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Protection contre la maladie d’amaigrissement du porcelet (MAP) par vaccins a ADN et pro-
téines recombinantes

Le circovirus porcin de type 2 (PCV2) a été décrit comme jouant un réle central dans Iéticlogie de la maladie d’amai-
grissement du porcelet (MAP), pathologie apparue en Bretagne en 1996 et affectant essentiellement les porcelets de 2 &
3 semaines d’age. L'objectif de cette étude porte sur la mise au point d’un vaccin, issu du génie génétique. Les proprié-
tés immunogeénes des deux protéines majeures du circovirus porcin de type 2 (Orfl codant pour la protéine de réplica-
tion et Orf2 codant pour la capside virale) ont été évaluées chez le porc, via I'étude des paramétres de gain de poids,
d’hyperthermie et d’absence de lésions. Dans un premier essai dit de prime boost, comprenant une injection d’ADN
puis une seconde injection, 15 jours plus tard, d’ADN et de protéines recombinantes, la protéine de capside s'est révé-
lée &tre I'immunogéne majeur. Dans un second essai, les performances du vaccin subunitaire, & base de protéines
recombinantes, sont apparues supérieures & celles du vaccin ADN.

Protection of swine against post-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) by porcine
circovirus type 2 (PCV2) proteins

Porcine Circovirus Type 2 (PCV2) is known to be associated with Post-weaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS), a recently described disease of young pigs. Since no PCV2 vaccine was available so far, we have developed a
specific PCV2 vaccine candidate. The Orf1-encoded replication protein and Orf2-encoded capsid protein of PCV2 were
expressed and detected in either mammalian or insect expression systems. In a first trial, Orf2 protein was found to be a
major immunogen, inducing protection in a prime boost protocol. The piglets received a first injection with plasmids
directing Orf2 protein and GM-CSF expression, followed by a second injection, a fortnight later, associated with bacu-
lovirus-expressed Orf2 protein. As evaluated by growth parameters, clinical signs (fever) and seroconversion, the pigs
were protected against a PCV2 challenge after vaccination. In a second trial, protection induced by a subunit vaccine
was even better than the one induced by DNA vaccine, since PCV2 replication was completely inhibited.




INTRODUCTION

La maladie d’amaigrissement du porcelet (MAP ou PMWS),
apparue en 1996 dans les principaux bassins de production
porcine en Europe et en Amérique du Nord (CLARK, 1996 ;
SEGALES et al., 1997 ; ALLAN et al., 1998 ;: MADEC et dl,
2000), demeure actuellement un probléme majeur. Dans les
troupeaux sévérement touchés, des mesures zootechniques
de lutte ont été proposées sur la base des premiéres connais-
sances épidémiologiques de la maladie (MADEC et al.,
1999). Elles visaient surtout & réduire la pression d’infection
microbienne en renforcant I'hygiéne et la conduite zootech-
nique de I'élevage et ont permis le plus souvent une réduc-
tion des pertes. Pour autant, ces mesures d elles seules n’ont
pas foujours permis de retrouver une situation stable.

Le réle déterminant du Circovirus Porcin de type 2 dans
'éticlogie de la MAP a désormais été largement démontré
(ELLIS et al., 1999 ; BALASCH et al., 1999 ; MAGAR et dl.,
2000 ; ALBINA et al., 2001 ; BOLIN et al., 2001). Une de
nos approches en terme de prophylaxie a été de mettre au
point un vaccin afin de pouvoir contrdler I'infection & circovi-
rus porcin de type 2. Nos précédents travaux ont permis de
développer un modéle expérimental (ALBINA et al, 2001),
indispensable pour I'étude d’une protection induite par diffé-
rents protocoles de vaccination.

Cette étude décrit deux protocoles de vaccination, basés sur
'utilisation de vaccins a ADN et de vaccins subunitaires
(& base de protéines recombinantes produites en
Baculovirus), en association ou non.

