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AVANT-PROPOS /

La présente étude, réalisée pour Uobtention de Doctorat en sciences vétérinaires, a pour o’ojet
d’iden’ciﬁer les pathotypes viraux incriminés dans les échecs de vaccination contre la maladie de

Gumboro.

La thémaﬁque de la présente thése s'inscrit dans la continuité du sujet de’jél traité dans le cadre
du Magister. Ainsi, apres avoir évalué 'innocuité des vaccins vivants, nous nous sommes proposés
de vériﬁer [a relation de cause & eﬁfet entre ['échec vaccinal et le niveau de pathogénicité des virus

sauvages circulants.
Loin d’étre exhaustive, la présente étude articule deux parties :

Dans la premiere, sont exposées les derniéres mises a Jjour concernant la structure moléculaire
du virus de la maladie de Gumboro, ses marqueurs de virulence et d’antigénicité, ses caracteres
culturaux et son évolution génétique et phénotypique. Dans cette partie, est exp[icitemen’c
développé [’impac’t des mutations virales sur [’eﬁ‘tcacité de la vaccination ainsi que les solutions les

p[us récentes proposées au pvob[éme de l'échec vaccinal.

La deuxieme partie veprésente notre contribution personne“e, [aque“e a consisté a
caractériser, sur le p[an moléculaire, certains isolats sauvages responsab[es d’épisodes c['miques
de la maladie de Gumboro. Le matériel génétique des virus a été extrait, amp[iﬁé puis
séquencé, avant d’étre soumis a une ana[yse génétique et phénotypique et enﬁn, comparé a celui

des Souches de Ve:f érence.



Introduction

INTRODUCTION /

La maladie de Gumboro ou bursite infectieuse fait aujourd’hui peser une menace
grandissan’ce sur les popu[aﬂons de volailles commerciales. Si les pertes économiques que fait subir
[a maladie de Gumboro & l'industrie des volailles restent dﬁci[emen’c quan’ciﬁables en raison du
caractére insidieux de sa forme immunodépressive, il nest pas du tout outrancier de dire que ces

pertes prennent auj ourd’hui des dimensions catastrophiques.

La situation épidémiologique COYlﬁASG de la maladie de Gumboro, le choix irrationnel des
souches vaccinales et la vaccination en aveug[e sur des poussins de statut immunitaire inconnu, ne
peuvent que perpétuer une conjoncture déjél péna[isante pour nos é[evages aviaires. Une
conjoncture caractérisée notamment par des échecs de vaccination de plus en plus fréquents,
conduisant a des états d’immunodéﬁcience qui rendent les volailles p[us susceptib[es aux agents

\ . . ) o . .
pathogenes les p[us anodins. Ceci a pour eﬁ%t dencowager une utilisation p[us importante et
moins rationnelle des antibiotiques, ce qui nest pas sans conséquence sur le déve[oppemen’c d’'une

antibio-résistance préjudiciab[e a la santé humaine et animale.

Les épisodes c[iniques et sub-c['miques de la maladie surviennent aby'ourd’hui ma[gré le
Venforcemen’c des programmes de vaccination. Si les causes les p[us triviales exp[iquent en partie
cette hausse de la fréquence de ['échec vaccinal (mauvaise conservation du vaccin, vaccin arrivé a

péremption, technique de vaccination défectueuse..etc), lessentiel de ces échecs est ié & :
1. Lavariabilité antigénique et pathotypique duvirus de la bursite 'mfecﬁeuse.

La caractérisation des virus hypervirulents a fait appel & différentes techniques telles que le
test de neutralisation virale, le séquencage nucléotidique et la rt-PCR/RFLP (reverse transcriptase-
Polymerase Chain Reaction/Restriction fragment Length Polymorphism). Si ces techniques restent
utiles pour le typage in vitro des virus sauvages, le test de protection croisée n vivo reste
incontowrnable dans ['établissement déﬁniﬂf des caractéres antigéniques et 'meunologiques des

virus.
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Par ailleurs, diverses techniques moléculaires hautement sensibles sont abgowd’hui utilisées
pour détecter des mutations mineures dans le génome viral. De telles mutations ne sont pas
toujours sujﬁsantes pour qua[iﬁev les virus de "variants antigéniques", sinon au risque de créer une
conﬁAsion dans la nomenclature des souches virales. 1 est intéressant de signa[er que la p[us part
des changments de séquences génétiques me sont pas corrélés a [’antigénici’cé ou a
[tmmunogénicité des virus. De la méme fagon, la présence ou ['absence des sites de restriction des

enzymes au sein des séquences nucléotidiques des virus, sont le plus souvent la conséquence de

mutations silencieuses n’ayan’c aucune Vépercussion sur le phénotype viral.

2. La neutralisation, par les anticorps maternels, du virus vaccinal. En eﬁ(‘et, des vaccins
a}op[iqués sur des poussins possédant un taux d’anticorps résiduels supérieur au seuil de prise
vaccinale du vaccin choisi, ne peut que conduire & sa neutralisation avec comme conséquence une
absence de séroconversion. Entre app[iquer le vaccin & un age précoce et accepter e risque d'un
échec vaccinal ou [’app[iquer tardivement et sexposer a une contamination par un virus sauvage
endémique, le choix est diﬁ‘tci[e. La solution & cette prob[émﬁque réside dans le choix d'un age de
vaccination qui soit suﬂisamment précoce pour éviter une contamination virale, mais en méme
temps sufﬁsamment ’cardif pour éviter la neutralisation du vaccin : Clest le concept du "choix de la

date optimale de vaccination".
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

TAXONOMIE DU VIRUS DE LA MALADIE DE GUMBORO/

Dans les toute premieres études et en raison de sa taille, le virus de la maladie de Gumboro
ou 1BDV (Infectious Bursal Disease Virus), était classé en tant que Picornavirus (Cho et Edgar,
1969). Plus tard, le virus sera classé "Réo-like" & cause de sa ressemblance, sous microscopie
électronique, avec les RéovirugLukert et Davis, 19;74). Une similitude morphologique du virus avec
celui de la nécrose pancréatique du saumon (IPNV: Infectious Pancreatic Necrosis Virus) a été
rapportée une premiére fois parAlmeida et Morris (1973), puis confurmée plus tard parHarkness et
al. (1975). Un génome viral composé seulement de 2 segments d'ARN bicaténaire et une capside
faite d'une seule couche, étaient des points communs partagés par le virus de la maladie de
Gumboro (genre Avibiravirus) avec le Drosophila X (genre Ontomobirnavirus), 'TPNV et 2 autres

virus infec’cant les moﬂusques bivalves (genre Aquabimavims)

En 1979, Dobos et al. ont proposé de regrouper tous ces virus dans une nouvelle fami“e dont
ils ont proposé le nom de Birnaviridae. En 1985, le comité international de la taxonomie des virus
avait créé la nouvelle famille ot le préfixe "bi" prend une double signification pour traduire

bisegmenté et bicaténaire (fig. 7%)

La velation taxonomique entre tous les virus de la fami”e des Birnaviridea est basée sur la
morpho logie, ['organisaﬂon du génome viral (ARN double brins) et la similitude entre les protéines
de la capside comme démontrée par ultracentrifugation et électrophorése sur gel d'agarose. Un
test de séro-neutralisation permet cependant, de distinguer les virus aquatiques (Aquab frmavirus)

de celui des insectes (drosophila X) et du poulet (IBDV) (Dobos et al, 1979)
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FAMILLE GENRE ESPECE TYPE ACRONYME
——  AQUABIRNAVRUS —— Mt e e PNV
//
BIRNAVIRIDAE ——  AVIBIRNAVIRUS Ifectious Bursal )
Disease Virus
%
~— ONTOMOBIRNAVIRUS ——  Drosophila X Virus DXV

Figure n°1 : Taxonomie des Birnaviridae

MORPHOLOGIE ET STRUCTURE DU VIRUS DE LA MALADIE DE GUMBORO/

Le virus de la maladie de Gumboro, seul représentant du genre Avibirnavirus, est un virus
non enveloppé & ARN bicaténaire et bisegmenté, ayant un diamétre de 700 A et protégé d'une
capside simple icosaédrique de 32 capsomeres (Kibenge et al, 1988b ; Bottcher et al, 1997). La
capside des birmavirus est unique : Elle est dépowfvue de la couche interne caractérisant les autres

virus &8 ARN double brins (dsRNA: double-stranded RNA) (Bottcher et al, 1997)

Les particules virales obtenues par purification ont une densité variant de 1.29 & 1.33 g/m[
dans du CsCl (ceisum chloride) (Bottcher et al, 1997). Les densités inférieures & 1.33 g/ml sont
celles de particu[es virales incomp[étes avec ou sans ARN ou alors des parﬁcules de forme
irréguliére avec un faible assemblage et une quantité anormale d'ARN double brins (Miiller et
Becht, 1982). Ces derniéres sont généralement obtenues par passages répétés sur fibroblastes
d'embryon de poulet (FEP ou CEF: Chicken Embryo Fibroblasts) et ne sont que rarement
retrouvées au cours de la réplication virale dans la bourse de Fabricius (BF) (Miiller et Becht, 1982).
La formation de particules virales incomplétes expliquerait la perte de pathogénicité des virus

adaptés a la culture cellulaire (Mcfei%m et al, 1980 ; Jungman et al.,, 2zo01)

La cryo-microscopie électronique a permis d'obtenir une image 3D de ['TBDV (Bottcher et al,
1997). Les sous-unités de la capside virale ainsi cartographiée se présentent sous forme de triméres

4
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groupés, visibles aussi bien a 'intérieur qu'a ['extérieur de la capside. La coque du virus est faite
d'une répétition de nombreuses sous-unités identiques lides entre elles. On y trouve ainsi, 780
copies de VP2 (Viral protein 2), 6oo copies de VP3 et 60 copies de VP4 (Dobos et al, 1979). Un
minimum d’informaﬁon génétique est donc consacré aux composants de structure, ce qui procure

au génome viral plus de solutions pour le prolo[éme d'encapsidaﬁon et celui de ['auto—assemlolage.

Une purification de ['1BDV par gradient de densité a permis d'obtenir des formes virales
icosaédviques et des formes tubulaires Cv/zofo 7). Les tubules de type 1 et de type 1 ont
respectivement un diamétre de 6o et 24-26 nm (Hirai et Shimakura, 1974 ; Nick et al, 1976). Les
tubules de type 1, constitués de sous-unités Véguliérement répétées, sont ﬁféquemmen’c observés
dans les cellules infec’cées par les virus de la fami”e des birnaviridae (Granzow et al, 1997) alors
que les tubules de type 11 n'ont été retrouvés que dans les cellules 1BDV-infectées (Harkness et al,
1975 Granzow et al, 1997). La présence de la structure tubulaire & ['intérieur des noyaux des
cellules B de la BF n'a été signalée que par Kaufer et Weiss (1976). La coexistence dans les cellules
1BDV-infectées de particules virales de différentes tailles expliquent la confusion faite par certains

auteurs qui avaient classé, & tort, ['TBDV entant que picornavirus et réovirus.

Photo n® : Structure icosaédrique (A) et tubulaire (tubules de type 1 (B) et de type 11 (C)) du

birnavirus, déterminées par cryomicroscopie électronique (structure cristallographique) (Gronzow

etal, 1997).
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L’infecﬁon des cellules d’insectes et de mammiféres par des virus vecteurs recombinants tels
que le baculovirus et le virus de la vaccine, qui peuvent alors exprimer sélectivement d'ﬁérentes
parties du génome viral de 'TBDV, a permis de mieux comprendre la structure du virus. Ainsi,
[’expression de VP3 seule n’a permis de détecter aucune structure virale alors que [’expression de la
protéine précurseur de VP2 (pVP2) conduit a la formation de structures tubulaires. Seule
lexpression de la polyprotéine a permis d’engendver des VLP (Virus Like-Particules) dont la forme
et la taille Vappe“ent celles du virion. Par ailleurs, la maturation ﬁna[e de VP2 (pVPz - VP2) ne
peut avoir lieu que dans les parﬁcu[es vira[es,jamais dans les VLP. Cette maturation est en ejfet

associée aux étapes ultimes du cycle vival (Kibenge et al. 1999)

Enfin, la structure crista“ographique des birnavirus, déterminée par Coulibaly et al. (2005)
montre une homo[ogie structurale avec les autres virus icosahédriques tels que les virus & ARN

bicaténaire et les virus & ARN+ monocaténaire.

LES PROTEINES VIRALES /

Sept a neuf po[ypepﬁdes ont été retrouvés a l'intérieur des virions (Miiller et Becht, 1982), un
nombre bien plus important que celui des protéines virales identifiées dans les formes matures du
virus. Ceci suggere ['existence d'une relation précwseuv—produit entre ces divers po[ypepﬁdes. Des
discordances caractérisent les résultats des vecherches quant au nombre des protéines virales et
leurs poids moléculaires (Hirai et al, 1979). Ces contradictions sont attribuées a des différences
dans les méthodes utilisées dans la culture et la purification virale ainsi qu'aux protocoles de

séparation des protéines par é[ecbfophorése.

La capside du virus, dans [aque”e est empaqueté e génome viral, est constituée de protéines
de structures. D'autres protéines, dites non structurales, n'entrent pas dans la constitution du
virion et ne sont retrouvées que dans les cellules hotes infectées. L'une des fonctions majeures des

protéines virales de structure est de préserver la stabilité du virus dans le milieu extérieur et
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maintenir son infecﬁosité a Uintérieur des cellules cibles. Quant aux protéines non structurales,

notamment celles des virus 8 ARN, elles sont impliquées dans la pathogénicité et la virulence.

La protéine VP1, est cons idérée comme 'ARN-polymérase du virus. Elle est en effet, de petite
taille, présente en faib[e quantité dans le virion et comporte e moﬁf conservé retrouvé dans toutes
les ARN-polymérases (Duncan et al, 1991, Dobos, 1995). Clest une protéine de 97-kDa (kilo
dalton), ne représentant que 3% des protéines virales. Elle est présente dans [a capside sous deux

formes, lige et libre (Miiller et Nitschke, 1987).

