CHAPITRE 2.3.1

APPLICATION DES BIOTECHNOLOGIES
AU DEVELOPPEMENT DES VACCINS
A USAGE VETERINAIRE

INTRODUCTION

La pratique de la vaccination pour la prévention des maladies animales est utilisée depuis des
siécles et a prouvé son efficacité a la fois pour ce qui est du soulagement de la souffrance animale et
du bien-étre économique des producteurs de produits d'origine animale. Depuis leur invention par
Jenner et Pasteur, les vaccins avaient peu changé. Ces derniéres 15 ou 20 années en revanche, les
types de vaccins disponibles ont évolué de maniere significative, ce qui sexplique par un certain
nombre de facteurs, notamment leur compatibilité avec les programmes d'éradication et les
politiques en matiére d’échanges commerciaux internationaux ou encore la rentabilité de leur
production. Les premiers vaccins recombinants ont été lancés a la fin des années 1980 pour lutter
contre la maladie d’Aujeszky et la rage dans la faune sauvage (Pastoret et al., 1988) ; il s'agissait de
précurseurs de produits similaires qui seront disponibles a l'avenir.

Suite a 'amélioration des connaissances sur les mécanismes qui induisent Fimmunité protectrice et
a l'explosion des données génomiques concernant aussi bien les agents pathogénes que leurs
hétes, les approches utilisées dans le développement des vaccins se sont rapidement élargies.
L'dvolution conjointe des nouvelles technologies dans le domaine de la biologie moléculaire et de
Fimmunologie a en outre largement influencé le développement de nouvelles stratégies vaccinales
ainsi que la qualité des produits fabriqués. Elle a permis la conception de vaccins ciblés pour le
contréle et I'éradication d’agents pathogénes spécifiques dans le cadre des exigences régionales,
nationales et internationales. Le recours aux techniques de recombinaison va de pair avec la
nécessité d’'une évaluation bénéfice-risque qui tienne compte des aspects spécifiques a prendre en
considération, particulierement en ce qui concerne la sécurité (voir Annexe 1.1.8.1 Analyse de risque
relative aux produits biologiques a usage vétérinaire au Chapitre 1.1.8 Principes de production des
vaccins vétérinaires de ce Manuel terrestre).

Le présent chapitre décrit une série de méthodes utilisées pour produire des vaccins congus dans
un but spécifique. La catégorisation doit aider le lecteur a comprendre les techniques employées,
mais il faut reconnaitre que ces catégories ne s’excluent pas mutuellement (c’est-a-dire que, par
exemple, la génétique inverse peut étre utilisée pour produire un vaccin chimérique). En principe,
ces techniques peuvent étre utilisées pour transformer l'agent pathogéne lui-méme en modifiant
ses propriétés par délétion, insertion ou au moyen d’autres modifications génétiques ; elles peuvent
également servir & modifier les genes isolés ou les séquences codantes des agents pathogénes
pour produire des immunogénes spécifiques associ€s a une immunité protectrice.

A. GENETIQUE INVERSE

Lélaboration d’un systéme de génétique inverse pour toute une série de virus a ARN et a ADN a révolutionné le
domaine de la virologie en rendant possible la mise en place de mutations, d’'insertions et de délétions dans le
génome viral de virus vivants. Cette méthode est désormais employée pour un ensemble d’applications qui
comprennent latténuation des virus, la modification de la spécificité de I'héte et la production de virus défectifs
pour la réplication. Ces approches servent aussi & mettre au point de nouvelles stratégies vaccinales et sont
largement utilisées dans la caractérisation de la structure et de la fonction des séquences codantes et des génes
viraux individuels.
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La génétique inverse suppose la création d’une copie clonée dADN complémentaire (ADNc) a partir de F'ARN par
rétrotranscription in vitro, la manipulation de 'ADN in vitro puis la production du virus vivant modifié par
transfection de cellules permissives porteuses de I'ADN cloné. La démonstration de cette technique a été faite
pour la premiére fois au moyen du bactériophage Q béta, un virus a ARN de polarité positive (Taniguchi, 1978). Par
la suite, un grand nombre de virus a ARN de polarité positive et dotés de grands génomes, dont le coronavirus
responsable du syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS), ont été récupérés, ce qui a contribué a I'étude de la
biologie de ces virus et au développement de nouveaux vaccins viraux vivants atténués. Par exemple, la génétique
inverse a servi a mettre au point un clone infectieux du virus de la gastroentérite transmissible (VGET), induisant
une immunité lactogéne chez les porcs immunisés (Sola et al., 2003). Cette nouvelle technique a également été
employée pour élaborer un virus modifié du syndrome dysgénésique et respiratoire du porc, susceptible d’étre
utilisé comme vaccin DIVA pour différencier les porcs vaccinés des porcs infectés (de Lima et al., 2008).

