures. a) lignée
cellulaire SJPL; b) lignée cellulaire SJPL incubée avec A. pleuropneumoniae inactivée; c)
lignée cellulaire SJPL infectées avec le VSRRP; d) lignée cellulaire SJPL incubée avec A.
pleuropneumoniae inactivée et infectées avec le VSRRP; e) lignée cellulaire MARC-145, 1)
lignée cellulaire MARC-145 incubée avec A. pleuropneumoniae inactivée; g) lignée
cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP; h) lignée cellulaire MARC-145 incubée

avec A. pleuropneumoniae inactivée et infectée avec le VSRRP. Grossissement : 100 X.



XXVvi




XXVil

Annexe VI: Images des cellules incubées avec le surnageant d’A. pleuropneumoniae
AApxICAApxIIC et infectées avec le VSRRP. Les cellules sont infectées 72 heures. a)
lignée cellulaire SJPL; b) lignée cellulaire SJPL incubée avec les LPS d’4.
pleuropneumoniae; c) lignée cellulaire SJPL infectées avec le VSRRP; d) lignée cellulaire
SJPL incubée avec les LPS d’A. pleuropneumoniae et infectées avec le VSRRP; e) lignée
cellulaire MARC-145; f) lignée cellulaire MARC-145 incubée avec les LPS d’A.
pleuropneumoniae; g) lignée cellulaire MARC-145 infectée avec le VSRRP; h) lignée
cellulaire MARC-145 incubée avec les LPS d’A4. pleuropneumoniae et infectée avec le

VSRRP. Grossissement 100 X.
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Annexe VII : Test de co-infection a différentes MOI d’A. pleuropneumoniae

AapxICAapxIIC avec la lignée cellulaire SJPL

Le test a été fait dans une plaque 96 puits. Les cellules SJPL ont été infectées avec A.
pleuropneumoniae AapxICAapxIIC a des MOI allant de 10:1 2 107:1. Les bactéries ont été
ensemencées dans du milieu DMEM complet a raison de 100 pl/puits. Le tout a été incubé
pendant 3h a 37°C, 5% CO,. Par la suite, les cellules sont infectées avec le VSRRP. Le
virus a été¢ mis dans du milieu DMEM complet sans sérum a une MOI de 0,5 et le volume
de milieu par puits est de 100 pl. La plaque a été incubée pendant 4 heures a 37°C, 5%
COs,. Puis, le milieu a été changé pour du milieu DMEM complet avec sérum. Les cellules
ont un volume de milieu de 100 pl. La plaque a été incubée pendant 72 heures a 37°C, 5%

COs. Les cellules ont été fixées et préparées pour I’immunofluorescence.

Tableau V : Détection de la fluorescence du a la présence du VSRRP dans les cellules de la
lignée cellulaire SJPL infectée avec différentes MOI d’A. pleuropneumoniae
AapxICAapxIIC et le VSRRP pendant 72 heures. Pour chaque MOI, quatre puits étaient

co-infectés.

MOI SJPL+AppAapxICAapxIIC SJPL+ AppAapxICAapxIIC
(bactéries : cellules) +VSRRP
(nombre de puits)
10:1 B B (4)
1:1 B B (4)
1:10 B B (4)
1:100 B B (4)
1:1000 B B (4)
1:10 000 - B (2)/+(2)
1:100 000 - +(4)
1:1 000 000 - - (2/+(2)
1: 10 000 000 - +(4)
0 bactéries - +(4)

Légende : + : fluorescence de présents, - : pas de fluorescence, B : présence de bactéries.
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