La forme liée, notée VPg (Viral genome-linked protein), est associée de fagon covalente aux
extrémités 5° du génome bisegmenté, formant une structure en "manche de casserole” ce qui est
supposé la protéger de la dégradation par les ribonucléases (Miiller et al, 1979). Cette liaison
permet aux 2 segments génomiques de s'organiser en cercle pour former une structure en anneau
(Miiller et Nitschke 1987). VPg est impliquée dans 'initiation de la réplication et dans 'assemblage

lors du recrutement des ARNs génomiques.

La forme libre de VP1 est celle qui porte 'activité ARN-polymérase ARN-dépendante (RdRp:
RNA-dependant RNA-polymerase), associant une activité guana[y[—transférase et methyl-
transférase, impliquée dans le masquage des copies d'ARN lors de la réplication virale (capping

activity) (Morgan et al, 1988, Spies et al,, 1989).

Le recrutement de VP1 et des segments génomiques dans la capside virale s’eﬁrec’cue par e
biais d'une interaction avec VPs, la protéine de structure formant la face interne de la capside
(Tacken et al,, 2000). Cette méme interaction permet d'immobiliser la po[ymérase sur la swface
interne de la capside et facilite 'acces & 'ARN double brins (Lombardo et al, 1999 ; Tacken et al,

2000)

L'activité po[ymérase de VP1 nécessite la présence de l'ion Mg%, [eque[ peut étre paﬁie“emenf
remplacé par l'ion Mn™ ou Co™* (von Einem et al, 2004). Ceci indique le role essentiel de la

coordination des ions métaux dans ['étape de la po[ymérisaﬁon.
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Enﬁn, outre son rble d’enzyme po[ymérase, la protéine VP1 semble étre impﬁquée dans le

tropisme cellulaive (Brand! et al, 2001) et le contrdle de la virulence (Liu et Vakharia, 2z004)

La protéine VP2 est la protéine de structure majeure. Clest un polypeptide de 41-kDa,
représentant 51% des protéines virales. L'analyse structurale montre que VP2 forme des sous-
unités triméves pour ['édification de la structure externe de la capside (BPottcher et al, 1997). Elle

serait la seule protéine composant la capside virale (Coulibaly et al., 2005).

La structure de VP2 offre & étudier 3 domaines distincts (fig: 72%): Un domaine B (Base) en
hélices a[pha, formé par les extrémités N et C-terminales de la chaine po[ypeptidique, constituant
la "Base" du trimére de VP2; un domaine de surface S (Shell) assurant le contact entre trimeres et
[étanchéité de la particule virale et un domaine P (Projection) formant les projections ou spécules
et corvespondant a la région centrale de VP2, dite aussi hypervariable (ac. aminés 206 & 350)
(! Ba}//zks et al, 1990 Garriga et al, 2006) ou sont présents des épitopes confomaﬁonne[s
spécifiquement reconnus par les anticorps monoclonaux (ACM) neutralisants (Faley et al, 1989)
permettant de différencier entre sérotype 1 et 2. Cette région hypervariable comporte également des
épitopes linéaires non neutralisants spécifiques de groupe et communs aux 2 sérotypes (Becht et
al, 1988). Récemment, Wang et al. (2005) ont démontré lexistence de 2 épitopes linéaires
neutralisants correspondant aux positions 197 & 209 et 329 4 337 a l'intérieur de VP2. Les anticorps
(Ac) générés par ces 2 épitopes ont permis d’obtenir la neutralisation de la souche virulente Hg et

la souche vaccinale BS7.
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Figure n° : Représentation 3D de la structure de VP2. Les 3 domaines sont colorés par
différentes couleurs. Le domaine B en vert, le domaine S en bleu et le domaine P en orange
(Garriga et al,, 2006)

VP2 est une protéine hydrophobe qui présente, dans sa région hypervariable, 2 pics
hydrophiles majeurs A et B (entre résidus 212-223 et 314-324 respectivement) (Azad et al, 1987) ot
sont présents, a la sw(face du virus, des épitopes neutralisants exposés a la pression de sélection
exercée par le systéme immunitaire du poulet. Le domaine variable de VP2 comporte éga[ement 2
autres pics mineurs (entre résidus 249-254 et 279-290) qui sont aussi responsables de ['antigénicité
du virus. Les mutations & l'intériewr ou a l'extérieur de ces pics sont & ['origine de variants

antigéniques et pa’chotypiques.

Les 2 pics majeurs A et B de la région hypervaria’ole de VP2 constituent, respectivement, les
boucles PBC et PHI & extréme partie du domaine P. Les délétions d’ac. aminés & ['intérieur de ces
boucles sont cruciales pour les variations antigéniques derrieres [’e’mergence de variants échappant
a la neutralisation virale (Letzel et al, 2007). Par ailleurs, les 2 pics mineurs comportent, au
sommet du domaine P de VP2, 2 autres boucles désignées PDE et PFG comprenant respectivement
le vésicdu 253 et 284 incriminés dans l'infectivité des cultures cellulaires et la pathogénicité du virus

chez le poulet (Mundlt, 1999).
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PBC(pic Hydrophile R) PDE(1% Pic Mineur)
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PHI (pic Hydrophile B)
TSII-!LEI?TS-‘.SWSARGSLMFTIHGGHYPGP.LRP?T 350

Figure n®3 : (Letzel et al, z007)

(A) Localisation des séquences de résidus constituant les structures en boucle dans le domaine P de la
région hypervariable de VP2.

(B) Représentation 3D des triméres de VP2 avec leurs structures en boucle colorées selon les couleurs
cowespondantes dans l’alignement des séquences.

(C) Localisation des triméres et des boucles dans la structure générale du virus.

Snyder et al. (1992) ont identifié, & ['ntérieur de la région hypervariable des virus classiques
du sérotype 1, au moins 5 épitopes définis par les ACM neutralisants B69g, R63, 179, 8 et 10.
Laltération de 'un de ces épitopes n'affecte pas significativement la fixation des ACM sur les
autres sites antigéniques. LACM B6g est spécifique aux souches virales classiques de sérotype 1
alors que '’ACM R69 neutralise les virus des 2 sérotypes y compris les virus variants (Snyder et al,

19882)

Enﬁn, VP2 est imp[iquée dans le tropisme, la virulence et la pathogénécité du virus (Mundlt.

1999 ; Brandlt et al.,, 2001, van Loon et al,, 2002)

10



Synthése bzé/@grgp/z[gme

La protéine VP3 est une protéine de structure de 32-kDa, représentant 40% des protéines
virales. Elle est considérée comme le composant antigénique majeur du virus et est responsable de
'intégrité structurale du virion. VP3 forme des sous-unité triméres édifiant la structure interne de
la capside (Hudson et al, 1986, Bottcher et al, 1997) et interagit avec la protéine VP1 et [ARN
double brins du virus (7acken et al, 2000). L'interaction VP3-VP1 jouerait un role majeur dans

['efficacité de l'encapsidation (Lombardo et al, 1999 ;Tacken et al, z000)

Les épitopes linéaires retrouvés a l'intérieur de VP3 sont spécifiques de groupes (Becht et al.,
1988) et sont tous communs aux 2 sérotypes (Oppling et al., 1991). La région immunodominante de
VP3 se situerait entre les résidus 860 et 923 (Jagadish et Azad, 1991). Whetzel et Jackwood (1995)
ont signalé ['existence a 'intérieur de VP3 d'un épitope spécifique de 'ACM neutralisant 33E8. Cet
ACM anti-VP3 serait capable de neutraliser l'infectivité du virus jusqu'a l'étape de la pré-
incubation mais pas apres l'adsorption virale (7 Redoé/ et al, 1992). S'Lgna[ons que d'autres travaux
ont démontré que tous les ACM neutralisants sont spécifiques de VP2 et qu'aucun d'eux n'est

reconnu par VP3 (Yamaguchi et al, 1996a).

Le vdle hypothétique de la protéine VP3 dans la protection contre ['1BDV a fait l'objet de
plusieurs travaux. Si Fakey et al. (1985) ont démontré que les Ac anti-VP3 procurent une protection
passive aux poussins, les travaux réalisés plus tard (Pitcovski et al, 1999) indiquent que la protéine
recombinante VP3, donnée comme vaccin sub-unitaire n'a pu protéger les poussins contre une
infection par ['TBDV malgré la production d'un haut niveau d'AC. Ces données contradictoires

dénotent de la complexité de a structure antigénique de VP3.

La protéine VP4 est un polypeptide de 28-KDa, représentant 6% des protéines du virus. Elle
serait responsable du clivage de la polyprotéine virale (Jagadish et al, 1988) et sa présence dans le
virion en tant que protéine de structure est encore controversée. Elle n'existerait que sous forme

tubulaire (tubules de type 1) & lintérieur des cellules 1IBDV-infectées (Granzow et al, 1997).

L'activité protéolytique de VP4 permet le processing de la polyprotéine VPo (pVP2-VP4-VP3)

encodée par le segment [arge du virus. La position exacte du c[ivage entre VP4 et VP3 est le site

11
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MAA situé entre les résidus 754 et 756 (Sanchez et Rodriguez, 1999). Le site LAA, constitué par les
acides aminés en position 511 & 513 est le lieu de clivage entre VP4 et pVP2 (précurseur de VP2). La
maturation de VP2 (pVPz - VP2), qui a lieu durant l’assemblage du virion, consiste en une série
de c[ivages, dont les sites se situeraient entre les résidus 441-442, 487-488, 494-495, 501-502 et 512-

513 (Da Costa et al.,, 2002)

Le site actif de la protéase virale a été déterminé et comprend les ac. aminés Ser-652 et Lys-
692 situés dans la partie C-terminale de VP4 (Lejal et al, 2000, Birghan et al, 2000). Ces 2 vésidus
sont essentiels pour ['activité protéolyﬁque de VP4 puisque lewr suppression abolie comp[é’cement

e processing de la polyprotéine virale.

La partie N-terminale (ac. aminés 1 & 222) et C-terminale (ac. aminés 335 & 503) de la
protéase VP4 sont respectivement conservées & 99% et 100% dans les différentes souches virales
d'BDV (Lana et al, 1992). Ces 2 portions de la protéine sont considérées ainsi comme essentielles &

['activité protéo [yﬁque de [’enzyme.

La protéine non-structurale VPs: Sa participation dans la structure virale n'a pu étre
démontrée. Elle est donc désignée sous le nom de protéine non structurale (pNS). L'expression
transitoire de la protéine VP5 entratne son accumulation a ['intériewr de la membrane plasmique
de la cellule 'mfectée, conduisant a laltération de la morpho[ogie cellulaire, & la dismption de la
membrane plasmique et a la réduction drastique de la viabilité de la cellule infectée (Lombardo et
al, 2000). La protéine VP5 ne semble pas étre immunogene. En eﬁfet, les virus mutants PpNS-

déﬁcients auraient induit des titres en AC identiques A ceux obtenus par les souches parentales

(Yao,1998)

LE GENOME VIRAL /

Le dsRNA de [TBDV est bisegmenté. 1l est constitué d'un large segment A de 3.2 Kb
(Kilobase) et d'un petit segment B de 2.9 kb, pouvant étre séparés par électrophorése sur gel

d'agarose ou polyacrylamide (Liu et al, 1994). Les virus du sérotype 2 exhibent des segments

12
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génomiques de p[us petite taille. 1ls sont en g%’c, p[us petits de que[ques 70 et 20 p’o (pahfe de base)

pour le segment A et B respectivement (Becht, 1980)

Le petit segment B est monocystronique. 1l comporte un seul cadre de lecture ouvert ou ORF
(Open Ready Frame) qui débute au nucléotide 112 en 5' terminal et code pour une seule protéine de

879 ac. aminés (94 k-Da) qui n'est autre que le polypeptide VP1 (Hudson et al,, 1995)

Le segment A est polycystronique. 1l comporte 2 ORFs se chevauchant partiellement. Le "
ORF large débute au nucléotice 131 en 5' terminal et code pour une polyprotéine de 1012 ac. aminés
(o k-Da) (Azad et al, 1985 ; Hudlson et al, 1986). Le 2éme ORF moins large, débute au nucléotide
97 en 5' terminal et code pour une protéine non structurale de 145 ac. aminés (17 k-Da) qui n'est

autre que le polypeptide VP5 (Mundt et al., 1995)

La polyprotéine précurseur du virion est encodée par ['ORF large du segment A dans ['ordre
suivant: NH2-VP5-VP2-VP4-VP3-COOH. (Azad et al, 1987). Elle est ensuite clivée par
autoprotéolyse pour donner naissance aux protéines de structure VP2, VP3 et la protéase VP4

(Morgan et al,, 1988)

Les 2 segments A et B sont flanqués de régions non codantes ou NCR (Non Coding Regions),
dont la taille est similaire a celle des autres virus & ARN double brins (Mundt et Miiller, 1995). La
région non codante en 5' terminal est située 96 nucléotides avant le codon initiateur de VP5 dans le
segment A et 111 nucléotides en amant du codon initiateur de VP1 dans le segment B. A l'intérieur
de la 5NCR des segments A et B, les 32 premiers nucléotides constituent un motif trés bien
conservé entre segments et entre sérotypes. La région non codante en 3' terminal dans le segment
A des virus de sérotype 1 et 2 est constituée de 95 nucléotides. Sa taille dans le segment B est
différente selon le sérotype: Elle est constituée de 82 nucléotides pour les virus de sérotype 1 et de 79

nucléotides pour les virus de sérotype 2.

Les séquences répétées directes et inverses (inverted repeat sequences) en 5' et 3NCR
powrraient contenir d'importants signaux pour la Vépﬁcation virale, la transcription et
[’encapsida’cion {/(zéenge et al, 1996). Ces séquences permettent la formation des structures en
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"manche de casserole", similaires & celles rapportées pour les 'mﬂuenza virus, ot elles sont
reconnues par la RdRp pour l'initiation de la transcription & un endroit spécifique du génome
(Fodor et al, 1994). Cependant, la fonction précise des NCR est encore inconnue. En utilisant la
génétique inverse, ['échange des NCR entre virus de sérotype 1 et 2 montre que les séquences non

codantes ne sont pas impliquées dans la virulence de ['TBDV (Schroder et al,, 2000).