En raison des caractéristiques intrinséques des virus a ARN de polarité négative, il a fallu des années de travail
avant que cette technique ne parvienne a se développer et soit utilisée pour produire des virus au génome
constitué dARN de polarité négative. Au départ, la génétique inverse a été développée pour l'influenza, un virus a
ARN de polarité négative segmenté. Depuis lors, la technique a été mise en ceuvre avec succés pour produire un
certain nombre de virus a ARN présentant un génome de polarité négative segmenté ou non segmenté. Par
exemple, l'utilisation de cette technique a permis de développer un vaccin contre le virus de linfluenza aviaire,
dans lequel le virus fabriqué contenait un géne d’hémagglutinine (HA) du virus H5N1 et un géne de neuraminidase
(NA) du virus H2N3, utilisant un squelette de la souche HIN1 (Meeusen et al., 2007). Le vaccin viral inactivé H5SN3
ainsi obtenu a induit une protection compléte chez les oiseaux contre le sous-type HS5N1 hautement pathogene.
Une stratégie de génétique inverse a également été utilisée dans le développement de vaccins contre la fievre
aphteuse, la peste porcine classique et la maladie de Newcastle (voir chapitres correspondants 31.8., 3.8.3. et
3.314.). Plus récemment, des systémes de génétique inverse ont été développés pour les virus a ARN bicaténaire
segmenté, dont celui de la fievre catarrhale ovine, ouvrant la voie a de nouvelles stratégies pour le développement
de vaccins contre ces virus (Boyce et al., 2008).

Les vaccins inactivés a cycle infectieux unique (DISC) supposent la délétion d’un cadre de lecture ouvert codant
pour une protéine clé impliquée dans la réplication virale ou la formation de la capside virale (Widman et al., 2008).
Le virus DISC est isolé dans des cellules exprimant cette protéine clé, fournissant ainsi la protéine manquante
sous forme de facteur trans. Ce type de virus, lorsqu’il est injecté aux animaux, ne peut effectuer qu’un cycle de
réplication et ne produit pas de progéniture. Les vaccins basés sur ces virus ont un effet plus immunogéne qu’un
vaccin viral inactivé et ne présentent pas les problémes associés aux vaccins vivants.

B. TECHNOLOGIE DES VECTEURS RECOMBINANTS

Les progrés de la génétique inverse, de la génomique et de la protéomique ont permis lidentification des
meécanismes de virulence, des interactions héte-agent pathogéne et des antigénes protecteurs de nombreux
micro-organismes pathogénes ainsi que le développement de vecteurs adaptés pour la libération des antigénes
chez I'héte. La disponibilité des séquences génomiques bactériennes et virales a permis I'élaboration rapide de
délétions définies dans les génomes d’une grande variété d’agents pathogénes, ce qui permet non seulement
latténuation, mais crée aussi un espace pour l'insertion de génes étrangers codant pour des antigénes provenant
de microbes hétérologues. En principe, les vecteurs vivants, qu’ils soient bactériens ou viraux, partagent plusieurs
caractéristiques, notamment une production facile et économique, une non-intégration dans le génome de I'héte,
une certaine stabilité et une capacité raisonnable a introduire des génes codant pour des antigénes hétérologues.
De plus, comme pour tout vaccin vivant, le vecteur doit étre avirulent et I'incidence de 'immunité sur le vecteur
doit étre évaluée.

1. Vecteurs bactériens

En régle générale, les vecteurs bactériens sont atténués par délétion de génes nécessaires aux processus
meétaboliques clés ou de génes associés a la virulence. Méme s’ils ne sont pas utilisés en routine chez les animaux,
des progrés rapides sont réalisés en matiére de développement et dévaluation de différentes bactéries comme
vecteurs. Cela fait plusieurs années que le BCG (vaccin bilié de Calmette et Guérin) et Salmonella ont été
développés comme vecteurs pour fournir des antigénes vaccinaux aux animaux et le second est également utilisé
pour produire des souches vaccinales vivantes pour les volailles. A heure actuelle, il existe un certain nombre
dautres vecteurs bactériens en cours de développement sur la base de micro-organismes commensaux
(Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus et Staphylococcus) ou d'organismes pathogénes atténués (Shigella,
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Bacillus, Yersinia, Vibrio, Cornebacteria et Bordetella), tous étant actuellement soumis a une évaluation de leur
capacité a induire une immunité protectrice.

