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INTERET DE LA GENETIQUE INVERSE APPLIQUEE AUX VIRUS
A ARN: EXEMPLES D’UN RHABDOVIRUS ET
D’UN ALPHAVIRUS DES SALMONIDES

INTEREST OF REVERSE GENETICS APPLIED TO RNA VIRUSES:
EXAMPLES OF A SALMONID RHABDOVIRUS AND ALPHAVIRUS

Par Michel BREMONT®
(communication présentée le 23 novembre 2006)

— RESUME
Les élevages piscicoles francais et européens de truite arc-en-ciel sont confrontés a des infections virales
qui tuent annuellement environ le cinquiéme de leur production (soit 10.000 tonnes pour la France,
23 millions d’Euros par an). Les principales viroses sont provoquées par deux rhabdovirus qui coexis-
tent: le virus de la septicémie hémorragique virale, vSHYV, et le virus de la nécrose hématopoiétique
infectieuse, VNHI. Les rhabdovirus, dont le prototype le plus connu est le virus de la rage, ont un génome
constitué d’une molécule d’ARN de polarité négative d’environ 12 kilobases (kb). Ces maladies virales
sont les plus fréquentes mais I'intensification des élevages de salmonidés et le développement de I'éle-
vage d’autres espéeces entrainent I'apparition de pathologies nouvelles et, aussi, une augmentation
de I'incidence des pathologies anciennes. L'un des exemples le plus notable de ces derniéres années
est certainement la maladie du sommeil des salmonidés, connue depuis les années 1980, présente dans
la plupart des pays européens et sur le continent Nord américain. Jusqu’alors peu fréquente dans les
élevages piscicoles francais, elle affecte maintenant 30-40 % de ces élevages. Le virus responsable ou
virus de la maladie du sommeil (VMS) appartient a la famille des alphavirus; son génome est une molé-
cule d’ARN de polarité positive de 12 kb.

Depuis quelques années, nous focalisons notre activité en partie sur le développement de stratégies
vaccinales en manipulant le génome de ces virus, permettant a terme I'utilisation de vaccins vivants,

La manipulation génétique des virus a ARN passe obligatoirement par I'aptitude a récupérer le virus
a partir d’une copie ADN du génome ARN. C’est ce que I'on appelle «la génétique inverse». La pre-
miere démonstration de génétique inverse pour un virus a ARN de polarité positive, le poliovirus, date
des années 1980, et il a fallu attendre une quinzaine d’années pour qu’il en soit de méme pour un
virus a ARN de polarité négative, le virus de la rage. Le passage par un intermédiaire ADN artificiel,
copie conforme du génome viral a ARN, offre la possibilité de manipuler aisément le génome et, par
exemple, d’enlever des genes pour étudier leur réle ou bien d’en rajouter pour exprimer des genes
hétérologues.

Des systemes de génétique inverse pour le vNHI et le VMS ont été élaborés au laboratoire et ont permis
de générer de nombreux virus recombinants dont certains sont en phase d’expérimentation a grande
échelle comme outil vaccinal.

Mots-clés: virus a ARN, salmonidés, génétique inverse, souche vaccinale, vecteur de géene.
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— SUMMARY

European and French rainbow trout farms are faced with viral infections which kill every year approx-

imately one fifth of their production (i.e. 10,000 tons worth €23m a year in France). Major viral dis-
eases are caused by two coexisting rhabdoviruses: the viral hemorrhagic septicaemia virus (VHSV) and
the infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV). The genome of rhabdoviruses, the best known being
the rabies virus, consists of a single negative-strand RNA molecule of about 12 kb. These viral diseases
are the most frequent, but the intensification of salmonid fish farms as well as the development of
fish farming using new species have lead to the emergence of new diseases as well as an increase in
the incidence of existing diseases. One of the more notable examples over the past few years is
undoubtedly the emergence of salmonid sleeping disease, known since the ‘80s in most of the European
countries and in North America. Although it used to be infrequent in French fish farms, it now affects
30-40 % of their production. The genome of the sleeping disease virus (SDV), a member of the
alphavirus family, consists of a single positive-strand RNA molecule of about 12 kb.

< Over the past few years, we have been focusing some of our research activity on the virus genetic
engineering to obtain live vaccines.