Les 2 segments d'ARN A et B des birmavirus sont capables de former, dans les 25 derniers
nucléotides de ['extrémité 3’NCR, des structures en tiges et en boucles (stem-loop structures),
connues sous le nom de structures en ép 'mg[e a cheveux (hairp'm [oop). De telles structures existent
aussi dans d'autres virus comme les picornavirus et les coronavirus chez [esque[s elles semblent
Jouer un role important dans la Vép[ication de ['ARN, ['encapsidation du génome viral et la
protection contre les exonucléases (Boot et Pritz-Verschuren, 2004). On pense que ces structures
assumeraient des foncﬁons similaires chez les birnavirus, quoiqu’aucune étude ne lait encore

conﬁrmé.

von Einem et al. (2004) ont démontré que l'activité polymérase de VP1 dépendait des
séquences 3' terminal des segments A et B et que cette enzyme, en combinaison avec la séquence 3'
terminal, pourrait étre responsa’o[e d'une certaine spéciﬁci‘cé dans l'étape de Vép[icaﬁon. Ceci
supporte l'idée que "la boucle en épingle & cheveux" interviendrait dans ['initiation du processus de

Vép[icaﬁon.
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Figure n’4: Organisation schématique du génome de ['TBDV (Fauquet et al,, 2005)

ISOLEMENT DU VIRUS /

L'inoculation & des ceufs embryonnés de poussins SPF entre 9 et 11 jours d'incubation via la

membrane chorio-allantoidienne est considérée comme la méthode la plus efﬁcace pour la

propagation/isolement de 'IBDV (Hitchner, 1970). Les Ac maternels, s'ils sont présents dans

l’embryon, seraient capab les d’inhiber la mu[ﬁp[icaﬁon virale.

Le virus peut étre isolé & partir du tissu bursal obtenu durant la phase aigiie de l'infection. A

cet effet, le virus contenu dans 'homogénat des BF infectées est propagé sur des poulets de 3 2 6

semaines d'ge ou des ceufs embryonnés SPF & 9-11 jours d'incubation. On fait moins appel aux

systémes de propagation utilisant des cultures cellulaires dans la mesure ot les virus sauvages du

terrain ne leurs sont pas toujours spontanément adaptés. Les cellules de rein ou de BF d’embryon
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de poulet (CEK, CEB) peuvent étre utilisées pour la propagation de 'TBDV (Lukert et Davis, 1974),

mais une adaptation est requise pour propager levirus sur les fibroblastes d’embryons (CEF)

(Mcferran et al., 1980).

Si lisolement a été eﬁéc‘cué sur poulets SPF, des lésions seront recherchées dans la BF, 72 4 8o
heures PI. L'importance de ces lésions est fonction de la pathogénicité de la souche d1BDV, mais
aussi du titre viral de 'échantillon soumis & lisolement. Dans le cas olt [a propagation est faite sur
ceufs embryonnés, les lésions seront recherchées seulement sur les embryons morts apres 48 heures
post—inocu[aﬁon (P1). Les virus virulents classiques provoquent la mort des embryons entreget 5
Jours suivant linoculation intravitelline ou par voie chorio-allantoidienne. Enﬁn, sila propagation
a été faite sur culture cellulaire, on recherchera quotidievmement et pendant 6 jours Pl [’apparition

d'un effet cytopathique (ECP).

Les BF des poulets SPF infectés par un virus de sérotype 1 apparaissent jaunitres et
cedématiées (parfois hémorragiques). Les plis des bourses présentent des pétéchies et un cedéeme
entoure pavfo is [’organe. Les embryons qui meurent au-dela de 48 heures Pl montrent un cedéme
sous-cutané, une congestion et des hémowagies sous cutanées ou intracraniennes. Le foie est
habituellement hypertrophié, avec des taches de congestion [ui donnant un aspect marbré. En cas
de mort tardive, le foie peut étre hypertrophié et verdatre, avec des zones de mnécrose.
Contrairement aux virus classiques du sérotype 1, les variants Américains occasionnent tout au
p[us un retard de croissance des em’oryons avec une décoloration, une sp[énoméga[ie, une stase
biliaire, des [ésions de nécrose hépaﬁques et un cedéme abdominal chez les poussins qui naissent
infectés. Enﬁn, PECP sur cellules cultivées est non spéciﬁque. 1l se maniﬁeste par [’apparition de
cellules rondes et Véﬁ'ingentes avec gvanu[a’cions cytoplasmiques périnucléaires et un détachement

des cellules (Kibenge et Mckenna, 1991).

En labsence de mort embryonnaire, il convient de broyer stérilement et de c[ariﬁer les
embryons vécoltés a lissu du premier passage, puis de procéder & 2 passages séries
vy p passage, p p passag

supplémentaires. Dans le cas de la culture cellulaive, labsence A’ECP au terme des 6 Jours
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d’observation, o]o[ige a procéder ala congélaﬁon—décongé[ation des tapis cellulaires et & réinoculer
le lysat obtenu & des cultures cellulaires fraiches. Ce protocole peut devoir étre répété au moins 3
fois.

Enﬁn, La spe’ciﬁcité des lésions, éventuellement causées par la mu[tip[icaﬁon du virus, doit

btre démontrée en neutralisant [’efﬁet viral avec un sérum monospéciﬁque anti-IBDV.

IDENTIFICATION DU VIRUS /

Plusieurs techniques peuvent aider & conﬁrmer Lidentité du virus de la maladie de Gumboro

en détectant l’antigene ou le génome viral :

Lépreuve d'immunodiffusion sur gélose (IDG) est largement utilisée. Elle est basée sur la
conﬁontaﬁon sur milieu ge’losé de petits ﬁfagmen’cs de tissu bursal 'mfecté avec un antisérum de
positivité connue vis-a-vis de [BDV. Lle titre viral peut étre amélioré par des cyc[es de

conge’[aﬂon/ déconge’[aﬁon du tissu bursal en favovisant le Ve[argage des antigenes viraux.

L’idenﬁﬁcaﬁon par immunoﬁuovescence est basée quant a elle sur la recherche d'une
\ 3 . .y Y]
ﬂuorescence ala swface de coupes u[‘craﬁnes de BF mises en contact avec un antisérum specg‘lque

de [N"BDV marqué a la ﬂuorescéine.

L’identiﬁcation de [TBDV par méthode ELISA indirecte est basée sur la réaction antigene
V'Lra[—anticorps de capture, réaction révélée par un anticorps de détection. Selon que Lon désire une
simp e identﬁcaﬁon virale ou alors une caractérisation du virus, on peut utiliser comme anticorps

de capture un sérum polyc[ona[ ou des anticorps monoclonaux respectivement.

L'identification par les techniques moléculaires est plus rapide que les autres techniques
passant par lisolement du virus. La méthode moléculaire la plus utilisée est la détection du
génome viral par transcription inverse couplée a une réaction d'amplification en chaine par
polymérase (rt-PCR). Les protocoles de base pour la rt-PCR comprennent 3 étapes : ['extraction des

acides nuc[éiques a partir de ['échantillon étudié, la transcription inverse de 'ARN viral en ADNc
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ADN complémentaire), puis 'amplification de 'ADNc par PCR. Les deux derniéres étapes exigent
p p p p p g
que ['utilisateur defmisse des amorces o[igonucléoﬁdiques qui consistent en de courtes séquences
complémentahfes et spéciﬁques de la séquence nuc[éotidique du génome viral. Diﬁérentes régions
du génome viral peuvent étre ampﬁﬁées selon la position dans le génome des amorces qui ont été

/ . /7
sélectionnées.

EVOLUTION DES VIRUS DE LA MALADIE DE GUMBORO /

Meécanismes de diversification virale des virus 4 ARN :

Durant la Vépﬁcation virale, des erreurs de transcription peuvent avoir liew, conduisant & des
mutations. En raison de leur stratégie de Véplication dépowfvue de mécanismes eﬁ%aces de lecture
durant la transcription, les virus & ARN génerent un p[us haut degvé de mutation que les virus a
ADN (Domingo et Holland, 1997). En conséquence, un nombre important de mutants émergent
durant le cyc[e de [’infecﬁon, méme si leur transmission n’est pas toujours couronnée de succes. Le
phénoméne est connu sous le nom de "boulet d ’éz‘rang/emenf’. Dans le cas ol les mutations
aléatoires génerent des mutants capab les d'une transmission qﬁou:ace, d'une propagation parmi les
populations sensibles et d’un échappement aux mécanismes de défense immunitaire de 'héte, ces

mutants persistent parmi la progénitwe de virus agents de la maladie.

L'accumulation des mutations génétiques ponc’cue“es conduit & une "dénve genétique’,
[aque“e, si elle se solde par une altération du code génétique encodant les acides aminés des
protéines virales, peut engendrer une @érive antigénigque ". Dans certaines populaﬁons de virus, les
variants antigéniques peuvent coexister, dans d’autres, les variants émergeants remplacent la

ques p p
génération de variants antérieurs. Ceci est connu sous le nom d’évolution virale. Les variations
génétiques et les variations antigéniques qui leur sont associés, peuvent étre la conséquence de
délétions ou de réarrangements causés par des phénoménes de recombinaison ou de
réassortiments. Le réassortiment est un mécanisme de variation antigénique bien connu chez les

virus 2 ARN segmenté.
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La survie des virus variants et leur persistance est conditionnée essentiellement par lewr
infectivité et leur aptitude & échapper a la réponse immune de ['hote. Ainsi les variants & haute
infectivité se transmettent et donc se propagent de maniére plus efficace. De la méme fagon, les
variants présentant des altérations de sites antigéniques impliqués notamment dans la

neutralisation virale, peuvent échapper ala réponse immunitaire de Uhote.
Emergence des variants antigéniques et pathotypiques du virus de [a maladie de Gumboro:

Les virus de la maladie de Gumboro se distinguent par leurs caractéres antigéniques mais
aussi par lewr virulence. Les souches appartenant aux 2 sérotypes majeurs 1 et 2, ne sont pas toutes
pathogénes pour e pou[et. Les virus, agents de la maladie c[inique, appartiennent tous au sérotype

1. Les souches de sérotype 2 sont apathogénes (Mcﬁnfan et al, 1980).

L’adaptaﬁon des virus du sérotype 1 via une série de passages sur cultures cellulaires a donné
naissance a des souches atténuées utilisées comme vaccins, ne provoquant pas de mortalité mais

possédan’c toutes, une pathogénicité résiduelle.

Enﬁn, au cours de leur évolution, les virus virulents c[assiques du sérotype 1 ont donné
naissance a 2 types de variants, anﬁgéniques et pathotypiques. Ces derniers sont aussi connus sous

le nom de virus hypewimlents.

L'émergence de nouvelles souches virales est un mécanisme courant de diversiﬁcaﬁon
génétique des virus & ARN. Certaines mutations se produisant durant le cycle viral de [TBDV sont
incompaﬂb[es avec la survie du virus. D’autres au contraire, lui permettent d’augmenter son
habilité a se mu[ﬁp[ier dans [’organisme du pou[et Ainsi, les mutants qui naissent durant la
Vép[icaﬁon virale, comme conséquence des erreurs de transcription, subissent une sélection positive
dictée par divers facteurs de ['environnement dont le plus important est la pression vaccinale
(5}/1)/&/61; 1990). En qﬁfet, ['utilisation extensive de vaccins inactivés anti-Gumboro, présentant un
répertoire limité d'épitopes neutralisants, powrrait présenter le risque d'une sélection de virus

mutants, notamment durant les réponses immunes sub-optimales.
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Des études récentes menées sur les virus hypervimlents du Nigeria ont estimé que la
fréquence de mutation par nucléotide & travers la région hypervariable de VP2 avoisinait les 0.24 %
(Owoade et al, 2004). Comparé au votavirus, un autre virus & ARN segmenté, le taux de

mutation dans cette région du génome, est 10x p[us élevé chez les birnavirus.

Le génome segmenté de ['BDV, a ["Ldentique des inﬂuenza virus, rend théoriquement
possible ['existence de phénomenes de réassortiment génétique entre souches virales apparentées
durant les co~infections(5un et al,, 2003 Kong et al, 2004). Ceci peut se produire notamment chez
les poulets qui regoivent un vaccin vivant au moment ot ils incubent un virus sauvage. Ce qui
limite [a naissance de virus reassortants ou du moins lewr transmission et favorise donc la
coévolution des 2 segments, serait un mécanisme de contréle de compaﬂ’oi[ité entre segments,
impliquant par exemple des interactions entre la protéine VP3 encodée par le segment A et VP1

encodée par le segment B (Tacken et al,, 2000 ; Tacken et al,, 2002)

Le Nouén et al. (2006) ont conclu & une coévolution des 2 segments A et B quand ils ont
procédé a la caractérisation moléculaire et [’analyse phy[ogénétique d’une cinquantaine disolats.
Cependant, 26% des souches examinées ont exhibé une position phy[ogénétique diﬁérente selon

le segment analysé. Le segment A de ['une de ces souches (la souche GX) était apparenté aux

wIBDV (very virulent Infectiuos Bursal Disease Virus) alors que son segment B en était distinct.

Les résultats des travaux de Le Nouén et al. se heurtent cependan’c a ceux d’autres auteurs.
Ainsi, les analyses phylogénétiques effectuées par Islam et al. (2003) sur le segment B ont montré
que les WIBDV formaient un groupe distinct suggérant que ces souches virales avaient acquis le
segment B d'une source non iden’ciﬁée, probab[emen’c par réassortiment génétique (Miiller et al,

2003 ; Hon et al.,, 2006).

Lévolution des virus de la maladie de Gumboro, par mutations ponctue“es ou par
réassortiments génétique, a amené, au milieu des années 1980, une situation épidémio[ogique

différente de la maladie de Gumboro en Europe et aux USA.
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Auwx USA, cette nouvelle situation, caractérisée notamment par une p[us grande ﬁféquence
des échecs de vaccination, était lide & une dérive antigénique a [’origine de virus variants ayant une
identité antigénique différente de celle des virus standards du sérotype 1. Ces variants antigéniques
ont également été signalés en Australie (Sapats et [gnjatovic, 2000), en Amérique centrale et en
Amérique du sud (Banda et al,, 2003). Des virus sauvages, montrant une antigénécité atypique ont
été identifiés en Ewrope (Elerradossi et al, 1998 ; Letzel et al, 2007), mais n'ont pas pour autant

Vemp[acé les variants pa‘thotypiques qui restent prédom'man‘ts.