Nous avons précédemment démontré le réle protecteur d'une
vaccination & ADN dans le modéle Aujeszky (DUFOUR et al,
2000). De plus, les travaux de SOMASUNDARAM et al.
(1999) ont permis d’accroitre la réponse immunitaire suite &
la co-administration d’une cytokine porcine de type GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating-factor) agissant
comme adjuvant naturel. Nous avons donc choisi cette
approche dans notre protocole de vaccin & ADN.

Les propriétés antigéniques de la protéine de capside virale
du PCV2, produite dans le systtme Baculovirus, ayant été
démontrées (MAHE et al, 2000 ; BLANCHARD et al, 2003),
nous avons poursuivi notre étude sur les propriétés immuno-
génes de cette protéine dans une approche vaccinale.

Lefficacité de protection induite par la vaccination & ADN
associée ou non & la vaccination subunitaire a été évaluée
par les paramétres de croissance et de signes cliniques
(fievre ou symptdmes), comparée aux résultats obtenus chez
les porcs non vaccinés et éprouvés. Des études sérologiques
et virologiques ont complété |'étude.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Production et caractérisation des prépara-
tions plasmidiques et protéiques

Les Orf1 et Orf2 du PCV2 codant pour la protéine de répli-
cation et de capside ont été clonés soit dans un vecteur

346

pcDNA3,1 pour 'expression en cellules de mammiféres
(PORF1 et pOrf2), soit dans un vecteur pVL 1393 pour I'ex-
pression en cellules d’insectes permettant I'obtention des
baculovirus recombinants respectifs (BacOrf1 et BacOrf2).

Les plasmides pOrf1 et pOrf2, ainsi que le plasmide pGM-
CSF, géne du granulocyte-macrophage colony-stimulating-
factor cloné en pcDNAS3 et fourni par I'INRA de Jouy-en-
Josas, ont été produits et purifiés sur colonne Qiagen
(EndoFree plasmid Giga kit comlums). L'expression de ces
proféines a été vérifiée et confirmée (SOMASUNDARAM et
al., 1999, MAHE et al., 2000). La concentration ADN a été
mesurée par spectrophotométrie.

Les cellules d'insectes Sf9 ont été infectées soit par le baculo-
virus sauvage AcNPV (Autographa californica nuclear poly-
hedrosis virus), soit par chacun des deux recombinants
BacOrf1 et BacOrf2 & une multiplicité d’infection de 10 pfu
(plaque-forming unit) par cellule. Aprés 72 heures d'infec-
tion, les cellules sont récoltées, lavées (PBS) puis resuspen-
dues en PBS & une concentration de 107 cellules par ml. Les
préparations proféiques ont été contrélées sur Gel SDS-Page
suivi d ‘un Western Blot révélé par un sérum anti-PCV2.

1.2. Protocole de vaccination

Les préparations vaccinales plasmidiques sont composées de
200 pg de chaque plasmide sous un volume total de 1 ml en
PBS. Les préparations vaccinales protéiques sont préparées
extemporanément : 500 pl d’extrait de protéines issus de
chaque baculovirus recombinant (BacOrf1 et/ou BacOrf2)
sont complétés & 1 ml en PBS, mélangés avec 1 ml d’adju-
vant type Montanide (IMS 1313 PR fourni par Seppic), puis
conservés sur glace jusqu’a leur utilisation.

Les expérimentations se sont déroulées dans les animaleries
de I'Afssa, protégées par filtration absolue de Iair & I'entrée
et a la sortie ; ces installations sont soumises & des régles de
biosécurité trés strictes (niveau P3). Les porcelets utilisés sont
exempts d’organismes pathogénes spécifiques (EOPS) et
randomisés suivant leur poids et leur sexe (CARIOLET et al.,
1994).