< Genetic engineering of RNA viruses is based on the availability of a DNA copy of the RNA genome.
This approach is called ““reverse genetics”. Reverse genetics on a positive-strand RNA virus was demon-
strated for the first time on the poliovirus in the ‘80s. It took another fifteen years to establish a
reverse genetics system for the recovery of a negative-strand RNA virus, the rabies virus. The syn-
thesis of an intermediate cDNA, which is an exact copy of the viral RNA genome, helps manipula-
tions such as gene deletions to study their role, or gene insertions to express heterologous genes.

» Reverse genetics systems have now been established for IHNV and SDV, and have helped generate
numerous recombinant viruses, of which some are currently being tested as vaccines in large-scale
field trials.

Key words: RNA virus, salmonids, reverse genetics, vaccine strain, gene vector.

La présence de ce géne NV a conduit a classer les rhabdovirus
de poissons dans la famille des Novirhabdovirus. Ceux-ci (le virus
de la septicémie hémorragique virale, vSHYV, et le virus de la

LE VIRUS DE LA NECROSE
HEMATOPOIETIQUE INFECTIEUSE

(VNHI)

Le génome du vVNHI, comme celui de tous les rhabdovirus, code
cing proteéines structurales: la nucléoprotéine N, la protéine P,
un cofacteur de la polymérase virale, la protéine matricielle M,
I'unique glycoprotéine externe G et I'ARN polymérase ARN
dépendante L. Le VNHI se distingue des autres rhabdovirus par
la présence d’un gene surnumeéraire, le géne NV, localisé entre
les genes G et L, qui code une protéine non structurale dont le
r6le reste encore a déterminer (figure 1).

nécrose hématopoiétique infectieuse, vVNHI) affectent princi-
palement les alevins et entrainent une mortalité des alevins de
truites arc-en-ciel pouvant atteindre 100 %, en I'espace de 8 a
15 jours. Les premiers symptdmes sont le développement d’une
forte exophtalmie, suivie d’une paleur des branchies. Les organes
internes présentent de fortes hémorragies et les organes héma-
topoiétiques, des lésions de nécrose (Wolf 1988). Il n’existe a
I'heure actuelle aucune parade vaccinale, la seule attitude étant
la désinfection des installations aquacoles. Le colt annuel
estimé des pertes de production est de 23 m<€, représentant envi-
ron le cinquiéme de la production annuelle de truite.

Figure 1: Comparaison des génomes du virus RV de la rage (Lyssavirus), du virus VSV de la stomatite vésiculaire (Vésiculovirus) et du virus vNHI de la
nécrose hématopoiétique s : pseudogene ; GA : dinucléotide (guanine adénine) ; NV : non virion.
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Le systéme de génétique inverse

L'ARN génomique des rhabdovirus n’est jamais nu dans les cel-
lules infectées, il est toujours associé aux trois protéines N, P
et L qui forment un complexe réplicatif permettant la trans-
cription et la réplication du génome. Cette observation a
conduit I'équipe de K.K. Conzelmann en 1994 (Schnell et al.
1994) a élaborer un systeéme trés original basé sur I'utilisation
de quatre constructions plasmidiques et d’un virus recombinant
de la vaccine exprimant une enzyme, I’ARN polymérase T7,
dérivée du phage du méme nom (figure 2).

Quatre constructions plasmidiques sont donc nécessaires (i) un
plamide pIHN, dans lequel est clonée I'intégralité du génome
du vNHI sous forme d’'un ADN complémentaire (ADNCc),
fusionné a I'extrémité 5’ a une séquence promotrice T7 et a I'ex-
trémité 3’, a une séquence ribozyme suivie d’une séquence d’ar-
rét de la polymérase T7. Ce plasmide sert & fournir une copie
conforme ARN du génome viral. En effet, par I'action de
I’ARN polymérase T7, qui reconnait la séquence promotrice,
le génome ADNC est transcrit en une copie conforme ARN
(identique au génome viral). L'extrémité 3' de 'ARN est
clivée précisément au dernier nucléotide par I'action autoca-
talytique du ribozyme. Les génes N, P et L sont également clonés
sous controle d’'un promoteur T7 (pT7-N, pT7-P, pT7-L) et per-
mettent I'expression des protéines correspondantes. Ainsi,
lorsque pIHN, pT7-N, pT7-P et pT7-L sont transfectées dans
des cellules préalablement infectées par vTF7-3, I'ARN poly-
mérase T7 néo-synthétisée permet la transcription des quatre
constructions plasmidiques, donnant lieu & la synthése de
I’ARN viral qui est encapsidé par les trois protéines du complexe
réplicatif N, P et L. On reconstitue donc artificiellement le com-
plexe de réplication/transcription qui est I'une des étapes du
cycle de réplication du virus dans une cellule infectée. Le cycle

de réplication ainsi déclenché se poursuit par la synthése des
différentes protéines virales, jusqu’a la formation de particules
virales qui bourgeonnent a la membrane cellulaire et sont relar-
guées dans le milieu de culture.