Les variants antigéniques, absents dans les pays d’Europe et d’Afrique (ils seraient présents
en Europe de ['Ouest et en Afrique du Sud selon jaccwood (2073), n'ont apporté aucune
augmentation du taux de mortalité mais contrairement aux virus classiques, induisent une
atrophie Vapide de [a BF avec une faib[e réaction inﬂammtoire et une absence de symptomes
cliniques (Box, 1989). Ceci exp[ique la pvédom'mance de la forme su’o—c[inique de la maladie dans

les é[evages de pou[ets aux USA.

Le variant MD a été isolé pour la 1ére fois aux USA par Saif en 1984 sur des poulets
suffisamment protégés par des Ac spécifiques au sérotype 1 standard. Plus tard, 4 autres variants
antigéniques (A, D, G etE), fovmant une popu[aﬁon distincte désignée sous le nom de Delaware,
ont été isolés par Rosenbeger (1985). Aujourd'hui, ['existence de virus transitionnels entre virus

c[assiques et variants est de plus en plus évidente (Bayyari et al, 1996)

Les virus Vesponsab[es des échecs de vaccination en Europe étaient par contre des variants
pathotypiques qui restent antigéniquement apparentés aux virus classiques de sérotype 1 standard
(Brown et al, 1994). L'étude récente menée par Owoade et al (2004) suggére que les WIBDV
d'Europe proviennent de ['Afrique de ['Ouest puisque un haut degré de diversité génétique a été
rapporté parmi les WIBDV au Nigéria. Depuis leur émergence en Europe au milieu des années 1980,
les virus hypewim[en’cs ont été isolés au Japon, dans des pays Asiatiques, Africains et dans certains

pays de ['Amérique latine(Di Fabio et al, 1999a,5). ls sont aujourd’hui de distribution mondiale.
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Certains pays tels, le Canada, ['Australie et la Nowvelle Zellande sont restés J'usque—lét indemnes

(5}/1)/0/61; 1990; Proﬂ?fz‘ et al, 1999, Sapals et [gnjatovic, 2000).

Aly'owd’hui on ne sait pas encore si ces WIBDV représentent une forme d’évolution des virus

c[assiques ou alors préexistaient dans la nature dans d’autres especes aviaires (Islam et al.,, 2001)

LES DETERMINANTS VIRAUX DE LA VIRULENCE /

Diverses approches basées sur les systemes génétiques inverses ont permis de comprendre la
signiﬁcaﬁon des éléments viraux de structure, leurs propriétés et leurs voles ]oio[ogiques. Ces
nouvelles approches consistent en la création de virus VP5-déf'Lc'Lents, réassortants et recombinants
inter-sérotypes ou inter—pathotypes eten la génération de mutations induites par des délétions ou

des substitution d'ac. aminés par mutagénese controlée de sites (site-directed mutagenesis)

Les déterminants viraux spécifiques de virulence, élucidés par les différents travaux, ne sont
pas unanimement reconnus. De plus, le séquencage des segments A et B des souches pathogénes
(sérotype 1) et apathogenes (sérotype 2) a révélé des nucléotides différents le long des 2 segments,
suggérant une nature multigénique de la virulence. Ceci dit, entre souches pathogénes et
apathogeénes, le pourcentage d'identité nucléotidique a l'intérieur du segment A est moins
important que celui retrouvé a ['intérieur du segment B (83 & 84% vs 89%) (Kibenge et al., 1997
Brown et Skinner, 1996). Cette faible identité génétique dans le segment A entre sérotype 1 et 2 est
attribuée essentiellement a la séquence codant la région hypervariable de la protéine de structure

VPa.

Pour 'Ldenﬁﬁer les déterminants viraux responsalo[es de la virulence on a eu le p[us souvent
recours & la création de virus chiméres, a 'étude de la réactivité des virus vis-a-vis d'Ac

monoclonaux et a [’a[ignemen’c des séquences d'acides aminés a ['intérieur des protéines virales des

différentes souches d'TBDV.
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Détermination des marqueurs de la virulence par construction de virus recombinants inter-
pathotypes :

Les virus chiméres rIMVP2 et vGLSVP2 construits par Brand/t et al. (2001), comportant les
séquences génomiques codant la protéine VP2 de la souche virulente IM (fIMVP2) et du variant
GLS (rGLSVP2) ont provoqué respectivement une destruction et une atrophie de la BF, semblables
& celles causées par les virus parents M et GLS. Ceci n'a pas été le cas des virus chimeres IMVP4,
rIMVP3, rGLSVP4 et vGLSVP3. Ceci prouve que les marqueurs de virulence se situent dans la

protéine virale VP2 et non pas dans les protéines VP3 et VP4

Bien que les changements d'ac. aminés a ['intérieur de VP2 constituent la base moléculaire
des variations pathotypiques, VP2 n'est pas le seul marqueur de pa’chogénici’cé du virus de la
maladie de Gumboro. En effet, la substitution du gene VP2 de la souche hypervirulente D6948 par
le géne correspondant de la souche atténuée CEFg4 n'a pas affecté la pathogénicité de la souche
wIBDV. Cecl conﬁrme que VP2 n'est pas le seul déterminant de virulence (Boot et al,, 2000a,; Boot

et al, 2004).
Détermination des marqueurs de la virulence par construction de virus pNS-déficients :

En vue d’étudier la fonction de la protéine VP5 in vivo, des virus pNS-déficients ont été créés
a partir de virus reconnus pour leur capacité a provoquer des [ésions au niveau de la BF. Ces virus
mutants ont conservé leur aptitude a se Vép[iquer au niveau de la BF des pou[ets inoculés, mais
sans powvoir induire de [ésions. Ceci démontre que la protéine VPs est directement impliquée dans
la pathogénicité de [TBDV, mais elle n'est pas requise pour la réplication virale (Mundlt et al, 1997 ;
Yao, 1998). Par ailleurs, et alors que la pNS est tres bien conservée dans toutes les souches virales
du sérotype 1 (plus de 95% d'identité), celle des virus du sérotype 2 apparait différente et ne
montre pas p[us de 73% d'identité. Les souches virales appartenant au sérotype 2 étant
naturellement apathogénes, on peut en déduire que la PNS joue un role déterminant dans la
pathogenicité de 'IBDV (Yao, 1998). Le mécanisme d’action de la pNS (VPs) est encore mal connu.

Son action se situerait a la ﬁn du cyc[e de Vép[ica’cion duvirus et consisterait a provoquer la rupture
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de la membrane plasmique de la cellule infectée, permettant ainsi la libération des particules

virales.

Détermination des marqueurs de la virulence par Pétude de la réactivité des virus vis-2-vis
d’Ac monoclonawx (ACM):

Bien qu’il nexiste pas pour le moment des Ac spéciﬁques réagissant exclusivement avec les
virus hypervirulents, différentes batteries ’/ACM sont aujourd’hui utilisées pour "lidentification
présomptive" des WIBDV. L'usage des ACM a [’avantage, par rapport a la carte de vestriction
utilisant les endonucléases, d’étre p[us ﬁab[e. En eﬁfet, [’épitope identiﬁant ACM est directement
dicté par des ac. aminés encodés et ne peut étre afjcecté par des éventuelles mutations silencieuses,

comme c'est le cas des sites de restriction.

Exceptées la souche hautement pathogéne isolée en Cote d’voire (la souche 88180) (Pina et
Gardin, 2003) et la souche Egyptienne (99323) (Eterradossi et al., 2004), la p[upart des virus
hypewim[ents se distinguen’c par leur pvoﬁ[ de réactivité vis a vis 'ACM Véférencés. En eﬁcet,
contrairement aux souches virulentes c[assiques et atténuées, les wIBDV, notamment ceux
d’origine Européenne, réagissent faiblement avec 'TACM3 et VACMy (Domanska, 2004) (tab. n%).
Les virus variants Américains quant a eux ne ﬁxen‘c aucun des 8 ACM. D’autre part, seules les

souches hypervirulentes semblent réagir avec 'ACM 21 (Mengel-Whereast, 1995, Shan, 2001).
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Tableau n® - Réactivité des pathotypes Européens, Américains et Africains (Cote D'ivoire) vis-a-vis

d'une batterie de 8 ACM de souris (Domanska et al, 2004).

Souche Origine Virulence ACM ACM ACM ACM ACM ACM ACM ACM
Virale (S. cliniques) 1 3 4 5 6 7 8 9
F52/70 G. Bretagne Classique 2% 71 58 59 88 96 91 76
Cul wt Allemagne Classique 68 135 106 58 116 107 133 50
D78 Pays bas Atténuée + + + + + + + +
PBG98 G. Bretagne Atténuée + + + nt + + +
Var. E USA Subclinique nt 2 nt nt 6 nt 8 nt
Var. GLS USA Subclinique nt 0 nt nt 0 nt 0 nt
88180 C. D’ivoire wIBDV 111 2 58 124 132 77 107
89163 France wIBDV 58 1 6 27 95 86 76 73
91168 France wIBDV 62 1 15 46 96 50 3 68
9448 Pologne wIBDV 65 1 8 39 109 112 84 76
Moh/96 Hongrie wIBDV 78 5 17 82 152 171 136 49

Plus élevé est le %, p[us haute est l’aﬂ'mité de la souche pour PACM.
«+», «-» indiquent respectivement une neutralisation ou une absence de neutralisation.

nt : non testée.

Tableau n®2 : Résidus critiques pour la fixation des AMC (Etteradossi et al, 1998)

ANTICORPS MONOCLONAUX
ACM1 ACM3 ACM4 ACM 5 ACM6 ACM7 ACM 8 ACM 9

Résidus Pro 222 et Séquence

Critiques pour Gly 223 Gln 249 318-323 Glns24
la fixation a

I’ACM

Récemment, une étude faite sur diﬁérents pa’chotypes d1BDV de diverses origines
(Afrique, Europe, Asie, Amérique Latine) a présenté ACM CRAb 88 (Chicken Recombinant
Antibody 88) comme possible marqueur de la virulence. Cet ACM a en effet, réagit de fagon
exclusive avec les wiIBDV provenant d’Angletewe, de France, de Be[gique, des Pays bas, de Chine,
d'ndonésie, du Brésil et d'Afrique. Les vésidus 256(1) et 294(1), spécifiques aux virus

hypervirulents, joueraient un réle dans la fixation de 'ACM CRAb 88 (Sapats et al., 2006)
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Détermination des marqueurs de la virulence par l'usage des enzymes de restriction :

La recherche des sites de restriction de différentes enzymes sur les produits de la rt-PCR a
également été utilisée pour distinguer les différents pathotypes d'BDV (Jackwood et jackwood,
1994 ; Jackwood et Nielsen, 1997 ; Jackwood et Sommer, 1997). Six endonucléases, supposées avoir

des sites de restriction dans un fragment de 394 bases du géne VP2 ont été utilisées.

Le site de restriction BspMI, correspondant a la substitution (P->A) en position 222 est
responsable de la perte de neutralisation des WIBDV par les ACM dans un test d'ELISA capture et
a été proposé comme marqueur des souches hypervirulentes (Eterradossi et al, 1998). Celles-ci
partagent égalemen’c le site de restriction Sspl qui est souvent utilisée pour caractériser les virus
hautement pathogénes (Jackwood et Sommer, 1997). La souche Oues’c—Aﬁficaine 88180 fai’c

cependant exception, puisqu'elle est dépourvue des 2 sites BspM 1 et Ssp 1 (Eterradossi et al,, 1999)

La région de restriction Acc 1-Spe 1, est tres bien conservée chez la p[us part des WIBDV, ce

qui les dis’c'mgue des autres virus c[assiques et vaviants (Brown et al, 199.4).

L'enzyme BstN] reconnait une séquence de 6 bases dans les produits de la rt-PCR. Elle est
donc moins @ﬁcace dans la discrimination entre les souches virales que l’enzyme Mbol qui elle,

reconnait une séquence de seulement 4 bases (Jackwood et Sommer, 1998)

Détermination des marqueurs de la virulence par alignement des séquences et mutagénése
contrblée de sites:

Pour déterminer avec précision les vésidus de VP2 Vesponsab[es de virulence, Brandt et al
(2001) ont utilisé l'alignement des résidus de la protéine VP2 de souches virales d'inégale
pathogénicité. La ficure n% montre [alignement des séquences dans les souches virales
hypervirulentes (HK46, UK661 et OKYM), virulentes classiques (Edgar, STC, TM) et souches

atténuées (D78 et OKYMT: la souche OKYM atténuée par passage sur culture cellulaire).
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279 2841

D78 SVHGLVLGATIYLIGFDGTTVITRAVAANNGLTTGTDNLMPFNLVIPTNE 300
M S A 1 300
EDGAR .. el D oA . 300
sTC Lt DA . 300
okymt ..Q@.T _________.__ A N __ ... Lo .. 5_ 300
OKYM S S A ____ D___A___.L_______. S_ 300
ukest .Q_ L ___________ A D___A___.L______._. 5. 300
HEK46 S S A ____ D___A___.L_______. S_ 300

Figure n°s: Détermination des résidus de VP2 responsables de la virulence par
alignement des séquences du domaine hypervariable des souches virulentes (1M,
EDGAR, STC, OKYM, UK661, Hk46) et des souches adaptées a la culture cellulaire
(OKYMT) avec celui de la souche atténuée D78 (Brandt et al, 2001).