2. Vecteurs viraux

La plupart des vecteurs viraux sont créés en utilisant des virus qui ne sont associés a aucune maladie ou a des
maladies bénignes ; ils peuvent aussi étre produits au moyen de virus pathogénes, mais atténués par délétion de
génes de virulence. Des vecteurs viraux aptes a la réplication et & produire une progéniture, ainsi que des vecteurs
viraux défectifs pour la réplication ne produisant pas de descendance ont été développés et évalués pour servir
de vecteurs vaccinaux. Un certain nombre de vaccins commerciaux reposant sur des vecteurs viraux a ADN, dont
les poxvirus et les herpésvirus, ont été autorisés pour étre utilisés en médecine vétérinaire (point examiné dans
Gerdts et al., 2006). Ceux-ci incluent des vecteurs basés sur le virus de la vaccine, le virus de la variole du canari, le
virus de la variole aviaire et I’herpésvirus du dindon. Un certain nombre de vecteurs viraux ont été mis au point ou
sont en cours de développement, damélioration et d’évaluation. Ceux-ci comprennent des virus a ARN, tels que le
virus de I'encéphalite équine du Venezuela, le virus de la maladie de Newcastle ou encore le virus spumeux félin,
ainsi que des virus a ADN, comme les adénovirus, les herpésvirus ou les poxvirus. Les vecteurs de la variole aviaire
et de la variole du canari sont utilisés pour un grand nombre d’applications (MacLachlan et al., 2007 ; Swayne,
2009); quant aux vecteurs adénoviraux humains défectifs pour la réplication, ils ont fait leurs preuves dans le
développement de vaccins contre le virus de la fiévre aphteuse (Rodriguez et Grubman, 2009). Les vaccins
homologués faisant appel a des vecteurs basés sur la variole du canari incluent des vaccins contre la grippe
équine et la leucose féline. Parmi les autres vaccins vectorisés homologués, citons I’herpésvirus du dindon,
vectorisé eny insérant la bursite infectieuse.

C. VACCINS DELETES

La connaissance des facteurs de virulence spécifiques a un agent pathogéne et l'existence de la technologie de
TADN recombiné facilitent la création d’agents pathogénes spécifiques délétés d’un ou de plusieurs génes et
destinés a étre utilisés comme vaccins vivants. Lapproche qui consiste a créer et a analyser des délétions de
génes permet de réduire la pathogénicité/virulence de lorganisme sans en diminuer 'immunogénicité. Ces
organismes délétés d’'un ou de plusieurs génes peuvent étre utilisés comme vaccins dans la mesure ou ils
conservent les propriétés immunogénes de l'organisme sauvage mais ne peuvent provoquer la maladie.
Cependant, pour étre efficaces dans ce role, il faut des organismes génétiquement stables et qui soient faciles a
cultiver et a administrer. A ce jour, les génes participant soit a déterminer la virulence ou a réguler les processus
meétaboliques majeures du ou des micro-organismes ont été ciblés pour les délétions.

Cette approche a fait ses preuves pour la création de plusieurs souches vaccinales vivantes atténuées d’agents
pathogénes bactériens génétiquement stables, dont Putilisation est slre et qui induisent une meilleure protection
que les vaccins inactivés. Les vaccins délétés contre Salmonella enterica sérovar typhimurium et sérovar
enteritidis ont été homologués pour étre utilisés chez les volailles (Babu et al., 2004 ; Meesun et al., 2007) ; de la
méme maniére, un vaccin contre Streptococcus equi délété du géne aroA a été homologué pour étre utilisé chez
les chevaux (Jakobs et al., 2000 ; Meesun et al., 2007).

Cette technique est également efficace pour créer des souches vaccinales vivantes atténuées dagents
pathogénes viraux génétiquement stables qu’il est possible d’utiliser comme vaccins marqueurs pour différencier
les animaux vaccinés des animaux infectés. Un vaccin marqueur délété de deux génes (gE et TK) contre le virus de
la pseudorage a été homologué pour étre utilisé chez les porcs (Ferrari et al., 2000 ; Meesun et al., 2007) ; de
méme, un vaccin marqueur délété du géne gE contre I'herpésvirus bovin de type 1 a été homologué pour étre
utilisé chez les bovins (Meesun et al., 2007 ; Van Oirschot et al., 1996).

D. VIRUS CHIMERIQUES

Les virus chimériques se définissent comme des virus recombinants qui peuvent contenir des parties de deux
génomes viraux étroitement apparentés. Par exemple, un virus chimérique peut contenir des génes structuraux
d’un sérotype viral et des génes non structuraux d’'un autre sérotype du méme virus. Il se peut aussi qu’un virus
chimérique contienne une partie du génome de différents membres de la méme famille de virus. En principe, les
virus chimériques présentent les caractéristiques biologiques des deux virus parents. Lun des avantages majeurs
de cette approche réside dans le fait qu'une dose unique de virus chimérique fournit le répertoire complet des
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antigénes qui ressemblent étroitement a 'agent pathogéne, ce qui peut induire une réponse immune protectrice
contre de multiples agents pathogénes viraux appartenant a un ou plusieurs sérotypes du méme agent
pathogéne viral.