Nous avons tenu compte des spécificités du VNHI par rapport
a celles des rhabdovirus de vertébrés supérieurs (Biacchesi et al.
2000a). Le vNHI, comme tous les virus de salmonidés, a une
température optimale de multiplication, en culture cellulaire
(cellules de poissons), comprise entre 10 et 14°C. Cette carac-
téristique a constitué un handicap lors de la mise au point du
systéme de génétique inverse pour le vNHI. En effet, comme
cela a été décrit précédemment, I'une des étapes clés consiste
en l'utilisation d’un virus recombiné de vaccine exprimant une
enzyme, ’ARN polymérase T7, dérivée du phage du méme nom.
Ce virus est capable d’infecter les cellules de poissons mais est
incapable de se multiplier a basse température. Pour contour-
ner cet obstacle, les cellules de poissons sont infectées par VTF7-
3a37°C, transfectées une heure aprés par les constructions plas-
midiques (Biacchesi et al. 2000b), et incubées 5 heures a
37°C, puis pendant une semaine a 14°C. Dans ces conditions,
les quelques heures d’incubation a 37°C permet au vTF7-3 de
se répliquer et de fournir aux cellules infectées et transfectées
suffisamment d’ARN polymérase T7 pour permettre la trans-
cription des différents plasmides.

Par ce systéme, nous avons produit du vNHI recombiné qui se
multiplie a des titres équivalents a ceux du virus sauvage en cul-
ture cellulaire (>108 unité formant plage/ml) et qui est aussi
pathogéne pour la truite par balnéation.

Un tres grand nombre de virus recombinants ont ainsi été
construits pour différentes applications (Biacchesi et al. 2002;
Boudinot et al. 2004 ; Brémont 2005 ; Romero et al. 2005).
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Figure 2: Systeme de génétique inverse: explications
dans le texte (Abréviations: prom T7: séquence promotrice
de I’ARN polymérase T7; Ribo: séquence ribozyme déri-
vée du virus de I'hépatite %o; tT7 : séquence d’arrét de '’ARN
polymérase T7; vTF7-3: virus recombiné de la vaccine
exprimant I’ARN polymérase T7).

. VIRUS RECOMBINANT
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Réle de la protéine NV dans la pathogénicité
du VNHI chez la truite

La possibilité de manipuler le g¢gnome du vNHI et de produire
des virus recombinés a permis d’étudier de fagon plus appro-
fondie le r6le de la petite protéine non structurale NV au cours
de la réplication du vNHI en culture cellulaire, mais aussi in vivo
chez la truite. Les protéines NV (NV NHI et NV SHV) des
Novirhabdovirus (vVSHV et vNHI) sont constituées d’environ 120
a 130 acides aminés et ne présentent pas d’homologie de
séquence entre elles. Cependant, la conservation de ce géne,
au cours de I'évolution virale, laisse penser qu’elles ont un role
identique. Pour tenter de comprendre le r6le de cette protéine
virale, des virus recombinés, dont le gene NV a été supprimé
(VNHI-ANV) et remplacé par un gene rapporteur comme le
géne de la protéine fluorescente verte (green fluorescent protein,
GFP) ou celui de la luciférase (LUC) ou bien par le gene NV
du vVSHV (VNHI-NVgyy) ont été produits (Thoulouze et al.
2004). La délétion du géne NV entraine, en culture cellulaire,
un effet drastique sur la réplication virale et une chute consi-
dérable du titre viral produit. Par contre, le remplacement du
gene NV du vNHI par NV de vSHYV restaure un phénotype sau-
vage. Chez les poissons infectés par balnéation par les virus
recombinants vNHI-ANV, aucune mortalité n’est enregistrée
dans les 30 jours qui suivent I'infection, alors que, dans le méme
temps, on observe de 80 & 100 % de mortalité chez les poissons
infectés par le vNHI sauvage ou le VNHI-NVg,,. L'absence de
mortalité observée apres infection par les VNHI-ANV n’est pas
liée a un déficit de I'entrée et de la multiplication du virus chez
le poisson, car des poissons infectés par VNHI-ANV sont pro-
tégés de I'infection par un vNHI sauvage administré 5 semaines
apres I'immunisation. Cela démontre que le VNHI-ANV a
déclenché une réaction de défense chez le poisson vacciné. Au
final, les résultats de cette étude montrent que la protéine NV
joue un réle primordial dans la réplication du vNHI en culture
cellulaire et que la protéine NV est impliquée dans le pouvoir
pathogene, in vivo, chez la truite. De plus, NV du vNHI et NV
du vSHYV, bien que génétiquement peu conservées, ont un role
identique pour la réplication virale.