& Le tiret sous [a lettre indique que 'ac. aminé de la souche virale est le méme que celui retrouvé dans la

souche D78 & la méme position
% La lettre indique un changement de ['ac. aminé dans la souche virale par rapport a celui retrouvé dans

la souche D78 & la méme position

Les acides aminés en position 279 et 284 sont les mémes dans les souches virulentes (lettres
en rouges dans la figure) et sont différents dans les souches atténuées. 1ls sont donc considérés
comme des marqueurs de virulence et de pathogénicité. Ainsi, la présence simultanées des 2 acides
aminés D et A, en position 279 et 284 confere le phénotype virulent, comme démontré par d'autres
travaux Vamaguc/zz’ et al, 19965). Les substitutions au niveau de ces 2 résidus engendreraient une
perte du caractere hydrophile de la région hypervariable de VP2 et pourrait altérer la conformation
de la structure de swface du virion. S'Lgna[ons toutefois que le vésidu D en position 279 est bien
conservé chez les 2 souches apathogénes du serotype 2: OH et 23/82. De méme, les souches

virulentes GLS et Cu-1 partagent avec les souches naturellement apa‘chogénes du sérotype 2 e

résidu T en position 284 (Nagarajan et Kibenge, 1997).

Toutes les substitutions de résidus constatées chez les wiIBDV, exceptée une, sont localisées
dans le domaine hypervariable de VP2 (Schnitzler et al, 1993). Par ailleurs, les substitutions d'ac.
aminés communes awx WIBDV d'Europe et du Japon sont situées entre les 2 régions hydrophiles
de VP2. Une seule d'entre elles concerne le résidu en position 222 (P->A), dans la 1ére région
hydrophi[e. Signalons que les substitutions dans la 26me région permettraient aux virus

d'échapper a la neutralisation virale, ce qui est le cas des variants antigéniques.
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La séquence supposée étre associée a la virulence est ['héptapeptide adjacent & la 2éme région
hydrophile du domaine VP2 (entre résidus 326 et 332) (Brown et al, 1994), laquelle comporte
invariablement, chez les wiBDV du]apon et d'EuVope, mais aussi chez les variants isolés aux USA,
la séquence conservée riche en sérine "SWSASGS" (Brown et Skinner, 1996 ; Dormitorio et al,, 1997).
Signalons tout de méme que la souche hypervirulente OKYM a conservé, apres atténuation (souche

OKYMT), Uhéptapeptide viche en sérine (Yamaguchi et al, 19965 ; Brand et al., 2001) (fig: n6)

D78 ITQPITSIMLEIVTSKSGGQAGDQMSWSARGSLAVTIHGGNYPGALRPVT 350
. - 350
EDGAR & o o o e e e e e e e e e - 350
L% I o N P S e e 350
OKYMT o cecmmmmmmm e s P S e eemaaaa- 350
OKYM - i cc i i e i e e mm e e e e em e e o e== S L ceeooo-- 350
161 - R S e eemaaaa- 350
212 - S L ceeooo-- 350

Figure n°6: La séquence conservée riche en sérine "S-W-S-A-S-G-S" distingue les
souches virulentes des souches atténuées (Brandt et al., 2001).

1l semblerait que les souches les p[us virulentes sont celles qui ont e p[us de résidus sérine
dans cette région du domaine VP2 (Vakharia et al, 1994a). Les liaisons hydrogénes présentes au
niveau du mot@f riche en sérines permettraient des interaction intra- et inter-molecules, ce qui est
déterminant pour la virulence. De telles interactions ne sont pas possibles chez les virus
apathogénes ou faib[ement pa’chogénes, car la substitution d'un ou 2 sérines (S) par d'autres
résidus prendrait p[us d'espace dans la structure (Heine et al, 1991). Dans cette région riche en
sérines, les virus apathogénes de sérotype 2 présentent 3 substitutions. Ces mémes virus sont
caractérisés par l'insertion du résidu sérine en position 249 & l'intérieur de VP2 et la délétion du

résidu en position 680 dans la protéine VP4 (Kibenge et al., 1991).

En p[us de la séquence riche en sérine, les wIBDV du] apon et d'Ewope partagent, tous et de
fa(;on simultanée, des ac. aminés uniques en position 222, 256 et 294, [esquels ne sont pas retrouvés
chez les virus moins virulents (Eterradossi et al, 1999). D'autres auteurs (Brown et Skinner, 1996;
Cao et al, 1998; Chen et al,, 1998) considérent que les résidus en positions 222(A), 256(1), 294(1) et

299(S) sont caractéristiques de tous les virus hypervirulents, exceptée la souche Ivoirienne.
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L'alignement de séquences du gene codant la protéine non structurale VP5 a également
permis de retrouver de fagon exclusive chez les WIBDV, 2 ac. aminés uniques en position 49 (R) et
137 (W). Ceci atteste que les marqueurs de virulence existent aussi en dehors de la protéine VP2,
d'autant plus que VPs5 est trés bien conservée parmi les souches de sérotype 1 (plus de 95%
d'apparenté), mais présente une hétérogénéité de séquences entre virus de sérotype 1 et virus

apathogénes de sérotype 2 (73% d'apparenté).

Une nouvelle méthode pour l’iden‘c@ﬁcaﬁon des marqueurs de la virulence consisterait &
isoler les virus mutants résistants aux Ac a partir de souches sauvages paren’ca[es par une série de
passages sur culture cellulaire sous une pression de sélection immune. L’ana[yse moléculaire du
virus mutant partie“emen’c résistant a la neutralisation, pouvant émerger durant les passages en
série en présence de dilutions minimales restrictive d’Ac po[yclonaux neutralisants, procurerait
proba’o lement des infomaﬁons relatives a [a localisation des régions génomiques imp[iquées dans

la virulence ou latténuation de la virulence.

DETERMINANTS VIRAUX DU TROPISME CELLULAIRE /

Le tropisme cellulaire des virus est leur habilité a se propager dans certains types de cellules.
Parmi tous les birnavirus, seul ['TBDV est capab[e de se mu[’cip[ier dans des cellules de mammif\eres,
il a cependant un tropisme spécial pour la BF et linfection est en étroite velation avec le
développement de cet organe. L'dge le plus réceptif étant entre 3 et 6 semaines, quand le
développement de BF est a son maximum (Fadly et Nazerian, 1983). Des études in vitro ont
confirmé que tous les stades de différentiation des cellules B ne sont pas permissifs & l'infection et
que ['IBDV se multiplie exclusivement dans les lymphocytes B en pleine division (Miiller, 1956),
Jjamais dans les lymphoblastes immatures ou les lymphocytes B compétents (Becht, 1980). Ceci est
lié au fai’c que, seules les cellules B en p[eine dﬁérenﬁation, exprimant ['immunog[obu[ine de
sugface M (]gM+), présentent des récepteurs de swface comportant des protéines N—g[ycosylées,

spécifiques au virus de la maladie de Gumboro (Ogawa et al, 1998). Les monocytes et les
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macrophages sont aussi suscepti]o[es a [’infecﬁon mais le mécanisme de pénétration du virus dans

ces ce“u[es est encore inconnu.

In vitro, les souches d'TBDV montrent différents tropismes cellulaives (#26. n%). Clest ainsi
que les souches atténuées classiques peuvent étre multiplides & hauts titres sur culture cellulaire
primaire ou en lignée établie sans variations phénotypiques ou génomiques (Cowen et Braune,
1988 ; Hassan et al, 1996). Les virus hypewim[en’cs ne sont pas adaptés a la culture cellulaire.
Signalons tout de méme que la lignée continue LSCC-BK3 permettrait la propagation des souches
virulentes, quoique sans ejfe‘c cytopathique (Tsukamoto et al, 1995a). Quant aux souches du
sérotype 2, elles possédent des récepteurs spéciﬁques sur les cellules [ymphol'des mais sont
incapables de s'y multiplier. Ce paradoxe met en évidence la complexité de la notion de tropisme
tissulaire qui ne doit pas étre réduite a la simple présence de récepteurs a la surface des cellules. En
ejfet, certains virus sauvages seraient inaptes a se mu[ﬁp[ier sur cultures cellulaire non pas parce
que les cellules sont dépowvues de récepteurs qui leurs sont spéciﬁques, mais p[utét parce qu’i[s
sont incapa’o[es d’y pénétrer. Ainsi, Lutilisation de la ['qoofectine pour la transfection de particu[es
virales & Uintérieur des FEP, en permettant au virus de contowrner la membrane cellulaire, a
permis de propager le virus variant GLSBD (GLS Bursal Derived) sur culture cellulaive (Meihong et
Vakharia, 2004)

A [’identique des souches de sérotype 1 adaptées a la culture cellulaire, les virus de sérotype 2
se mu[t'qo[ien‘c dans les FEP. En eﬁe’c, ces derniéres possédent des récepteurs cellulaires communs

aux 2 sérotypes et des récepteurs spécifiques pour chaque sérotype (Nigper et Miiller, 1996).
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Tableau n°s: Tropisme cellulaire des diﬁcérents pa’chotypes duvirus de la maladie de Gumboro

PATHOTYPE TROPISME CELLULAIRE VIRULENCE
CellulesB  Macrophages FEP VERO Mortalité Lésions
Virulents classiques + + - - 20-30% BF
o BF, th
o R ) 3 700 , thymus,
E wIBDV + + Jusqu’a 70% AC, MO
5 .
T Variants + + - - ()de5%  BF (Atrophie)
u antigéniques
Souches adaptées a + + + + Sans Légeres a
la culture cellulaire intermédiaires
SEROTYPE 2 - + + + Apathogeéne

BF : Bourse de Fabricius
AC: Amygda/eg caecales
MO : Moelle osseuse

Les changements au niveau des protéines virales de structure qui interagissent avec les
récepteurs cellulaires du virus sont suscepﬁb[es d'ayﬁfecter son tropisme cellulaire. Ainsi, les
variations dans la structure de VP2 changent le tropisme cellulaire de 'TBDV, puisque la protéine
VP2 comporte les motifs interagissant avec les récepteurs des cellules hdtes (Nieper et Miiller,
1996). C'est ainsi que des changements de résidus de VP2 en position 279 (D->N) et 284 (A>T)
permettent [’infectivi‘cé des cultures cellulaires par des virus virulents (Lim et al, 1999 ; van Loon et
al, 2002). Ces 2 mémes résidus conferent le caracteére hautement pathogéne aux virus d'Europe et
du)apon ( Vamaguc/z[ et al, 1996a), ce qui rendrait possib[e ['existence d'une corrélation entre
virulence et tropisme cellulaire. Le caractére apathogéne des virus du sérotype 2 est d'ailleurs

attribué entre autres & une absence de tropisme pour la BF (Cummings et al,, 1986).

Les travaux de Brand! et al. (2001) ont permis de préciser que le résidu en position 253 était
l'acide aminé capable d'empécher ou de permettre 'infectivité des cultures cellulaires par les 1IBDV
virulents. Mundt (1999) a démontré que les substitutions de la Glutamine par ['Histidine (Q>H)

en position 253 et de l'alanine par la thréonine (A>T) en position 284, étaient capab[es de
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permettre ["mfec’civi’cé des FEP par le virus variant E/Del. Ces mémes résultats concordent avec

ceux de Kwon et Kim (2004)

Par ailleurs, ladaptation de la souche hypervirulente HK46 & la culture sur FEP a été
obtenue par Lim et al. (1999) grice & 2 substitutions en position 279 (D->N) et 284 (A>T) dans la
protéine VP2. L'acquisition des résidus N et T en position 279 et 284 respectivement permettrait au

virus d'acquérir de nouveaux sites de fixation aux récepteurs cellulaires au niveau des FEP (Viegper

et Miiller, 1996).

Avant les travaux de Brandt (2001), toutes les données attestaient que le tropisme cellulaire
de 'IBDV était dicté uniquement par VP2. En eﬁe’c, Brandtn'a pu propager dans des cellules VERO
(Vervet Origin : Monkey Kidney Cell-line) un virus recombinant vIMB constitué d'un segment A
d'une souche atténuée (D78) et d'un segment B d'une souche virulente (IM). Le blocage de cette
propagation est lié & la présence du segment B (codant pour la seule protéine VP1) puisque la
multiplication de la souche D78 est tout 4 fait possible dans les cellules VERO. Dewx substitutions
en positions 115 (G>R) et 653 (KDE) dans la protéine VP1 ont été requises pour obtenir la
propagation de la souche rIMB dans les cellules VERO et FEP (/o 72%). Ces résultats sont en totale
contradiction avec ceux obtenus par Boot et al, (2000b) une année auparavant. Ces chercheurs ont
pu en effe’c, mu[t'qo[ier sur ﬁbroblastes, un virus recombinant comportant e segment A de la
souche atténuée CEFgy et le segment B de la souche virulente D6948. La souche virulente étant
incapable de se multiplier sur culture cellulaire, les auteurs ont déduit que la protéine VP1 n'était
pas 'me[iquée dans le tropisme cellulaire. La mu[tip[icaﬁon du virus recombinant construit par
Boot sur fibroblastes serait liée & des mutations qui se seraient produites sur le segment B codant
la po[ymérase VP1, ce qui exp[iquerai’c la contradiction entre les résultats des travaux de Brandt et

ceux de Boot.
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Les 8 mofﬁ conservés de [a
Ecﬂﬁp des IBDV

7 2 3 45 6 78

- Les [[gnes verticales rouges et bleues désiglmt les substitutions opérées sur la souche ¥IMB

- Les [[gnes verticales rouges dés ignent les substitutions en positionms et 653

Les ac. aminés dans le segment B

(encodant la RdrRp)

1315 147 515 546 653
Souche D78 T R G E L E
Souche IMB sauvage K G~ D D P K-
"recovered IMB" (vIMB) K RD D P EZ

Figure n’7 : Le réassortiment génétique entre la souche atténuée D78 et la souche virulente IM,
démontrant l'implication de VP1 (RdRp) dans le tropisme cellulaive de '"BDV (Brandt et al, zo01)

BASES MOLECULAIRES DE LANTIGENICITE /

Deux sérotypes antigéniquement distincts ont été identifiés en Europe et aux USA. Un test
de séro-neutralisation permet de disﬁnguer, parmi les virus de la maladie de Gumboro, 2 sérotypes
majeurs &ac/zwood et al, 7982), [esque[s, ne procurent pas, in vivo, une protection croisée
(Jackwood et al, 1985). ls sont aussi différents par le profil de migration de lewr ARN génomique
ainsi que par le poids moléculaire (PM) de leurs protéines virales. La différence majeure entre
sérotype 1 et 2 implique un PM plus élevé de la protéine VP2 chez les souches de sérotype 2
(Kibenge et al,, 19885). Les 2 sérotypes sont cependant indiscernables par le test ELISA (7rue et al,
1993), ce qui indique que les souches de sérotype 1 et 2 partagent des épitopes non-neutralisants

communs.