1.2.1. Comparaison des propriétés immunogénes des deux
protéines majeures du PCV2 (Orf1 et Orf2) dans le
cadre d’une vaccination génique (ADN plasmidique)
et protéique (a base de protéines recombinantes
produites en Baculovirus) (essai N° 1)

35 porcelets EOPS agés de 25 jours et répartis en 5 lots sont
utilisés pour cet essai N°1. Les porcs font I'objet d’une vacci-
nation génique & 25 jours et 39 jours d’dge, la seconde vac-
cination génique étant suivie d’une vaccination protéique.
Les porcs sont ensuite éprouvés 10 jours plus tard, suivant le
protocole décrit par ALBINA et al. (2001) pour le modéle
expérimental, & savoir 5 ml par voie intratrachéale et 1 ml
par voie intramusculaire d’un inoculum PCV2 titrant 1045
TCID50/ml.

La composition des préparations vaccinales des 5 lots de
porcelets est représentée dans le tableau 1. Les porcelets font
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Tableau 1 - Composition des préparations vaccinales de 'essai N° 1,
suivant les différents lots de porcelets et calendrier des vaccinations et épreuve PCV2.

Essai N°. 1 Injection 1 Injection 2 Challenge
7 porcelets ADN ADN - Protéines recombinantes PCV2
par lot 25 jours d'age 39 jours d'age 49 jours d'age
Lot pcDNA3, 1 - 200pg pcDNA3.1 - 200pg / GM.CSF - 200pg oul
Contrdle challenge (CC) GM.CSF - 200pg AcNPV / 107cellules avec Montanide
Lot Vaccin Orf1/PCV2 - 200pg Orf1/PCV2 - 200pg / GM.CSF — 200pg ou
Orfl GM.CSF - 200pg Orf1/PCV2 - 5.10¢ cellules avec Montanide
Lot Vaccin Orf2/PCV2 - 200pg Orf2/PCV2 - 200pg / GM.CSF - 200pg oul
Orf2 GM.CSF - 200pg Orf2/PCV2 - 5.10¢ cellules avec Montanide U
Lot Vaccin Orf1 /PCV2 - 200pg Orfl /PCV2 - 200pg / Orf2/PCV2 - 200pg
Orf180rf2 Orf2/PCV2 - 200pg GM.CSF - 200pg

GM.CSF - 200pg Orf1/PCV2 - 5.10¢ cellules / Oul

Orf2/PCV2 - 5.10¢ cellules
Avec Montanide

Lot NON
Contrale (C) Sans Sans O

I'objet d’un suivi clinique pendant la période de vaccination
puis 5 semaines apreés l'infection. Les paramétres d’hyper-
thermie (durée du pic thermique > 40,5°C) et de croissance
des lots vaccinés (Gain de poids quotidien relatif, GMQir)
ont été étudiés et comparés aux résultats obtenus pour le lot
contrdle challenge (CC).

1.2.2. Comparaison de la protection induite par deux
compositions vaccinales (Orf1&Orf2) issues soit du
vaccin ADN, soit du vaccin subunitaire (essai N° 2)

Ce second essai a été conduit sur deux groupes d’animaux.
Pour chaque groupe, 32 porcelets EOPS de 4 semaines
d'dge sont répartis en 4 lots. Les vaccinations géniques ou
proféiques sont réalisées & 4 et 6 semaines d'age, |'épreuve
PCV2 intervenant 11 jours apreés le rappel de vaccination.

La composition des préparations vaccinales des différents
lots de porcelets est représentée dans le tableau 2.

Les porcelets du 1¢" groupe (lots CC1, ADNT1, SUT et C1)
font I'objet d’un suivi clinique pendant 5 semaines post infec-
tion ; les parametres d’hyperthermie (durée du pic thermique

> 40,5°C) et de croissance des lots vaccinés (Gain de poids
quotidien relatif, GMQr) ont été étudiés et comparés aux
résultats obtenus pour le lot contrdle challenge (CC1). A I'au-
topsie, des prélévements d’organes (ganglions trachéobron-
chiques et amygdales) sont réalisés pour des analyses virolo-

giques.