Le vNHI comme vecteur de genes

Pour les virus dont le génome est empaqueté dans une coque rigide
a structure icosahédrique (cas des alphavirus), les contraintes struc-
turales sont telles que I'on ne dispose que de peu de flexibilité pour
augmenter la taille du génome. Ce genre de contrainte n’existe
pas pour les rhabdovirus dont le génome n’est pas encapsidé dans
une coque rigide et pour lesquels la taille de la particule virale
augmente proportionnellement a la taille du génome. Par
ailleurs, le génome des rhabdovirus est constitué d’unités trans-
criptionnelles avec des séquences de démarrage et d’arrét de la
transcription, reconnues par la polymérase virale, au début et a
la fin des cadres de lecture de chacun des génes. Ainsi, pour que
le vNHI puisse exprimer un ou des génes surnuméraires, il faut
introduire dans des régions intergéniques des unités transcrip-
tionnelles supplémentaires. Pour évaluer la faisabilité de cette
approche, le génome de VNHI a été modifié par I'insertion du géne

rapporteur LUC, bordé de séquences d'initiation et d'arrét de
transcription, dans une région intergénique (Harmache et al.
2006). Un virus recombinant vNHI-LUC a été produit en cul-
ture cellulaire et, malgré I'augmentation de la taille du génome,
il a des caractéristiques de multiplication en culture cellulaire
(cinétique de réplication, effet cytopathogene, titre viral) sem-
blables a celles du virus sauvage. Ce virus est aussi pathogéne chez
la truite que le virus sauvage. Le géne LUC est classiquement uti-
lis¢ comme gene traceur car la détection de I'activité luciférase,
enzyme qui émet des photons en présence de son substrat, la luci-
férine, est extrémement sensible. Ainsi pour le vYNHI-LUC, on
amontré que I'on pouvait détecter une cellule infectée parmi 106
cellules non infectées. Ce seuil de détection extrémement sen-
sible a permis de développer un systéme d'imagerie par biolu-
minescence permettant de visualiser, in vivo, la réplication du virus
chez les truites infectées par balnéation. Ce systeme comporte une
caméra extrémement sensible capable de détecter les photons émis
par la luciférase, qui est couplée a un systéme informatique de
reconstitution d’image (figure 3).

Nous avons ainsi pu établir une cinétique de I'infection, visua-
liser les étapes trés précoces de la réplication virale chez I'ani-
mal infecté et, enfin, déterminer la porte d’entrée du virus.

La réplication du VNHI, reflétée (figure 4) par I'expression de la
luciférase, a été visualisée chez la truite a différents temps apres
P'infection. A huit et 16 heures, la réplication virale est loca-
lisée a la base des nageoires qui constituent donc la porte pri-
maire d’entrée du virus.
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Figure3: Systeme d’imagerie permettant de visualiser in vivo la réplication du
virus chez les truites infectées par balnéation.
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Figure 4: Truitelles infectées par bain avec le VNHI-LUC, observées a dif-
férent temps apres I'infection.

Nous avons produit de nombreux virus recombinants dérivés
du vNHI dans le génome duquel de un a trois génes surnume-
raires ont été introduits. Certains constituent de tres bons outils
vaccinaux chez les salmonidés, comme un vNHI qui exprime,
a la surface de la particule virale, les protéines HA et F du virus
de I'anémie infectieuse du saumon (ISAV). Des truitelles
immunisées par balnéation par ce virus recombiné sont tota-
lement protégées d’une infection par le virus sauvage ISAV.

Par ailleurs, ces vNHI recombinants constituent également de
bons outils vaccinaux pour les vertébrés supérieurs (Harmache
A. et al. en cours de publication). En injectant a la souris le
VNHI-LUC incapable de se multiplier a des températures
supérieures a 20°C, nous avons fait la démonstration qu'il est
naturellement inactivé et qu'il joue un réle d’adjuvant naturel
en stimulant la réponse immunitaire innée. Des expériences sont
en cours pour évaluer la réponse immune chez des porcs aux-
quels on a injecté un vNHI exprimant les deux antigenes HA
et NA d’un virus grippal porcin (H3N2).