Les1™ ana[yses génomiques du segment B des 2 sérotypes 1 et 2, basées sur ['ampﬁﬁcaﬂon

en chatne par polymérase (PCR) et ['usage d’enzymes de restriction sur un fragment de quelques
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651 p’o, ont conclue a l'existence d'un haut degré de conservation du segment B (! /Qéenge et Qian,
1994). Cependant, le séquengage du segment en entier a révélé plus tard des différences entres les
souches virales appartenant au méme sérotype (Brown et Skinner, 1996, Yamaguchi et al., 1997).
Une diversité antigénique existe aussi bien parmi les virus du sérotype 1 (30% d’apparenté

antigénique) que ceux du sérotype 2 (33% d’apparenté seulement)

Les résultats obtenus sur les 2 souches de sérotype 1, UKGG1 et 002-73 montrent que certaines
séquences du segment B sont p[us apparentées aux virus de sérotype 2, 23/82 et OH par rapport a
une autre souche de sérotype 1, Cu- (Brown et Skinner, 1996). D’autre part, e séquencage du
segment B de la souche OKYM a révélé des similitudes avec des virus de sérotype 2. Ces

observations indiquen’c que les segments génomiques des 1BDV auraient subi des réassortiments.

La séquence génomique des souches du sérotype 1 est relativement conservée, exception faite
pour la région centrale de VP2 située entre les résidus 206 et 350 (fragment de vestriction Accl-
Spel) dans le segment A. Le domaine hypervariable de VP2 comporte en effet, 2 régions hydrophiles
(Dormitorio et al, 1997). La e région, située entre les résidus 212 et 223 (Vakharia et al, 1994a)
powrrait étre Vesponsab[e de la stabilisation de la conformaﬁon des épitopes, alors que la 2éme
région hydrophile, située entre les vésidus 314 et 324 (Vakharia et al, 1994a) serait responsable de
la reconnaissance par les Ac neutralisants (Hein et al, 1991). Une substitution des ac. aminés dans
la zéme région, en entratnant pvoba’olemen’c des modiﬁca’cions conforma’cionne“es des épitopes
viraux, peut permettre aux virus variants d'échapper a la neutralisation par les Ac induits par les

virus vaccinaux standards (Hein et al, 1991 ; Vamaguc/z/ etal, 1997).

Récemment, la détermination de la structure tridimensionnelle de la protéine de capside
VP2 a démontré que le récepteur alternatif que possedent les virus hypervirulents a la surface des
lymphocytes était associé & deux ac. aminés situés aux sommets des spicules de VP2. Ces résidus
critiques sont entourés par une couronne d’acides aminés impliqués dans la dérive antigénique du
virus. Ainsi, seuls quelques résidus sur les 441 de VP2 semblent contréler ce mécanisme de fuite de

la réponse immunitaire (Coulibaly et al., 2005)

34



Synthése bzé/zbgrgp/z[que

Comparée a la séquence d'ac. aminés du domaine VP2 des virus c[assiques, celle du variant A
comporte 6 substitutions de vésidus (Lana et al, 1992), alors que celles des variants E/Del, GLS et
DS326 montrent 1 & 2 substitutions dans chacune des 2 régions hydrophiles de VP2 (Hein et al,
1991, Valkharia et al, 1992). Tous ces variants présentent la substitution G [n%Lys en position 249

(Nagarajan et Kibenge, 1997)

Une étude basée sur [’usage d'une batterie 'ACM a permis par ailleurs, d'identifier les
épitopes dispams ou altérés a la swface des virus variants isolés aux USA. Ainsi, ['épi‘cope B69
présent & la surface de tous les virus classiques (exceptée la souche vaccinale PBG98), s'est révélé
absent chez les variants Delaware (variant A, D, G et E). La perte de ['épitope B69 serait liée a la
substitution G ln%Lys en position 249 (Vakharia et al, 19942). La capacité de la souche Bel-IBDV
a ﬁxer 'ACM B6g avec le résidu His en cette position suggere cependant, que plusiews ac. aminés

en position 249 peuvent accommoder cette ﬁxaﬁon (Letzel et al,, 2007).

Un second épitope désigné R63, habituellement retrouvé & la fois chez les variants Delaware
et les virus c[assiques de sérotype 1, était absent chez 50% des 319 virus isolés dans la région de
Delmarva awx USA (Snyder et al, 1988b). Ces isolats ont formé une nouvelle population de
variants connue sous le nom de variants GLS. La méme étude a permis de distinguer une autre
population de variants désignée DS326 regroupant des variants antigéniques isolés dans la région
de Delmarva et dans le Sud-Ouest des USA. Les varaints DS326 ont perdu, en plus de 'épitope B6g
et R63, ['épitope reconnu par ['ACM 179, présent & la surface des virus de sérotype 1, des variants
Delaware et des variants GLS. Les variants GLS et DS326 partagent [épitope 57 alors que le variant

E/Delaware se distingue par les épitopes 67 et BKg (Vakharia et al, 1994a) (Tab. n%).
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Tableaun®4 : Caractérisation des virus variants Américains par réactivité vis-a-vis ’ACM (ELISA

Capture ) selon Vakharia et al. (1994) avec modification

Résidus Critiques pour la Virus Classiques Virus Variants (USA)

At fixation a I’ACM 0\1 iulents - 1spyv E/DEL GLS  DS326
assiques

B69 GIn 249 (a) n " 3 - -
R63 ? + + + - -
21 GIn253, Asp 279, Ala 284 (b) i . ) i i
8 ? + + + + +
10 Gly 318, Asp 323 (¢) . N i | N
179 Glu 311, GIn 320 (a) + + ¥ + .
57 Glu 321 (a) ) i ) N .
67 Pro ou Ser 222, Ala 321 (c) - - + - -
BK9 ? ] ] . ] _

(@) Vakhariaetal., 1994a
(b) Brandtetal., 2001
(c) Letzel atal., 2007

L'analyse de vestriction par les endonucléases, effectuée par jackwood et Nielsen (1997) sur
22 souches virales, a indiqué que la présence simultanée des 2 sites de restriction BstN] et Styl,
situés respectivement au niveau des codons 222 et 253, permet de différencier entre les variants

antigéniques et les virus c[assiques.

La comparaison des cartes de vestriction obtenues par Laction de 8 endonucléases sur le
segment A de la souche c[assique STC, et des variants MD et GLS a révélé 'absence du site EcoRl
chez les 2 variants (MD et GLS). Les 2 sites Xmal et Smal, présents chez le variant GLS et la souche
classique STC, se sont révélés absents chez le variant MD. La région hypervaria’ole de VP2 du
variant MD comporte le site BamH], [eque[ est présent chez le virus classique STC et absent chez le
variant GLS. Enﬁn, les 2 variants se distinguent par rapport au virus c[assique par la présence,

dans le géne de VP4, d'un site de restriction BamH]1 supplémentaive (Dybing et Jackwood, 1996).
(Fig. n‘8)
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Figure n°8 : Distinction des virus variants et classiques par comparaison des sites de vestriction
(Dybing et Jackwood, 1996)
La caractérisation par é[ectrophovése des ﬁagments de vestriction obtenus par digestion
d'une séquence de 743 p’o du domaine VP2 par 2 enzymes de restriction, a permis d’idenﬁﬁer 6

groupes moléculaires parmi les virus testés (Jackwood et Sommer 1999)

LA REPLICATION VIRALE /

Plusieurs facteurs ont constitué une entrave a ['étude de la Ve’p[icaﬁon duvirus de la maladie
de Gumboro. Parmi ces factews, citons le nombre limité des cellules infectées in vitro, supportant
la véplication virale (Hirai et al, 1979 ; Miiller, 1986) et la sensibilité du virus & ['actinomycine D,

habituellement utilisée pour inhiber sélectivement la synthese de ['ARN cellulaire (Miiller, 1982)

Globalement, les informaﬁons concernant la Véplication des virus & ARN double brin sont
app[icables aux birnavirus. Par ailleurs, la p[us part des infomaﬁons disponi]o[es concernent la
Vép[icaﬁon de 'TPNV, le p[us veprésen’caﬁfdes birnavirus. Trois formes d'ARN viral ont été décrites

durant le cycle de Véplication de ce virus: Les intermédiaires de Vép[icaﬁon, pvoduits a une étape

37



Synthése bzé/zbgrgp/z[que

précoce du cycle viral, lARN simple brin (ssRNA: simple stranded RNA), supposé étre 'ARN
messager et enfin, 'ARN double brin (dsRNA: double stranded RNA) que ['on ne peut distinguer

de 'ARN du virion par centrifugation ni par électrophorese (Kibenge et al, 1988a)

Le cyc[e de mulﬁpﬁcation du virus débute par ['attachement & la cellule cible, viennent
ensuite les étapes de pénétration et de réplication du génome viral et sa transcription en ARNm
(ARN messager), eux-mémes traduits en protéines virales. L'assemblage des copies du génome et
des protéines virales donne enﬁn naissance aux virions qui ﬁnissen’c par quitter [a cellule pour aller
infecter d'autres cellules et débuter un autre cycle de vie. Le cycle de multiplication de ['TDBV est un

cyc[e produc’cif qui se solde par la mort de la cellule infec’cée (cyc[e [ytique).

L'attachement requiert une interaction entre le virus et des récepteurs cellulaires.
Concernant ['TBDV, ces derniers ne sont pas encore connus mais il semble que e récepteur viral
soit composé de protéines N-glycosyleés associées principalement aux lymphocytes B 1lgM+ (Ogawa
et al, 1998). Trois molécules de la membrane plasmique de la lignée des cellules B, de 70, 82 et 110-

kDa semblent interagir avec ['TBDV (Ogawa et al., 1998 Setiyono et al., ,2z001)

Du cbté du virus, la protéine virale interagissant avec e récepteur cellulaire semble étre la
protéine VP2 (Nigper et Miiller, 1996). VP2 est aussi la seule protéine virale suscitant la synthése
d'Ac neutralisants (Yamaguchi et al, 19962). Ceci expliquerait le fait que ['étape de ['infection qui
échoue le plus souvent est ['étape de fixation et de pénétration dans la cellule. Contrairement &
ACM 27/Bx1 dirigé contre VP3, les ACM 17/82 et 1/A6, spécifiques de VP2 possédent une activité
neutralisante, ce qui met en évidence le role important de la protéine de structure VP2 dans

[’adsorption.

Parce qu'i[ code pour sa propre Po[ymérase virale, qui reste transcriptionne“ement active
sans pro‘céo[yse préalable ou une dégradaﬁon de la capside, ['TBDV peut directement initier la
Vép[icaﬁon de son acide nuc[éique Jjuste apres avoir surmonter [a barriére de la double couche
[ipidique de la membrane cellulaire sans une mise & nue du génome viral (5;9[65 et al, 1987); ce

qui n'est pas le cas des autres virus & ARN bicaténaire (réovirus) qui doivent subir une partielle
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décapsidaﬁon, nécessaire a [activation de leurs ARN-po[yméVase, avant de commencer la

réplication et la transcription (Skehel et Joklik, 1969)

Dans le cy’cop[asme des cellules hotes, le génome viral se Véplique selon un mode de semi-
conservation, le nouveau brin demevrant apparié au brin ayant servi de matrice [Sp[es et al, 1987).
L'extrémité 3' de cette derniére, amorce la synthese du brin anti-sens qui se replie sur lui-méme
pour former une "boucle en épingle & cheveux". La démonstration de la forme de VP1 liée au
génome (VPg) indique que le virus réplique son acide nucléique par un mécanisme de déplacement

de brins.

Tel un virus & ARN bicaténaire, ['1TBDV dispose de sa propre machinerie de Vépﬁcation et de
transcription, en ['occurrence la protéine VP1. La forme liée de VP1 (VPg) permet & la polymérase
(forme libre de ['enzyme) d'amorcer la séquence primer afin d'accomplir tout d'abord sa fonction
de réplicase et initier la véplication du génome et la synthése des 2 segments d'ARN (Boot et al,
1999). Gréce & la méme polymérase, qui se comporte cette fois-ci comme une transcriptase (Spies et
al, 7987), les brins sens des 2 segments sont transcrits, avant de subir, sous le contrdle des

protéines virales, des modiﬁcations post—transcripﬁonneﬂes.

Les ARNm ainsi synthétisés, peuvent alors quitter le virus a travers des pores minuscules qui
pel(forent la parot de la capside, ’cransfomée en un ﬁ[tre permettant le passage des transcrits et
autres métabolites (Caston et al, 1997). Les brins sens sont de cette fagon utilisés par la machinerie
cellulaire (ribosomes et autres) pour [a traduction en protéines virales mais sont aussi empaquetés
dans des procapsides vides ot elles servent de matrices pour la synthése de mini-brins d'ARN anti-
sens complémentaires (Caston et al, 1997). Signalons que les ARNm des biravirus ne possédent
pas, en lewr éxtrémité 3, de queue po[yA. On ne sait donc pas comment les birnavirus traduisent
leurs transcrits en protéines virales, la séquence po[yA étant connue pour son role dans le
recrutement des facteurs de traduction. Des études récentes ont toutefois mis en évidence la
présence de structures en boucles (stem-loop) qui semblent étre impliquées dans ['étape de la

traduction et bien d'autres étapes du cycle viral (Boot et Pritz-Verschuren, 2004).
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1l est vraisemblable que la Vép[ication de [NBDV n’in’cevfére en aucune maniére avec la
synthése des protéines cellulaires puisqu’aucune diﬁcérence n'a été constatée sur les 2 modeles de

protéines synthétisées par les cellules infectées et non infectées (Becht, 1980)

1l semblerait que durant les stades de transcription et de Ve’p[icaﬁon, les doubles brins
d'ARN de [NTBDV ne s'exposent jamais au cytop[asme de la cellule hote mais restent conﬁnés a

l'intérieur de la capside virale tout au [ong du processus (¢ C/zeng et al, 1994 ; Caston et al, 1997)

Les cellules eucaryotes n'étant pas équipées pour traduire les ARNm polycystroniques en
petits po[ypepﬁdes individuels, la po[yprotéine encodée par e segment [arge doit donc subir, avant
[’assem]o[age des virions, une maturation moléculaire qui consiste en un auto—c[ivage par la
protéase VP4, donnant naissance au précurseur de VP2 (pVP2) et aux protéines VP4 et VP3. Une
autre protéine dite non structurale (VPs5) est produite en petite quantité dans les cellules infectées

et n'est détectée qu'aux stades précoces de l'infection (Mundt et al, 1995).