Dans le second groupe (lots CC2, ADN2, SU2, C2), 2 por-
celets de chaque lot sont abattus et autopsiés & J4, J8, J14 et
J17 post infection. Des prélévements d’organes (amygdales,
poumons, iléons, ganglions trachéobronchiques, mésenté-
riques et inguinaux) sont effectués pour des analyses virolo-

giques.

1.3. Analyses sérologiques et virologiques
lors de I’essai N° 2

1.3.1. Détection des anticorps spécifiques du PCV2 par un
test ELISA (LPBE, Liquid Phase Blocking Elisa)

Les porcelets des lots CC1, ADN1, SUT et C1 font I'objet
d'un suivi sérologique PCV2 avant la vaccination et jusqu’a
4 semaines post infection. La sérologie PCV2 est réalisée

Tableau 2 - Composition des préparations vaccinales de I'essai N° 2,
suivant les différents lots de porcelets et calendrier des vaccinations et épreuve PCV2.

(C1 and C2)

Essai N°. 2 Injection 1 Injection 2 Challenge PCV2
8 porcelets par lot 28 jours d'age 42 jours d'age 53 jours d'age
Lot trole challl
(Eé]Cz:JoCeCcz)a enge sans sans Oul
Lots Vaccin ADN Orf1/PCV2 - 200pg Orf1/PCV2 - 200pg
(ADNT and ADN) Orf2/PCV2 - 200pg Orf2/PCV2 - 200pg oul
GM.CSF - 200pg GM.CSF - 200pg
Lots Vaccin sub-unitaire Orf1/PCV2 - 5.10¢ cellules Orf1/PCV2 - 5.10¢ cellules
(SUT and SU2) Orf2/PCV2 — 5.10¢ cellules Orf2/PCV2 - 5.10¢ cellules oul
avec Montanide avec Montanide
Lots Contrdle sans sans NON




par le test ELISA LPBE développé par SALA et al. (2001). En
effet, le test ELISA protéine développé par BLANCHARD et
al. (2003) ne peut étre utilisé dans cette configuration, ce
test utilisant le méme systéme d’expression que pour les pré-
parations vaccinales protéiques (systéme Baculovirus), sour-
ce de réactions croisées. Le test ELISA LPBE est basée sur

Iutilisation de deux anticorps monoclonaux spécifiques du
PCV2.

1.3.2. Détection par PCR du PCV2 dans les échantillons
de tissus

L’ADN de chaque échantillon de tissus des 8 lots de porce-
lets est extrait sur colonne Qiagen (kit Dneasy tissue system)
et soumis & une recherche du PCV2 par PCR, comme décrit
précédemment par MAHE et al. (2000). Un contréle interne
de 428pb, destiné & mettre en évidence les fausses réactions

négatives, est systématiquement ajouté & chaque réaction de
PCR.

2. RESULTATS

2.1. Identification de 'immunogéne majeur du
PCV2 dans l'approche d’une vaccination
type prime-boost (essai N° 1)

Durant les trois semaines qui ont précédé l'infection (J25-
J49), aucun symptdme particulier n’a été mis en évidence
dans les 5 lots d’animaux. La comparaison des GMQ relatif
(GMQXr) entre les lots vaccinés et le lot contréle n'a révélé
aucune différence significative.

Aprés une période d'incubation de 10 & 14 jours suivant
I'infection PCV2, tous les porcelets du lot contréle challenge
(CC) ont présenté une phase d'hyperthermie (> 40,5°C) et
un refard de croissance. Le nombre de jours durant lesquels
la température rectale a excédé 40,5°C et le gain de poids
quotidien relatif au lot contréle sont représentés dans la figu-
re 1. Dans ce groupe, le pic d’hyperthermie et le retard de
croissance ont été observés essentiellement durant la secon-
de semaine post infection (durée du pic thermique = 1
+/- 1,53 jours, GMQr = 0,70 +/- 0,23, p<0,05) et durant
la troisiéme semaine post infection (durée du pic thermique =
2,43 +/- 1,72 jours et GMQr = 0,38 +/- 0,29, p<0,01),
comparés au lot contréle (C) ob aucune hyperthermie
> 40,5°C et retard de croissance n’ont été observés. Ces
résultats concordent avec ceux rapportés par ALBINA et al.
(2001) lors du développement du modéle expérimental. De
plus, plusieurs animaux ont présenté des symptémes cli-
niques tels que dyspnée, tremblements et ataxie dont un, trés
amaigri, sera euthanasié 4 semaines post infection.