Lexistence de clones d’ADN complémentaire (ADNc) pleine longueur infectieux provenant de différents virus a
ARN grace a la génétique inverse a permis de nouvelles stratégies pour le développement des vaccins. Les
pestivirus chimériques ont été créés en utilisant un clone d’ADNc infectieux contenant les squelettes du génome
du virus de la peste porcine classique (VPPC) ou du génome du virus de la diarrhée virale bovine (VDVB). Un
pestivirus chimérique a ainsi été créé en remplagant la séquence codante E2 du VDVB dans la copie dADN
infectieux de la souche CP7 du VDVB par la séquence codante E2 correspondante de la souche Alfort 187 du
VPPC (Reimann et al., 2004). Un autre virus chimérique a été mis au point en remplagant la séquence codante E2
du VPPC dans la copie dADN infectieux de la souche vaccinale C du VPPC par la séquence codante E2
correspondante du VDVB (van Gennip et al., 2000). Ces virus chimériques se sont avérés atténués chez les porcs,
tout en induisant une protection compléte contre le VPPC et en permettant de faire la distinction entre les porcs
vaccinés et les porcs infectés (Reimann et al., 2004 ; van Gennip et al., 2000).

Dans une autre application, des circovirus porcins (CVP) chimériques ont été isolés au moyen de clones dADNc
infectieux du circovirus porcin CVP1 ou la protéine de capside du CVP2 pathogéne était utilisée pour remplacer le
géne correspondant dans la souche CVP1 non pathogéne (CVP1-2). De méme, le géne de la capside de CVP2 a été
remplacé par le géne de CVP1 (CVP2-1). Le virus chimérique CVP1-2 s’est révélé atténué chez les porcs, tout en
induisant une immunité protectrice contre la forme sauvage du CVP2 chez les porcs (Fenaux et al., 2004).

Cette plateforme technologique a également été employée pour produire des flavivirus chimériques. Un virus
chimérique a par exemple été obtenu en remplagant les séquences codantes pour les protéines structurales de la
souche 17D du virus de la fiévre jaune par celles du virus du Nil occidental (VNO). Une dose unigque de ce vaccin a
base de flavivirus chimérique a induit a la fois des réponses immunitaires humorales et par médiation cellulaire
chez les chevaux, les protégeant du VNO sans entrainer de maladie clinique (Meeusen et al., 2007). La méme
plateforme technologique a servi a développer des vaccins humains contre le virus de I'encéphalite japonaise, le
VNO et le virus de la dengue. Méme si les vaccins a base de flavivirus chimériques ont démontré un profil de
tolérance satisfaisant et une protection efficace, il convient de rester prudent au moment d’évaluer les variations
de virulence des virus chimériques.

E. VACCINS SOUS-UNITAIRES

Les vaccins sous-unitaires composés de protéines purifiées ou semi-purifiées sont sur le marché depuis le début
des années 1980 ; les sous-unités produites grace a la technologie de 'ADN recombiné existent depuis les
années 1990 (Cohen, 1993 ; Rhodes et al., 1994 ; Ulmer et al., 1993 ; 1995). Ces derniéres suscitent un intérét
grandissant et une activité croissante depuis cette période. Les vaccins sous-unitaires n’incluent pas les
techniques basées sur les vecteurs recombinants vivants, qui produisent des protéines recombinantes in vivo. La
génomique et les domaines connexes ont révolutionné la maniére d’identifier les antigénes microbiens. Depuis le
séquencage du premier génome bactérien en 1995, le nombre de génomes bactériens, viraux et parasitaires dont
les séquences génomiques sont disponibles a considérablement augmenté. En effet, presque tous les agents
pathogénes des animaux sont représentés et ceux qui ne le sont pas peuvent étre aisément obtenus en moins
d’une journée. Qui plus est, les ressources et outils de bioinformatique nécessaires a I'analyse de ces génomes se
sont développés en paralléle et il est désormais relativement simple d’identifier les antigénes exposés en surface,
les épitopes spécifiques des lymphocytesB et T, etc. Il n’'y a pas dexigence en matiére de capacité a cultiver
'organisme en culture : par exemple, des vaccins sous-unitaires pour Piscirickettsia salmonis, un agent pathogéne
des salmonidés, ont été mis au point, bien que 'organisme ne soit pas facile a cultiver (Kuzyk et al., 2001).

La production d’antigénes sous-unitaires peut passer soit par les techniques classiques de la biochimie soit par la
technologie de FADN recombiné. Cette derniére fait intervenir un ensemble de systémes d’expression procaryotes
et eucaryotes, notamment les levures, les cellules d'insectes et les végétaux (Chichester et Yusibov, 2007) au
moyen de diverses stratégies d’expression intégrées ou transitoires. Les techniques biochimiques demeurent
utiles dans certains cas ou I'expression recombinante n’est pas appropriée, notamment lorsque les antigénes
nécessitent un assemblage complexe (ex.: fimbriae) ou lorsquune modification post-traductionnelle est
nécessaire. Ainsi, Campylobacter jejuni, une espéce bactérienne dont la réaction de glycosylation concerne de
nombreuses protéines de surface, reste le meilleur moyen de produire ces dernieres plutoét que de passer par des
systémes dexpression hétérologues, méme si des souches d’Escherichia coli ont été congues pour remplir la
méme fonction (Wacker et al., 2002). Le vaccin original contre la diarrhée du veau dirigé contre I'antigéne K99
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d’E. coli, testé il y a une trentaine d’années (Acres et al., 1979), constitue un excellent exemple de vaccin sous-
unitaire composé d’'un antigéne authentique ayant conservé sa structure tridimensionnelle. Ce produit était basé
sur 'antigéne fimbrial K99, facile a extraire des cellules par traitement thermique, ce qui permettait de conserver
la structure fimbriale tridimensionnelle. Citons également un vaccin exprimé par un baculovirus contre le
circovirus porcin de type 2 (Fachinger et al., 2008). Dans un certain nombre de cas, la protéine du vaccin sous-
unitaire exprimée s’assemble spontanément et forme des particules bien définies qui ressemblent a des
particules virales. Ces particules pseudo-virales (VLP) constituent une sous-catégorie de vaccins sous-unitaires
(Roy et Noad, 2008), dont lapplication dans le développement des vaccins est examinée a la section F. Des
vaccins contenant la protéine ORF2 du CVP2 exprimé par baculovirus ont été mis sur le marché.