La maturation de VP2, qui comprend une série de c['wages protéo[yﬁques de pVP2 par des
mécanismes encove inconnus (Azad et al, 1987 ; Lejal et al, 2000) conduit a la formation de 4
petits peptides entre les vésidus 442 et 487, 488 et 494, 495 et 501 et enﬁn entre les vésidus 502 et
512. Trois d'entre eux au moins sont associés aux particules virales. Le po[ypeptide entre 442 et 487
et celui entre 502 et 512 sont nécessaires pour la viabilité du virus alors que les 2 autres pepﬁdes
auraient un rble relativement secondaire ( Da Costa et al, 2002). Contrairement aux autres
protéines virales, VP2 n'est pas accumulée dans le cytop[asme de la cellule 'mfectée, ce qui mene a
penser que la conversion pVP2 VP2 a liew durant les derniéres étapes du cycle viral (Miiller et

Becht. 1982)

L'expression des génes de structure de 'TBDV dans divers systémes génétiques a donné
naissance & des VLP (Virus-Like Particles). L'étude extensive de ces VLP a permis de mieux
comprendre la morphogénése de la capside. Ainsi, l'expression de VP3 seule n’a donné aucun type
de particule virale (Martinez-Torrecuadrada et al,2000). L'expression de pVP2 seule, conduit a la

formation de structures tubulaires et des pavticu[es isométriques ( Caston et al, 2001; Chevalier et
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al,, 2002). L’éxpréssioon unique de VP2 permet la formation de particules dodécaédriques pouvant
s'assembler en de [avges et ﬁagi[es capsides icosaédriques (Caston et al, 2001). Seule expression
de la polyprotéine virale est capable de donner naissance & des VLP dont la taille et [a forme sont

similaires a celles des parﬁcu[es authentiques de [NBDV.

Un contrdle de ['expression des génes au cours de ['étape de traduction a été démontré pour
les birnavirus. Dans les cellules infectées, la quantité de VP produi’ce est jugée fai’ole au Vegard de
la relative abondance des transcrits (ARNm). 1 est possible que le géne de VP1 dans le segment B
soit réprimé par les produits du segment A puisquune quantité importante de VP1 a été
enregistrée dans des cellules d'insectes infectées par un baculovirus recombinant transportant le

clone de 'ADN complémentaire (ADNc) du géne du segment B (Magyr et Dobos, 1994)

Les proté'mes virales de structure ainsi produites s'assemblent avec le brin sens pour former
une particu[e pro—v'ufa[e ot le brin anti-sens de 'ARN bisegmenté est syn’chéﬁsé aﬁn de Veformer le

génome viral double brin (Koonin, 1992)

Les virions néo-formés sont libérés a la favew d'une destruction de la cellule infec’cée par un
phénoméne d'apoptose qui serait le vésultat d'une action combinée entre la protéine VP2 et la

protéine non structurale VPs (Fernandez-Arias et al, 1997, Yao, 1998; Yao et Vakharia, zo01)
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Translation
+
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Figure n’g: Représentation schématique du mécanisme de la réplication de [TBDV.

A) Sans décapsidation, VP1 amorce la synthése du brin anti-sens grace & une réplication semi-conservative
par déplacement de brins.

B) Translation des ARNms et protéolyse de la polyprotéine.

C) Formation des tubules de type 11 (VP4)

D) Assemblage des protéines de la capside et maturation virale.

E) Alintérieur de la capside néoformée, 'ARN simple brin (VPg-ssRNA) sert de modele pour la synthese de
ARN double brins (VPg-dsRNA)
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PATHOGENIE /

La pathogénie est définie comme étant le mécanisme par lequel le virus cause des dommages
a ['hote avec mortalité, maladie et/ou immunosuppression comme conséquences (van den Berg et
al, 2000). Les préjudlces causés par [("BDV peuvent étre évalués a 'échelle de [’organisme, de
[’ovgane ou de la cellule hote. Le devenir de ['infec’cion dépend en fai’c de la souche virale, de la dose
infectante, de ['dge et la souche du poulet, de la voie d'inoculation et de la présence ou non d'Ac

neutralisants (Miiller et al, 2003)

L'IBDV peut atteindre la BF trés rapidement apres infection. Aussitot apres sa pénétration
dans ['organisme hote, ['"BDV doit traverser la barriére muqueuse pour aller se distribuer aux
différents sites de véplication primaire, notamment le tissu lymphoide associé au tube digestif

(GALT: Gut Associated Lympoide Tissue).

Dans le cas d'une infection orale, les antigenes viraux sont retrouvés, 4 heures apres, dans les
macrophages et les lymphocytes du caecum et 5 heures apres, dans les cellules lymphoides du
duodénum et du jéjunum. Les macrophages associés au tube digestif transportent le virus dans la
circulation sanguine occasionnant une virémie primaire qui permet au virus d'atteindre le fo ie, les
reins et la BF ot ['essentielle de la véplication virale a lieu. 1l s'en suit alors une seconde et massive
virémie qui permet au virus de se distribuer aux autres tissus et organes lymphoides dont le

thymus, la rate, les glandes caecales et la moelle osseuse.

Chez les poussins SPF expérimentalement inoculés, le virus persiste dans la BF jusqu'a 3

semaines. La présence d'’AOM (Ac d'Origine Maternelle) écourte le séjour du virus dans la BF

(Abdel-Alim et Saif 2007).

L1BDV se multiplie de maniére productive et lytique dans les cellules B 1lgM+ en pleine
division et diﬁ%’renﬁaﬁon sans qu'i[ y ait une baisse du niveau des Ac circulants (Kim et al, 1999).
1l se multiplie aussi, mais de maniére producﬁve et persistante dans la [ignée monocytes-
macrophages. 1l a été suggéré que ces cellules pourraient jouer un réle dans la dissémination du

virus (Sharma et Lee, 1983). Lincapacité des virus du sérotype 2 & utiliser cette lignée de cellules
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pour sa distribution dans ['ovganisme du pou[et, exp[ique en partie lewr caractére apathogéne

(Weiss et al,, 1994).

Le mécanisme pa‘cho [ogique conduisant a la mort des poule‘ts infectés n'est pas encore clair,
mais ne semble pas en rapport avec la sévérité des [ésions de la BF. Les macrophages pourraient
participer a l'exacerbation de ['infection en libérant des cytokines & activité inflammatoire tels que
le TNF (Tumor Necrosis Factor) et ['interleukine 6, occasionnant ainsi un choc septique (van den
Berg et al., 1991; Kim et al,, 1998) qui pourrait expliquer les épisodes cliniques de la maladie chez la
poulette au-dela de 'Age de 12-14 semaines au moment o la BF est complétement involuée (Okoye

et Ozoukwu, 1981)

II .--'. _ _\__\
I" ' ‘\\ WF a}
\ / Macrophage \/
=1FN &

Voie d’activation indirecte

+ 1FN: Tntelferon
#+ TNTF: Tumor Necrosis Factor
+ NO: Nitric Oxyde

Figure n’10: Mécanisme pathologique de 'BDV faisant intervenir les cellules T et les
macrophages. L'activation directe (infection persistante par '1BDV) ou indirecte (par 'TFN gamma
issu des cellules T viro-induites) des macrophages aboutit a la sécrétion des médiateurs

apoptotiques (TNF ouNO) (van Den Berg, 2z000)

Les cellules CD4 et CD8 powrraient aussi participer au mécanisme pathologique en
synthétisant ['interféron qui stimule ['activité des macrophages (7animura et Sharma, 1997 ; Kim et

al, 1998). De p[us, les cellules infectées, exprimant a leur swface les antigenes viraux, constituent
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une cible potentie“e pour ['action cytotoxique des cellules T8. On pense éga[emen’c que les cellules T
viro-induits stimulent, probab lement par ['intermédiaire des cytokines, la synthése par les

macrophages de [’oxyde nitrique qui peut alors promouvoir la destruction cellulaire ﬁg n°o)

Les [ésions qui résultent de la mu[tip[icaﬁon intensive du virus dans les cellules cibles, sont le
résultat d'un effet pathogene direct mais aussi la conséquence du dépot de complexes immuns
notamment dans les glomérules rénaux (Tvanyi et Morris, 1976 ; Skeeles et al, 1979). Les lésions
histo [ogiques au niveau de la BF ressemblent & une réaction d'Arthus, out les comp lexes Antigene-
Ac-Complément induisent des facteurs chémotactiques a ['origine d'hémorragie et d'infiltration
leucocytaire (Skeeles et al,, 1979). L'augmentation des niveaux du complément au cours de ['age est
associée & une plus grande sévérité des lésions chez les poussins plus 4gés (Skeeles et al, 1980).
Certains auteurs incriminent un }o[us fai’o[e taux de certains facteurs de coagulation dans les

hémorragies constatées au niveau de la BF et dans certains tissus musculaires (Skeeles et al., 1979).

La BF dont les cellules B en dﬁérenﬁaﬁon constituent la premicre cible du virus, n'est pas
indispensable pour ['établissement de ['infection mais semble ['étre pour la manifestation clinique
de la maladie (Okoye et Uzowlwu, 1990). La pathogénicité des souches d'TBDV semble bien corvéler
avec la distribution des antigénes viraux au niveau des structures lymphoides "mon-bursales"
(Tanimura et al, 1995). C'est ainsi que les [ésions causées par les virus hypervimlents au niveau du
’chymus, la rate et les g[andes caecales sont p[us séveres que celles causées par les virus virulents
classiques (Tsukamoto et al,, 19955), alors que les [ésions causées par les 2 pathotypes au niveau de

[a BF restent similaires.

Quant aux [ésions causées par les virus variants, elles sont moins sévéres avec un minimum
d'inflammation et une rapide atrophie de la BF (Vakharia et al, 19945). Cette différence dans la
pathogénicité des virus variants par rapport a ceux des virus c[assiques s'exp[iquerai’c par le fait
que [’eﬁét cytopatho[ogique induit par les virus variants est obtenu essentiellement par un

mécanisme d'apoptose (Vasconcelos et Lam, 1994)
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Apoptose:

L'apoptose est déﬁnie comme une séquence d'événements génétiquement contrblée, faisan’c
suite & des signaux cellulaires spéciﬁques et conduisant a des dommages cellulaires iwépambles

avec un minimum de préjudice pour les cellules et les tissus environnants.

Plusieurs auteurs ont rapporté la présence de cellules apoptotiques dans les BF infectées par
"BDV (Tanimura et al, 1998; Ojeda et al, 1997; Lam, 1997). D'ailleurs, l'effet cytopathique (ECP)
du virus sur les cultures cellulaire s'exp[ique essentiellement par une mort cellulaire programmée
(Nieper et Miiller, 2001) dans laquelle seraient impliquées la protéine de structure VP2 et la
protéine non structurale VP5 (Vasconcelos et Lam, 1994 ; Fernandez-Arias et al., 1997 ; Lambardo
et al, 2000 ; Jungman et al, 2001; Yao et Vakharia, 2001). Cependant, la présence de cellules
apoptotiques dans des BF en 'absence d'Ag viraux (7animura et Sharma, 1998) indique que
[’apoptose est aussi la conséquence d'un effet viral indirvect & travers une interaction entre les
cellules intervenant dans le processus immunitaire, ce qui exp[ique d’ailleurs le nombre bien p[us

important des cellules apoptotiques par rapport aux cellules IBDV-infectées (Ojeda et al, 1997)

Dans p[usieurs situations, [’apoptose constitue un mécanisme de défense limitant la
Vép[icaﬁon virale en provoquant la mort de la cellule 'mfectée avant que e virus n'achéve son cyc[e
de vie. Pour empécher la mort précoce de la cellule infectée, qui serait synonyme d’échec pour
[’infecﬁon, le génome viral de certains virus code pour des protéines spéciﬁques chargées tout
d'abord d'inhiber Uapoptose de la cellule (Ziu et Vakharia, 2006) puis de l'initier dans la phase
ultime de [’inﬁcﬁon pour faci[iter la libération des virions et favoriser [a dissémination du virus
(Boya et al, 2007 ; Hay et Kannourakis, 2002). Dans le cas de [TBDV, [’eﬁet anti-apoptotique
durant les phases précoces de l'infection serait exercé par la pNS VP5 qui prévient la mort de la

cellule infectéejusqu’au terme du cyc[e viral.

Dans les conditions in vitro, la mort de la cellule 'mfectée par ['TBDV serait la conséquence

d'une pertwbation du ﬂux de potassium dans la cellule (7 Repp et al, 1998) entratnant un trouble
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de la perméabi[ité membranaire et de ['homéostasie intracellulaire, ce qui contribue a la [yse de la

cellule hote.

Outre son role clé et divect dans la pathogénicité du virus, on pense que l’apoptose permet la
dissémination des parﬁcu[es virales dans des corpuscu[es d'inclusion apoptotiques ol elles

demeurent & l'abri du systeme immunitaire.

Les phénoménes de nécrose et d’apoptose expliquent l'essentiel de la déplétion des follicules
lymphoides dans la BF. Ces deux phénomenes ne devraient pas étre confondus du moment que
chacun représente une séric d'événements totalement indépendants quoiqu’avec certains
chevauchements. La nécrose résulte de dommages physiques, elle n'est d'aucune fagon
génétiquement controlée et est caractérisée par une destruction des organelles cytoplasmiques et
une perte de ['intégrité de la membrane plasmique. L'apoptose est quant a elle une réponse
cellulaire, génétiquement prédéterminée, A un environnement de stimuli spéciﬁques. Elle est
associée a une condensation de la chromatine, & des ﬁfac’cures de 'ADN et se distingue de la

nécrose par ['absence de phénoméne inﬂammatoive.