Les lots vaccinés (Orf1, Orf2, Orf1&0Orf2) ont présenté un
pic thermique d’une durée plus courte que celle observée
pour le lot CC (figure 1a). Dans le lot Orf1, la différence est
significative durant la troisiéme semaine post infection
(p<0,05) dlors que les lots Orf2 et Orf1&Orf2 ont montré
une différence significative durant la seconde (p<0,01) et la
troisiéme semaine (p<0,001) post infection. Deux porcs de
ces derniers lots ont présenté de |'hyperthermie contre quatre
porcs du lot Orf1.
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Figure 1- Nombre de jours d'hyperthermie > & 40,5°C (a)
et Gain Moyen Quotidien relatif (GMQr) (b)
des quatre lots vaccinés et éprouvés dans I'essai N° 1.

De la méme facon, la croissance observée dans les lots
vaccinés a été supérieure a celle observée dans le lot CC
(figure 1b). Durant la seconde semaine post infection, les
trois lots vaccinés ont présenté une différence significative,
tandis que seuls les lots Orf2 et Orf1&Orf2 ont montré une
différence significative durant la troisiéme semaine post
infection (p<0,01 et <0,05, respectivement).

Afin d’évaluer la protection clinique, nous avons déterminé
un indice AGS3, correspondant & la différence du GMQ
(exprimé en gain de poids moyen quotidien pour 100 kg)
pendant la troisiéme semaine post infection, entre les lots
vaccinés et le lot contrdle challenge (tableau 3). Ces résultats
ont montré une protection significativement plus efficace
avec le vaccin de type Orf2, confirmant le réle d’'immunoge-
ne majeur de la protéine de capside virale du PCV2.

2.2. Comparaison entre un vaccin ADN et un
vaccin subunitaire (essai N° 2)

2.2.1. Suivi clinique des lots de porcs du premier groupe
(CC1, ADN1, SU1) pendant 5 semaines post infection

Durant les trois semaines qui ont précédé I'infection PCV2
(J28-153), aucun symptdme particulier n’a été mis en éviden-
ce dans les différents lots d’animaux, excepté de I'hyperther-
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Tableau 3 - Protfection clinique des lots vaccinés aprés infection PCV2 dans I'essai N° 1.

GMQ % kg o Symptémes
Lots de porcs 3eme semaine pi indice ADGS3 cliniques MAP
Lot Contréle challenge 0,9 +/- 0,69 Qui @ (1)
Lot Vaccin Orfl 1,29 +/- 0,71 +0,39 Oui @ (1)
Lot Vaccin Orf2 1,99 +/- 0,43 ** + 1,09 Non
Lot Vaccin Orf1&Orf2 1,5+/-0,36 * +0,6 Non

a Plusieurs animaux ont présenté des symptémes cliniques (1) — un porc amaigri a été euthanasié 4 semaines (lot CC) ou 5 semaines aprés

infection (lot Orf1).

mie chez les porcelets vaccinés subunitaire sans conséquen-

ce sur leur croissance. 57 mCCt (a)
OOADN1
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ce d’expression clinique MAP des lots contréle challenge des
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L'indice AGS3, tel que déterminé pour le premier essai, a
montré une protection clinique significativement plus efficace
avec le vaccin ADN ou le vaccin subunitaire (tableau 4).

Semaines post infection

Figure 2 - Nombre de jours d'hyperthermie > & 40,5°C (a)
et Gain Moyen Quotidien relatif (GMQr) (b)
des trois lots vaccinés et/ou éprouvés dans I'essai N° 2.