LE VIRUS DE LA MALADIE DU
SOMMEIL DES SALMONIDES (VMS):
UN ALPHAVIRUS ATYPIQUE.

Depuis quelques années, une maladie émergente «la maladie
du sommeil » a fait son apparition dans les élevages piscicoles
francais. Ce nom est lié au comportement anormal des truites
affectées par cette maladie, qui restent couchées sur le flanc au
fond des bassins (figure 5).

L'étiologie virale de cette maladie a été établie et le virus res-
ponsable, caractérisé dans notre laboratoire comme étant le pre-
mier Alphavirus (Famille des Togaviridae) isolé chez les poissons
(Villoing et al. 2000a). Un virus trés proche génétiquement,
celui de la maladie du pancréas VMP, a également été carac-
térisé chez le saumon (Weston et al. 2002).

Ces virus, comparés aux alphavirus des vertébrés supérieurs, pré-
sentent des caractéristiques qui en font des alphavirus atypiques
et probablement des virus ancestraux : taille des protéines plus
grande, régions non codantes plus courtes et, surtout, absence
de transmission de ces virus via un arthropode. La transmission
directe d’animaux infectés a des animaux sains est en effet main-
tenant bien établie. Des outils de diagnostic ont été produits,
permettant soit la détection du génome viral (Villoing et al.
2000b), soit des antigénes viraux (Moriette et al. 2005). Ils
devraient permettre a terme une étude épidémiologique sur le
terrain et de déterminer, de fagon fiable, la réelle incidence de
cette maladie, jusqu’a présent estimée de fagon empirique a 30 %
des élevages piscicoles bretons.

Comme pour la plupart des infections virales, le seul moyen de
lutte passe par le développement de vaccins. Dans les élevages
de truites, les animaux les plus sensibles aux infections sont les
alevins et leur vaccination par injection n’est pas envisa-
geable, compte tenu du stress qu’elle engendre, a I'origine d’une
une mortalité élevée, de leur taille réduite et du nombre
important (plusieurs dizaines de milliers) d’animaux a vacciner.
Aussi nos études portent-elles sur le développement de vaccins
vivants utilisables par balnéation.

Construction d’un ADNc infectieux pour le VMS

La construction d’'un ADNCc infectieux est, dans I'absolu, assez
aisée. Le principe est de convertir le g¢gnome ARN de polarité
positive en un ADNc copie conforme de ce génome. Cet
ADNC est cloné dans un plasmide sous contréle d’'un promo-
teur permettant sa transcription en ARN soit in vitro (dans ce
cas, on utilise un promoteur T7 ou SP6, la transcription étant
effectuée par respectivement I'’ARN polymérase T7 ou SP6),
soit in vivo par transfection de ce plasmide dans des cellules en

[ZHA R EUANCE T i
Figure 5: Truitelles expérimentalement infectées par le VMS (28 jours apres
I’infection).
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culture (dans ce cas, on utilise un promoteur eucaryote comme
le promoteur précoce du cytomégalovirus (CMV). LARN
ainsi transcrit se comporte comme un ARNmM pris en charge par
la machinerie de traduction cellulaire, donnant lieu a la syn-
thése des protéines virales qui répliquent le génome viral et I'en-
capsident, puis a la libération de particules virales néoformées
dans le milieu extracellulaire. Toutes les tentatives pour élaborer
un tel systeme avec le VMS ont échoué. Sans doute est-ce lié
a lastructure particuliére de son génome et, en particulier, a la
taille trés réduite des régions non codantes aux extrémités 5’
et 3' du génome.

Pour contourner cet obstacle, nous avons généré un ADNc pour
le VMS, dans lequel le premier nucléotide de I'extrémité 5’ du
génome est fusionné a une séquence dite ribozyme «en téte de
marteau ». Lors de la transcription en ARN de cette construc-
tion, un autoclivage au point de jonction permet ainsi de géné-
rer un transcrit qui est une copie conforme de I'ARN génomique.
Gréce a cette astuce technique, nous avons pu produire un virus
VMS recombinant (rVMS) par transfection d’une construction
plasmidique dans des cellules de poissons et obtenir des titres
équivalents a ceux du virus sauvage.