Les vaccins sous-unitaires peuvent présenter des avantages par rapport aux vaccins inactivés ou aux vaccins
vivants atténués, notamment leur capacité a induire une réponse immunitaire humorale et par médiation cellulaire
forte. Ces vaccins disposent en outre d’un excellent profil d’innocuité et peuvent étre utilisés en association avec
d'autres vaccins sous-unitaires. Cependant, leur efficacité dépend de Iimmunité protectrice induite par
inoculation d’une seule ou d’une série de protéines recombinantes définies. Lexpérience a montré que cet élément
pouvait étre altéré par le systeme d’expression génétique utilisé. Par ailleurs, les vaccins sous-unitaires peuvent
étre onéreux a produire pour certaines glycoprotéines et nécessiter le recours a des adjuvants pour améliorer les
réponses immunitaires.

L'un des principaux avantages des vaccins sous-unitaires réside dans le fait qu’ils sont généralement compatibles
avec les stratégies DIVA a partir du moment ou l'antigéne ne sert pas de marqueur. Dans le cas de I'herpéesvirus
bovin, la glycoprotéine gD a été utilisée avec succés dans des formulations de vaccins sous-unitaires. Toutefois,
méme si 'immunisation par gD a démontré qu’elle protégeait les animaux individuellement (Harland et al., 1992 ;
van Drunen Littel-van den Hurk et al., 1994), elle n'a pas réduit la prévalence du virus sur le terrain, ce qui a limité
son utilisation. Des vaccins sous-unitaires contre divers autres virus respiratoires et entériques, dont le VDVB, le
VRSB, le virus PI3, le rotavirus et le coronavirus, ont été testés avec succes, méme si aucun d’entre eux n'est
commercialisé. Les sous-unités bactériennes ont incontestablement montré qu’elles étaient plus efficaces que
leurs équivalents viraux. Cela est di au rapport colt-efficacité de la culture aussi bien des organismes
conventionnels que recombinants et a I'exigence générale d’une réponse immunitaire biaisée en faveur de la
voie Th, dans de nombreux cas. Des vaccins recombinants sont commercialisés pour des agents pathogenes

respiratoires tels que Mannheimia haemolytica et Actinobacillus pleuropneumoniae, fabriqués sur la base des
leucotoxines produites par ces organismes ainsi que des protéines de liaison a la transferrine. Actinobacillus
pleuropneumoniae est un excellent exemple de vaccin composé de sous-unités sélectionnées en fonction des
réactions sérologiques croisées entre les sérotypes, offrant ainsi une protection a large spectre contre la maladie.
De méme, un vaccin contre la rhinite atrophique a été mis sur le marché; il contient un dérivé non toxique de la
toxine dermonécrotique de Pasteurella multocida que produit une souche génétiqguement modifiée
d’Escherichia coli associée a une bactérine classique de B. bronchiseptica.

Les vaccins contre la PPC montrent bien la nécessité de choisir la technique de recombinaison en fonction d’'un
objectif précis. Les vaccins vivants atténués conventionnels contre la PPC permettent a 'immunité de s’installer
rapidement et sont efficaces pour prévenir la transmission de linfection (Van Oirschot, 2003); ils présentent
néanmoins l'inconvénient de ne pas permettre de différencier les porcs infectés de ceux qui ont été vaccinés.
Avec les vaccins sous-unitaires commerciaux Eo, l'installation de 'immunité est plus lente et ils ne font que réduire
'excrétion virale sans lempécher. Cependant, ils permettent de suivre une stratégie DIVA, ce qui facilite la
«vaccination de survie». Leur utilisation pourrait ainsi présenter un intérét particulier chez les porcs
reproducteurs de grande valeur, ou le vaccin pourrait servir a limiter les conséquences cliniques de la maladie tout
en permettant d’identifier et déliminer les porcs infectés individuellement.