Tableau 4 - Protection clinique des lots vaccinés aprés infection PCV2 dans I'essai N° 2.

GMQ % kg o Symptémes
Lots de porcs 3¢me semaine pi indice AGS3 cliniques MAP
Lot Controle challenge 0,29 +/- 0,48 Peu ©
Lot Vaccin ADN 1,49 +/- 0,52*** +1,20 Peu b
Lot Vaccin Subunitaire 1,83 +/- 0,38 *** +1,54 Non

Peu d’animaux ont présenté des symptémes cliniques, seulement d’ordre digestif © ou de prostration ®.



Afin d'étudier le profil de séroconversion des porcs avant et
aprés |'épreuve PCV2, un test ELISA PCV2 (LPBE) a été réali-
sé tel que décrit par SALA et al. (2001), dont le seuil de
détection a été estimé a 0,78 Log10. Tous les porcs du lot
CC1 ont séroconverti deux semaines post infection (figure 3),
profil similaire & celui obtenu avec notre test ELISA protéine
dans nos essais précédents (BLANCHARD et al., 2003). Les
porcs du lot ADNT ont présenté une séroconversion une
semaine post infection, tandis que des anticorps anti-PCV2
ont été détectés pour 5 porcelets du lot SUT, deux semaines
apreés la premiére vaccination, et chez tous les porcs juste
aprés le rappel. Aprés |'épreuve, les titres en anticorps anti-
PCV2 du lot SUT sont restés constants et légérement infé-
rieurs & ceux observés pour les lots ADNT et CC1. Ces résul-
tats montrent une meilleure réponse immune du lot vaccin
subunitaire par rapport au lot vaccin ADN.
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Figure 3 - Suivi sérologique par ELISA LPBE
des lots vaccinés et/ou éprouvés de I'essai N°2

2.2.2. Cinétique d’abattage sur le second groupe de porcs
(CC2, ADN2, SU2)

Deux porcs par lot ont été abattus & J4, J8, J14 et J17 post
infection, et 'ADN extrait de six organes (amygdale, pou-
mon, iléon, ganglions trachéobronchique, mésentérique et
inguinal) a été soumis & une PCR PCV2. Les résultats obtenus
sont synthétisés en figure 4. Au quatriéme jour pi, le génome
du PCV2 a été détecté dans un organe (ganglion trachéo-
bronchique) d’un porc de chaque lot, le porc ADN2 présen-
tant un signal plus intense. Au huitiéme jour pi, les deux
porcs des lots CC2 et ADN2 ont révélé la présence du PCV2
(4/12 et 8/12 respectivement) alors qu’aucun signal n’a été
détecté pour les porcs du lot SU2. A partir du quatorziéme
jour pi, tous les tissus d’organes des lots ADN2 et CC,
excepté pour le poumon (seulement 3/8) ont révélé la pré-
sence du PCV2. Seul, un ganglion trachéobronchique du lot
SU2 & J14pi a présenté un résultat faiblement positif. Aucun
signal PCV2 n’a été détecté dans le lot C2. Ces résultats sont
en faveur d'une neutralisation virale du lot vacciné subunitai-
re comparés au lot vacciné ADN, pour lequel la réplication
virale semble avoir été amplifiée par rapport au lot contréle
challenge (CC2).
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Figure 4 - Détection du PCV2 par PCR
dans les 3 lots de porcs de I'essai N°2 (CC2, ADN2, SU2)

3. DISCUSSION

La maladie d’amaigrissement du porcelet (MAP) demeure
aujourd’hui une préoccupation majeure dans de nombreux
pays producteurs de porcs (MADEC et al. 2000). Il est
désormais bien établi que I'expression de la MAP est lige a
la présence du PCV2 dans les élevages (ELLIS et al., 1999 ;
BALASCH et al., 1999 ; ALBINA et al., 2001), sans négliger
certains co-facteurs démontrés comme jouant un réle impor-
tant dans le développement de la pathologie (ALLAN et al.,
2000 ; KENNEDY et al., 2000 ; KRAKOWKA et al., 2001).
Bien que I'application des recommandations liée au mana-
gement de I'élevage ait permis de réduire le taux de perte, la
mortalité observée dans les élevages reste encore significati-

ve (MADEC et al. 2001).