Le pouvoir pathogéne de ce virus recombiné a été évalué chez
des truitelles par balnéation ou par injection, et nous avons
montré que bien que réplicatif chez les truites infectées, ce rVMS
est totalement apathogene pendant une période de deux mois,
alors que dans le méme temps, le virus sauvage (wtVMS) pro-
voque pres de 80 % de mortalité cumulée (Moriette et al. 2006)
(figure 6).
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Figure 6 : Mortalité cumulée de truitelles infectées par le virus sauvage
(WtVMS), le virus recombinant (rVMS) ou de truitelles témoins (mock).

Le séquencage complet du génome du rVMS, comparé a celui
du wtVMS, fait apparaitre un certain nombre de changements
d’acides aminés, en particulier dans les deux glycoprotéines
externes E2 et E1, ce qui explique sans doute I'absence de patho-
génicité observée avec le rVMS. Des études visant a corriger,
dans le génome du rVMS, les changements observés, par
mutagenese dirigée, sont actuellement en cours et devraient per-
mettre d’identifier les acides aminés impliqués dans la patho-
génicité du wtVMS.

Le rVMS peut-il étre utilisé comme souche
vaccinale?

Il est bien établi que le rVMS est totalement apathogene lors-
qu'il est administré aux truites non seulement par balnéation, mais
aussi par injection. Cependant, la recherche d’anticorps, en par-
ticulier d’anticorps neutralisants, dans les sérums des animaux
infectés, a différents temps apres I'administration, ne permet pas
d’étre certain que ces animaux infectés soient protégés d'une sur-
infection par un virus sauvage. En effet, le taux d’anticorps neu-
tralisants détectables reste faible durant les 2 mois de suivi.

Afin d’infirmer ou de confirmer que les truites préalablement
infectées par le rVMS sont protégées d’'une infection par le virus
sauvage, nous avons infecté des truitelles par le rVMS, puis
soumis ces truites, trois et cing mois apres, en I'absence de mor-
talité, a une infection par le virus sauvage. Deux mois plus tard,
a5 mois dans le premier cas et a sept dans le second, on a noté
la mortalité cumulée (figure 7).

La figure 7 montre sans ambiguité que les truites immunisées par
le r'VMS sont totalement protégées de I'infection par un virus
sauvage et qu’une protection a long terme (7 mois) sest installée.

Le rVMS constitue donc une souche vaccinale de choix. Des
expérimentations a grande échelle sont actuellement en cours
chez la truite mais également chez le saumon d’élevage.

90 1 Mois & Mois 7
80 4
70

60

% mortalité cumulée

Infecté
rVMS

non-
infecté

Infects |
rVMS

non- Contraole Contrsle

infecté

Challenge au mois 3 Challenge au mois 5

Figure 7: Des truitelles vaccinées par le rVMS ont été soumises a une infec-
tion par le virus sauvage trois mois (épreuve au mois 3) ou cing mois (épreuve
au mois 5) apres I’infection par le rVMS. La mortalité cumulée a été notée deux
mois plus tard (respectivement aux mois 5 et 7).
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CONCLUSION

La vaccination des truites contre différents agents viraux est trés
efficace lorsque I'on injecte des virus tués ou de ’ADN «nu»,
ou bien encore dans certains cas des protéines recombinées.
Cependant, I'emploi de ce mode de vaccination par injection
reste a ce jour limité a I’échelle du laboratoire car il n’est pas
envisageable de vacciner des millions d’alevins par injection.
Lalternative est I'utilisation de vaccins vivants atténués qui peu-
vent étre administrés par balnéation ; dans ce cas, les truites se
vaccinent naturellement.

L'atténuation du pouvoir pathogene est liée dans certains cas
au changement d'épitopes présents en général sur les pro-
téines externes des particules virales, ou est liée a la délétion

de génes impliqués dans la virulence. La possibilité de manipuler
le génome des virus, en particulier celui des virus a ARN, permet
de produire des virus recombinants dans lesquels ces change-
ments (épitopes modifiés, délétion de génes) sont introduits. A
titre d’exemple, nous avons montré que le développement d’un
systeme de génétique pour le vNHI, un rhabdovirus, a permis
de générer une souche vaccinale, potentiellement utilisable a
grande échelle, par la simple délétion du géne NV codant une
protéine non structurale qui joue un réle dans la pathogénicité
du virus.

De méme, I'introduction par mutagénese dirigée de mutations
ciblées dans le génome du VMS, un alphavirus, a permis la pro-
duction d’une souche virale totalement atténuée et protectrice
chez la truite.
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