F. PARTICULES PSEUDO-VIRALES

Les particules pseudo-virales (VLP) sont des structures supramoléculaires composées d’une ou de plusieurs
protéines recombinantes. Ces particules se forment en s'auto-assemblant et leur taille va généralement de 20 a
100 nm. En fonction de leur origine, elles peuvent étre de structure icosaédrique ou en forme de baguette (point
examiné dans Jennings et Bachmann, 2008). Les VLP présentent 'avantage de formuler 'antigéne vaccinal sous
forme de structure particulaire, ce qui accroit 'immunogénicité du vaccin. Les VLP s’utilisent soit comme vaccin
soit comme porteur d’antigénes génétiquement fusionnés (chimériques), incorporés ou liés par covalence. Les
VLP ont été étudiées de maniére approfondie ces 20 derniéres années; des vaccins humains contre le virus de
’'hépatite B (Zuckerman, 2006) et le papillomavirus humain (Stanley, 2008) sont commercialisés et plusieurs
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vaccins destinés a un usage vétérinaire sont en cours de développement, notamment contre la fievre catarrhale
ovine, le rotavirus et le parvovirus.

Utilisés comme vaccins, les VLP présentent plusieurs avantages, dont leur trés bon profil d’innocuité, leur
ressemblance avec les structures virales et bactériennes, leur aptitude a étre produits a grande échelle et la
possibilité de les associer a des adjuvants. En régle générale, I'immunisation par VLP induit des réponses
humorales fortes et rapides. Tout comme pour les virus et les bactéries, de multiples copies des antigénes
vaccinaux apparaissent sous forme de structure quasi-cristalline, hautement répétitive et ordonnée, (Bachmann
et Zinkernagel, 1996), en mesure de former une liaison réticulée avec le récepteur des lymphocytes B, aboutissant
a lactivation du lymphocyte B et a I'induction consécutive de réponses T indépendantes de type IgM (Thyagarajan
et al., 2003). De plus, cela permet une interaction avec le systtme du complément, ce qui augmente la
phagocytose. La structure particulaire des VLP augmente également leur capture par les cellules dendritiques
ainsi que la présentation croisée subséquente de lantigéne. Lenz et al. (2001) ont démontré que la présentation
croisée des antigénes particulaires était plus efficace que les présentations d'antigenes solubles. Dans I'ensemble
toutefois, 'induction des réponses des lymphocytes T n’est pas encore aussi efficace que celles induites par les
vaccins vivants. Pour surmonter ce probléme, des VLP ont été associées avec succés a des adjuvants
moléculaires comme les CpG-ODN et FARN simple brin. D’autres VLP ont prouvé quelles stimulaient directement
les cellules dendritiques (CD). Par exemple, la VLP de la protéine L1 du papillomavirus a montré quelle activait
directement les CD.

Les VLP peuvent s'utiliser soit comme vaccin soit comme porteur d’antigénes recombinants, incorporés
directement, génétiquement fusionnés ou liés par covalence. Par exemple, la protéine virale 6 (VP6) du rotavirus
bovin forme des VLP hautement immunogénes qui suffisent déja a protéger contre l'infection (Redmond et al.,
1993). Toutefois, en utilisant les protéines VP4 et VP7, dautres antigenes peuvent se lier par covalence aux
particules VP6 et servir a Fimmunisation (Redmond et al., 1993). Parmi les autres exemples notables, citons les
VLP de lantigéne de surface de I'hépatite B (HBsAg-VLP), du virus de 'immunodéficience humaine de type 1, du
virus de la dengue, du norovirus et de I'influenza A. Parmi les VLP jouant le role de transporteurs, il y a celles bien
caractérisées de I'antigéne capsidique de I'hépatite B (VLP de HBcAg; [Blanchet & Sureau, 2006 ; Pumpens et
Grens, 2001]), de la protéine M2 de l'influenza de type A (M2-HBcAg [Jegerlehner et al., 2002]) ou des épitopes B
et T du paludisme (Nardin et al., 2004). Méme s’ils sont le plus souvent administrés par voie générale, certains
vaccins a base de VLP ont déja été testés pour une administration par voie muqueuse.

G. VACCINS A ADN

Limmunisation par ADN représente une stratégie de vaccination relativement nouvelle, qui repose sur une
conception simple. Les vaccins a ADN se définissent comme des plasmides bactériens codant pour des
antigeénes, qui sont capables d’induire des réponses immunitaires spécifiques lorsqu’ils sont inoculés chez un héte
adéquat. Limmunisation s’effectue par absorption du plasmide purifié par les cellules hétes, ou il perdure
extrachromosomiquement dans le noyau. Lexpression protéique subséquente aboutit a la présentation au
systéeme immunitaire de formes de la protéine produites normalement ou modifiées. Chez I'héte, les formes
natives des protéines ont accés aux voies de présentation des antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) de classe |l en plus de la présentation par le CMH de classe ll, ce qui donne une réponse immunitaire
équilibrée. Le recours a un ADN plasmidique pur offre de nombreux avantages par rapport aux autres vecteurs
vaccinaux, 'un des principaux résidant dans la capacité que possédent les vaccins a ADN d’induire a la fois des
réponses humorales et par médiation cellulaire, ce qui est essentiel pour la protection contre de nombreuses
maladies. Il est également prouvé que les vaccins a ADN peuvent induire une immunité a long terme, ce qui est
une autre exigence en matiére defficacité. Le vecteur lui-méme n’induisant pas de réponses immunitaires, les
vaccins a ADN peuvent étre administrés de maniére répétée sans interférence des anticorps. D’'un point de vue
technique, ces vaccins sont faciles & concevoir, a produire et a purifier, permettant I'élaboration et I'évaluation de
nouveaux vaccins a ADN chez des modeéles animaux en I'espace de quelques mois. Ces vaccins sont tres stables;
partant, ils ont une longue durée de conservation et peuvent étre transportés sans chaine du froid. Linnocuité des
vaccins & ADN a été établie par plusieurs essais chez différentes espéces incluant ’Thomme (Bagarazzi et al., 1998 ;
Kim et al., 2001).