Cette étude rapporte nos travaux en terme de prophylaxie,
dans une approche vaccinale. Dans notre cas, les difficultés
rencontrées dans la production et la purification du virus
PCV2 nous ont conduits & élaborer plusieurs stratégies utili-
sant les apports de la biologie moléculaire et de I'ingénierie
des protéines afin de mettre au point différentes préparations
vaccinales. De nombreux travaux ont déja démontré I'effica-
cité de vaccins & ADN (DUFOUR et al., 2000) ou subuni-
taires, a base de protéines recombinantes produites en
Baculovirus (KUNTZ-SIMON et al., 2002). Fort de notre
modele expérimental décrit par ALBINA et al. (2001) et de
nos études menées sur la caractérisation antigénique des
protéines majeures du PCV2 (MAHE et al., 2000), nous
avons réalisé deux essais de vaccination afin d’évaluer la
capacité de ces protéines & induire une protection contre une
infection & PCV2.

Le premier essai a permis de comparer les propriétés immu-
nogeénes des deux protéines (Rep et capside) du PCV2, dans
une approche vaccinale dite de prime-boost. Le protocole,
basé sur I'association d’un vaccin & ADN et d’un vaccin
subunitaire, comprend deux injections intramusculaires pour
le vaccin ADN (2 semaines d’intervalle) et une injection
intramusculaire (lors du rappel ADN) pour le vaccin subuni-
taire. Le vaccin ADN est constitué des plasmides codant pour



I'un et/ou I'autre géne des deux protéines majeures du
PCV2, associés & un plasmide codant pour le géne du GM-
CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor),
cytokine porcine agissant comme adjuvant naturel (SOMA-
SUNDARAM et al., 1999). Le vaccin subunitaire est constitué
des protéines de réplication et/ou de capside du PCV2
exprimées en Baculovirus, préparées avec un adjuvant de
type Montanide (Seppic). L'efficacité de la protection induite
par ces deux protéines, en association ou non, a été évaluée
sur la base des paramétres d’hyperthermie et de croissance
présentés par les porcs vaccinés placebo puis éprouvés (lot
contrdle challenge), résultats par ailleurs en accord avec
notre modéle expérimental. Dans cet essai, la vaccination a
permis de réduire significativement la durée du pic ther-
mique, de fagon plus marquée pour les lots vaccinés Orf2 et
Orf1&0rf2 que pour le lot vaccing Orfl. De plus, durant la
troisiéme semaine post infection, seuls les lots Orf2 et
Orf1&Orf2 ont montré un retard de croissance significative-
ment moins important comparé au lot contréle challenge. De
méme, durant cette période, aucune différence n’a été obser-
vée entre le lot Orf2 et le lot contréle (non éprouvé), alors
que le lot Orf1&Orf2 a montré une différence significative
(p<0,01). Ces résultats sont confirmés par I'indice AGS3,
plus fort dans le lot Orf2 que dans le lot Orf1&0Orf2 (1,09
contre 0,6). Bien qu’aucune différence entre ces deux lots
n’ait été montrée, il semblerait que |'apport de I'Orf1 dans la
composition vaccinale associée ait réduit I'efficacité de

I'Orf2.

Nous avons ainsi démontré que la protéine de capside du
PCV2, utilisée dans un protocole vaccinal prime-boost,
constitue |'immunogéne majeur capable d’induire une pro-
tection des porcelets contre une infection & PCV2.