Dés que le concept d'immunisation par ADN a commencé a étre exploré, cette technologie a été jugée trés
efficace chez les rongeurs, sans donner initialement d’aussi bons résultats chez des espéces de plus grande taille.
Cependant, les progrés récents ont permis de développer des vaccins a ADN pour un certain nombre d’espéces
cibles (Carvalho et al., 2009 ; Redding et Weiner, 2009). A heure actuelle, quatre vaccins a ADN ont été autorisés
pour un usage vétérinaire, contre 'hormone de libération de 'lhormone de croissance chez les suidés en Australie,
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le virus de la nécrose hématopoiétique infectieuse chez les saumons au Canada, le VNO chez les chevaux et le
mélanome chez les chiens aux Etats-Unis (Kutzler et Weiner, 2008). Pour parvenir a une meilleure efficacité chez
les espéeces animales de grande taille, une optimisation a différents niveaux s'est avérée nécessaire, incluant les
éléments suivants: (i) modifications du vecteur; (ii) ingénierie des protéines pour modifier la localisation sous-
cellulaire ; (iii) améliorations des modes et voies d’administration de 'ADN ; (iv) inclusion d’adjuvants sous forme de
gene ou d’agent co-administré ; et (v) ciblage des antigénes vers les cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Il
est probable que l'efficacité souvent insatisfaisante des vaccins a ADN chez les grands animaux soit due a une
transfection inefficace ainsi qu’a la « banalité immunologique » des plasmides administrés. Lemploi d’un dispositif
vaccinal sans aiguille s’est montré apte a réduire la dose efficace d’un vaccin a ADN polyvalent expérimental
contre linfluenza aviaire ainsi qua dispenser rapidement des injections répétées chez les volailles (Rao et al.,
2009).

H. LARGAGE D’ANTIGENES ET ADJUVANTS MOLECULAIRES

Les adjuvants sont des substances qui améliorent les réponses immunitaires lorsqu’ils sont administrés
conjointement avec des antigéenes. Il s'agit d'un composant essentiel des vaccins inactivés (recombinants et sous-
unitaires), qui sont souvent faiblement immunogeénes. Les adjuvants peuvent étre classés en deux grandes
catégories sur la base de leur mécanisme daction présumé: i) systétmes de largage et ii) adjuvants
immunostimulants. Les systémes de largage comprennent un grand nombre dadjuvants conventionnels et
d’adjuvants particulaires, qui sont examinés séparément ci-dessous.

Malgré 'importance des adjuvants dans les vaccins, leurs mécanismes d’action restent mal compris. Les progrés
récents concernant la compréhension de limmunité innée ont fourni des indications importantes sur les
mécanismes d’action moléculaires des adjuvants immunostimulants. A cet égard, les cellules immunitaires
expriment divers récepteurs, appelés collectivement récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(pattern recognition receptors, PRR), qui détectent largement les composants microbiens conservés, appelés
motifs moléculaires associés aux pathogénes (pathogen-associated molecular patterns, PAMP). Un certain
nombre de PRR ont été décrits, notamment les récepteurs de type Toll (TLR) ; par exemple, le TLR9O reconnait les
motifs dacides nucléiques bactériens CpG, agoniste naturel de TLR7/8: I'ARN viral simple brin
(oligoribonucléotides) active fortement les réponses immunitaires innées chez les souris, chez ’lhomme et savére
particulierement puissant chez les grands animaux ; un agoniste du TLR4 comme le lipolysaccharide (LPS) est
connu pour ses propriétés immunostimulantes et adjuvantes puissantes, mais cette molécule est
malheureusement trés toxique. Il faut y ajouter les récepteurs de type NOD (domaine d’oligomérisation des
nucléotides), les récepteurs de type RIG (géne inductible par l'acide rétinoique) ainsi que les récepteurs des
lectines de type C. Tous détectent les composants microbiens. La mobilisation de ces récepteurs par leurs
agonistes entraine une cascade d’événements moléculaires et cellulaires qui activent 'immunité innée, cette
derniére dirigeant 'immunité acquise spécifique de 'antigéne. Parmi ces récepteurs, les agonistes des TLR sont
les plus explorés et sont trés prometteurs comme adjuvants. Il est intéressant de noter que le vaccin vivant
atténué 17D contre la fiévre jaune, 'un des meilleurs vaccins disponibles, active les TLR2, 7, 8 et 9 (Querec et al.,
2006), laissant penser que le succés d’au moins une partie de ces vaccins vivants pourrait venir de leur aptitude a
activer les TLR. Cela suscite un grand intérét pour l'utilisation des agonistes des TLR comme adjuvants.

Le paradigme existant dans I'industrie des vaccins a usage vétérinaire, a savoir «un adjuvant-un vaccin », est en
partie d( aux colts engendrés par I'ajout de plus d’un adjuvant par vaccin ; toutefois, il peut gravement limiter
l'efficacité de candidats vaccins potentiellement sirs et cela explique peut-étre, au moins partiellement, pourquoi
certains vaccins ou adjuvants n'ont atteint qu’une efficacité sous-optimale. Des preuves s’accumulent lentement
pour indiquer que plusieurs adjuvants pourraient apporter davantage qu’un seul. Par exemple, méme si les CpG-
ODN constituent un bon adjuvant, ils peuvent avoir une activité adjuvante encore meilleure s’ils sont formulés ou
administrés conjointement avec d’autres composés, comme des particules, des sels minéraux, des saponines, des
liposomes, des peptides cationiques, des polysaccharides ou des toxines bactériennes ainsi que des polyméres
synthétiques tels les polyphosphazénes (Wack et al., 2008).

Leffet adjuvant des microparticules est connu depuis un certain temps et a déja été étudié (Mutwiri et al., 2005).
Les systémes de largage particulaire sont pensés pour promouvoir la capture et la rétention des antigénes dans
les ganglions lymphatiques locaux. De plus, les microparticules permettent la présentation des antigénes par les
CPA a la fois par I'intermédiaire du CMH de classe | et du CMH de classe Il, limitant ainsi les voies d’apprétement et
de présentation. L'un des principaux avantages des microparticules pour la délivrance ciblée d’antigénes réside
dans leur capacité a jouer le réle de plateforme de délivrance flexible, utilisable a la fois pour délivrer des
antigénes et des molécules immunostimulantes.
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Parmi les autres systémes potentiels de largage d’antigénes se trouvent les polyphosphazénes, une classe de
polyméres synthétiques possédant un squelette qui présente une alternance d’atomes de phosphore et d’azote
ainsi que des groupes organiques latéraux liés a chaque phosphore (Mutwiri et al., 2007). Le complexe
immunostimulant (ISCOM) est une nanoparticule de 40 nm composée de saponine (adjuvant), de lipides et
d'antigénes, décrite comme un systéme de largage d’antigénes non seulement en raison de son activité adjuvante,
mais aussi de sa capacité a cibler les CPA (Morein et al., 2004). Un vaccin commercial basé sur 'lISCOM contre la
grippe équine est homologué depuis des années (Heldens et al., 2009).

I. ADMINISTRATION DES VACCINS

Il existe un large éventail d'approches en matiére d’administration des vaccins, l'objectif d’ensemble étant de
permettre la vaccination de masse en cas de foyers de maladies et la vaccination de la faune sauvage. Les vaccins
oraux utilisés pour vacciner chez la faune sauvage, tels les renards, contre la rage étaient initialement basés sur
des virus vaccinaux atténués de la maladie faisant appel, par exemple, a la souche ERA, mais des inquiétudes
quant a la possibilité que ces vaccins puissent occasionnellement provoquer la rage (Fehiner-Gardiner et al.,
2008) ont entrainé leur remplacement dans une large mesure
(http://ec.europa.eu/food/animal/diseases/eradication/rabies_pres_19.pdf). Au Canada, un vaccin antirabique
vivant, vectorisé en utilisant un adénovirus et présentant un bon profil d'innocuité (Knowles et al., 2009), est
actuellement employé dans les campagnes de vaccination antirabique visant a lutter contre la rage chez les
mouffettes et les ratons laveurs (Rosatte et al, 2009). Le vaccin vivant oral vaccine-rage exprimant la
glycoprotéine rabique est largement utilisé ailleurs et des tentatives d’'optimisation des appéats sont faites afin de
le rendre efficace pour d’autres espéces, dont les chiens (Cliquet et al., 2008). Linfection rabique chez les chiens
errants et dans la faune sauvage représente un probléeme grave pour 'lhomme dans le monde entier; cest
pourquoi la recherche de vaccins antirabiques vivants oraux plus s(rs, plus stables et plus efficaces se poursuit
(Faber et al., 2009). D'autres possibilités ont été activement étudiées pour la vaccination de masse au moyen de
vaccins faits a partir de plantes comestibles, mais malgré les progrés des biotechnologies en ce qui concerne
l'expression végétale des antigénes vaccinaux, aucun produit commercial destiné a un usage oral n’a été identifié
ace jour (Rice et al., 2005).
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