Dans notre second essai, nous avons comparé |'efficacité de
la protection induite soit par le vaccin ADN, soit par le vac-
cin subunitaire. Indépendamment des résultats précédents,
nous avons opté pour des préparations vaccinales & partir
de I'association des deux protéines (Orf1&Orf2). Sur la base
des résultats obtenus avec le lot contréle challenge, nous
avons observé une réduction significative de la durée du pic
thermique par la vaccination subunitaire (p<0,05) pendant
la troisiéme semaine post infection, alors que la vaccination
ADN n’a permis aucune diminution de la durée du pic ther-
mique (voire méme une augmentation). Cependant, en terme
de croissance, les deux lots vaccinés ont présenté des résul-
tats significativement plus performants que le lot controle
challenge (p<0,001), confirmés par les indices AGS3, 1,20
pour le lot ADN et 1,54 pour le lot subunitaire. Bien que les
indices AGS3 de I'essai N°2 soient plus élevés que ceux de
I'essai N°T, aucune différence significative n’a été mise en
évidence entre les différents lots (Orf2, Orf1&0Orf2, ADN,
SU). Dans un contexte de vaccins commerciaux convention-
nels élaborés contre la maladie d’Aujeszky, I'indice AG7
minimum requis est de 1,5. Bien que ces deux pathologies
soient peu comparables, I'indice AGS3 obtenu dans notre
essai préfigure d’une protection performante dans le cadre
d'un vaccin contre une épreuve PCV2.

Afin de compléter les résultats cliniques de I'essai N°2, nous
avons dans un premier temps étudié la réponse immune des
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porcelets & partir de la vaccination jusqu’a 4 semaines aprés
infection (test ELISA LPBE). Nous avons ainsi observé une
séroconversion précoce du lot vacciné subunitaire & partir du
rappel vaccinal, plus tardive avec le lot vacciné ADN, une
semaine aprés I'épreuve. Les titres en anticorps ont été plus
élevés pour les lots ADN et controle challenge, tandis que le
lot vacciné subunitaire a présenté un titre plus faible, suggé-
rant I'absence de réplication virale et d'effet amplificateur
aprés I'épreuve. La réponse immune du vaccin ADN, appa-
rue une semaine plus 16t que celle obtenue avec le lot contrd-
le challenge, n’a cependant pas permis d’empécher la répli-
cation virale. En effet, I'évaluation de la dissémination virale
du PCV2 par PCR a mis en évidence une forte réplication
virale pour les porcs vaccinés ADN pendant les trois
semaines qui ont suivi |'infection, comparable & celle obser-
vée pour les porcs non vaccinés et éprouvés. A l'inverse, les
résultats PCR du lot vacciné subunitaire ont révélé une neu-
tralisation significative du PCV2, en accord avec une répon-
se immunitaire précoce. Ces résultats obtenus avec le vaccin
subunitaire sont en faveur d’une forte réponse humorale
(Th2), induisant une neutralisation virale aprés épreuve,
réduisant ainsi I'excrétion virale, alors que les résultats obte-
nus avec le vaccin ADN fendent & suggérer que la réplica-
tion virale serait favorisée par la réponse immune cellulaire
(Th1). Les travaux précédents décrits par KRAKOWKA et al.
(2001) ont démontré le réle potentiel du systéme immunitaire
sur le développement de la MAP, notamment par I'effet
immunostimulant d’adjuvants. Nos résultats semblent ici
montrer une modification de la réplication virale suivant
I'approche vaccinale, laissant supposer une influence du
type de réponse immune sur I'expression de la MAP.

Nous avons ainsi démontré le role essentiel de la protéine de
capside produite en Baculovirus dans une approche vaccina-
le contre une infection PCV2. Des essais complémentaires
doivent é&tre menés afin de définir le meilleur protocole de
vaccination. D'autres essais de vaccination utilisant I'ap-
proche prime-boost (ADN + protéines) ont démontré 'effica-
cité de la réponse immune humorale et cellulaire (RUITEN-
BERG et al.,2000). Sur la base de nos observations
précédentes dans le modéle Aujeszky (DUFOUR et al.,
2000) et de nos résultats obtenus lors de nos deux essais,
nous pouvons prédire une bonne efficacité du vaccin étudié
dans une approche prime-boost, induisant une immunité
humorale et cellulaire.
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