Immuno SUPPress ion:

L’eﬁcet immunosuppresseur de 'IBDV est une conséquence d’'une action virale ciblée a la fois
vers [immunité humorale et cellulaire. Ses conséquences sur [’élevage sont encore p[us péna[isantes
que celles consécutives a la mortalité directe car elle rend les volailles p[us sensibles aux agents

pathogénes et réduit leur réponse aux vaccinations.

Au p[us Jjeune sera e poulet a [’infecﬁon, au p[us séveére sera [’immunodépression. Celle-ci est
le plus souvent a caractére véversible (Kim et al, 1999), mais une infection a [’ége dun jour
conduirait & une 'meunodéﬁcience permanente. L'immunosuppression est p[us sévere quand elle
fait suite a une 'mfection par des virus variants, connus pour lewr fort potenﬁel immunodépvessew
ou alors quand Laction du virus est combinée avec celle d'un autre virus mmunosuppresseur

(virus de la maladie de Marek, virus de ['anémie infectieuse).
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Leffet lytique de 'TBDV sur les lymphocytes B 1gM+ conduit & une réponse suboptimale en
Ac. Celle-ci serait également le résultat d'une altération de la coopération cellulaire impliquant
notamment les cellules T helpers (Sharma et al, 1989). Leffet déprimant de 'TBDV s'exerce sur
immunité humorale systémique et locale. Une perhufbaﬁon de limmunité muqueuse, s'exprimant
par des fai’o[es niveaux d’]gA, notamment dans la g[ande de Harder et [’épithéﬁum intestinal
(Dohm et _Jaeger, 1988), contribuerait & rendre les poulets IBDV-infectés plus susceptibles aux
'Lnfecﬁons respiratoires et digestives (Wyeth, 1975; T/zompson et al, 1997). Rappelons toutefois que
seule la réponse humorale primaire est affectée (Rodenberg et al, 1994). La réponse secondaire
étant sous le controle de cellules B extra-bursales matures véfractaires au virus (cellules B
mémoires). Dans ces conditions, [immunosuppression semble étre la conséquence d'un trouble de

[ensemencement périphérique des cellules B chez les Jjeunes poussins (vanyi el Morris, 1976)

Contrairement aux cellules B, la susceptibi[i’cé des [ymphocytes Ta [’infecﬁon par le virus de
la maladie de Gumboro est encore sujette a controverses. Aussi bien in vitro qu’in vivo, les résultats
des travaux de divers auteurs restent contradictoires. Giambrone et al. (1977) w'ont noté aucune
différence entre poulets IBDV-infectés et poulets non infectés quand ils ont examiné leur réaction
de rejet de greffe de peau ou leur réaction d’hypersensibilité retardée & linjection de tuberculine.
Selon Sharma et Fredericksen (1987), la prolifération mitogénique ainsi que la production de
linterleukine 2 (IL-2) par les splénocytes issues de poulets IBDV—infectés sont sérieusement

compromises.

Concernant ["meact négaﬁf de '"BDV sur les réponses aux vaccinations, il serait p[us net
dans le cas d'un virus vaccinal stimulant les 2 types d'immunité, & médiation cellulaire et humorale
(maladie de Newcastle). Dans le cas de [a vaccination contre la [avyngo’crachéite, le virus vaccinal
suscite quasi exclusivement immunité cellulaire et la réponse immune au vaccin ne serait par

conséquent que partiellement affectée(Cloud et al, 1992).
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Figure n’ 1 Pathogénie de [’immunosuppression IBDV-induite

IMPACT DES MUTATIONS VIRALES SUR L EFFICACITE DE LA VACCINATION /

Jusqu'au milieu des années 1980, la bursite infectieuse était parfaitement contrdlée par la
vaccination et ne provoquait pas p[us de 2% de mortalité spéciﬁque dans les bandes de pou[et de
chair. Par la suite, les épisodes de Gumboro c['mique se sont fai’cs de p[us en p[us ﬁféquents. Si les
techniques vaccinales défaillantes et les conditions inappropriées de conservation des vaccins
exp[iquent une partie des échecs de vaccination, Uessentiel de ces échecs constitue la résultante
d'un bouleversement épidémiologique de la maladie de Gumboro occasionné par 'émergence des

variants antigéniques et pa’chotypiques (virus hypervimlents).

Les variants antigéniques ne peuvent étre controlés par les vaccins classiques de sérotype 1en
raison de la distance antigénique entre les souches sauvages et les souches vaccinales (7 Rosenberger

et Cloud, 1985). Pour produire des vaccins dirigés contre des virus présentant une variabilité
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antigénique, on doit disposer d’'une méthode permettant de mesurer la distance antigénique entre
les souches et de mieux appréhender les relations entre ces distances et les mécanismes de
protection croisée. Une telle méthode nécessite une surveillance permanente du terrain pour des
actions rectificatives en temps réel. Une nouvelle méthode de modélisation informatique
permettant de chiﬁqrer la distance entre souches, appe[ée « cartographie antigénique », a été
appliquée aux virus de la grippe humaine et équine dans le but d’élucider ['évolution de ces virus
par rapport aux souches vaccinales [/l/lumfom/, 2007). Cette méthode est pagfaitement app[icab[e a
d’autres agents pathogénes présentant une variabilité antigénique, dont le virus de la maladie de
Gumboro. Aux USA, ot prédominent les variants antigéniques, la Véadaptaﬁon des programmes
de vaccination a consisté essentiellement & incorporer les nouveaux motifs antigéniques des virus
isolés du terrain dans les vaccins vivants et inactivés, é[argissant ainsi le spectre antigénique de la

vaccination.

Dans certains pays, notamment aux USA, des études épidémiologiques ont démontré la trés
grande diversité antigénique parmi les virus sauvages en circulation et les vaccins commercialisés
sont loin de Vépondre A cette diversité. Dans cette situation, les autovaccins se proposent comme
une solution aux échecs de vaccination constatés dans certaines régions. L'analyse des séquences
de nucléotides et [a conﬂmation des changements d’épitopes neutralisants swr les virus
Vesponsab[es de ces échecs, constituent la premiere étape dans la sélection des candidats
autovaccins. 1l est contraignant de savoir que seule ['étude vaccinaﬁon—cha“enge peut permettre
d’idenﬁﬁer les vrais variants antigéniques. Pourtant, les nouvelles informaﬁons sur la structure
cristallographique de VP2 suggerent qu'il est possible de prévoir les dérives antigéniques en
étudiant la structure moléculaire tridimensionnelle de l'isolat (Coulibaly et al, 2005). En effet, 1l est
maintenant possib[e de déterminer si une mutation d'acides aminés sera entervée dans la molécule
ou exposée & la surface de la protéine VP2. Les mutations a la surface sont plus susceptibles de

changer l’antigénicité et de contribuer a la dérive antigénique.
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Contrairement aux variants antigéniques, de nombreux travaux ont démontré [existence
d’une protection croisée entre les virus hypervim[ents et les virus virulents c[assiques de sérotype 1.
En eﬁet, dans des conditions expérimenta[es (ol il est possib[e de maitriser intervalle de temps
entre la vaccination et le cha“enge), une protection e]f%cace contre des virus hypewimlents apu
étre obtenue grace a des souches vaccinales classiques (Eterradossi et al, 2004). Malgré cette
identité antigénique entre les virus c[assiques et les variants pathotyp iques, ces derniers sont parmi
les causes les p[us incriminées dans les échecs de vaccination. Ceci s’explique par le fai’c que le

. 9. Y ) . A . . 7
niveau de limmunité maternelle résiduelle, empechan’c une bonne prise vaccinale et protégeant
contre une éventuelle contamination par des virus c[assiques, est le p[us souvent insuﬁfisant pour
contrecarrer une infec’cion par des virus hypewim[ents. Ces derniers sont donc tout a fai’c ca]oa’o les
de sévir avant méme linstallation ejffecﬁve d'une immunité post—vaccina[e, d’o échec de la
vaccination. En Europe, en Asie et en Aﬁfique, ol prédom'ment les virus hypewim[ents, la

, . .. VST . . .
Veadaptatton des programmes de vaccination a consisté a utiliser des vaccins plus mvasng capab les

d’installer une immunité méme en présence de taux élevés d’Ac résiduels.

Avant Pavénement des virus hypervimlents, Limmunité passive transférée aux poussins était
suﬁisante pour une protection d’au moins 3 4 4 semaines. Avy'owd’hui, [’augmentaﬁon de la
pathogénicité des virus sauvages a fai’c baisser [’ége de susceptib ilité des poussins, de sorte que des
contaminations précoces, avant 21 jours d’ége, sont tout a fai’c possib[es. Dans ces conditions, la
régression de Limmumité passive chez le poussin doit étre compensée le p[us Vapidement possib[e
par une immunité active (van den Berg el Meulemans, 1991). Ceci a été & lorigine de la
prob[émaﬁque relative au choix de la date optima[e de vaccination permettant une bonne prise

vaccinal pour un relai eﬂ‘tcace entre les AOM et les Ac vaccinaux.
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PARTIE EXPERIMENTALE Problématique

PROBLEMATIQUE /

En dépit des avancées technologiques dans le domaine de la "vaccinologie”, la maladie de
Gumboro reste impaqfaitement controlée, si bien que léchec vaccinal est fmjowd’hui un élément
clé de [’épidémiologie de la maladie. Cette situation est d’autant plus pénalisante que les mesures
sanitaires sont quasi sans eﬁfet sur la circulation du virus, connu pour son extréme résistance aux
agents désinfectants. Bien au-dela des causes triviales, U'échec vaccinal est certainement en rapport

avec ['évolution des virus sauvages.

Dans une [ogique de systématisation de la vaccination, les virus de la maladie de Gumboro,
a [’idenﬂque des virus & ARN, subissent de surcroit une pression de sélection accrue, & [’ovigine de
nouvelles souches ayant de nouvelles propriétés, avec une variation antigénique et une

augmentation de la virulence.

Depuis les premiers échecs de vaccination au milieu des années 1980, on assiste a une
évolution des virus circulants qui a fait émerger des variants antigéniques et pathotypiques (virus
hypervirulents). Si aujourd’hui, il est certain que les virus sauvages de la maladie de Gumboro ont
yé

évolué, les vaccins contre cette maladie ne sont malheureusement pas encore en phase avec cette

évolution.

L'hétérogénéité génétique restreinte parmi les virus vaccinaux de la maladie de Gumboro
contraste avec une plus grande diversité génétique parmi les virus sauvages contaminant les
volailles commerciales (Jackwood et Sommer, 1998). Entre virus c[assiques et variants, existent des
virus transitionnels (Bayyari et al., 1996) qui peuvent ne pas avoir de conséquence sur [’qfﬁcaci’cé
de la vaccination. Ce]oendant, [orsque la distance génétique entre les variants antigéniques et les
virus vaccinaux c[assiques est sugfﬁsamment importante pour empécher une protection croisée,

[échec vaccinal devient inéluctable.
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La diﬁ‘tcu[’cé a contrdler les virus hypewim[en’cs est lide quant a elle, & une autre diﬁ‘tcu[’cé a
obtenir une réponse immune précoce chez les pou[e‘cs p[u’tét qu'a une dérive antigénique parmi les

virus sauvages.

Aﬁn d’assurer un pavﬁti’c appariement entre les souches vaccinales et les souches sauvages,
des programmes de surveillance visant & identiﬁer les pa’chotypes en circulation et & retracer leur

évolution, sont mis en ceuvre en concertation entre p[usiew’s groupes de pays.

Deux cas de ﬁgwe prévalent fmjourd’hui :

1" cas de ftgyre : Une pvédominance des variants antigéniques (cas des USA, du Canada, de
[Australie...) obligerait a élargir le spectre antigénique des vaccins. Les variants antigéniques,
possédant des épitopes neutralisants modiﬁés, sont capa]o[es de se soustraire & laction de

Limmunité des volailles méme les p[us immunisées d’entre elles.

2™ cas de ftgywe : Une préva[ence des virus hypewim[ents (cas de [’Ewope, de [’Amérique
latine, de UAsie et certains pays de [’Aﬁique) ob[igevai’c a opter pour des vaccins p[us agressifs, de
fagon & pouvoir vacciner prématurément et obtenir une immunisation effective avant une
contamination par des virus hypewimlents, sévissant a des ages de p[us en p[us précoces des
volailles. Cette derniére option bute sur une autre contrainte, celle de la neutralisation du vaccin
par les anticorps maternels résiduels, dont le taux est d’autant p[us élevé que [’ége des poussins est
plus précoce, d’on Lintérét d'un monitoring du niveau d’anﬂcorps sérique chez les poussins a

[éclosion.

L'émergence de variants antigéniques hautement pathogénes (concours des 2 cas de figures)
) \ . . . 3 . .
n'est pas & exclure. Ce qui aurait pour effet de rendre encore plus compliquée la vaccination des

volailles.
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PARTIE EXPERIMENTALE Problématique

V. Hypervirulents
V. Variants
Variants Australiens

Figure n2 : Distribution géographique des variants antigéniques et pathotypiques du virus de

la maladie de Gumboro selon_jackwood, 2013, avec quelques modifications.
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OBJECTIFS /

En réponse a une prolo[émaﬁque faisant état d'une p[us grande ﬁféquence des échecs de
vaccination contre la maladie de Gumboro, la présente étude se propose d’étre la premicre
contribution dans la détermination de lidentité génétique et phénotypique des virus sauvages

”A[gériens" incriminés dans ['échec vaccinal.

Les épisodes de Gumboro clinique se soldant par des taux de mortalités élevés sur des
chep’ce[s correctement vaccinés et a des ages de p[us en p[us précoces, sont pro]aablemen’c le fait
d'une hausse sensible de [a pathogénicité du virus. La réadaptation des protocoles de vaccination
qui consiste essentiellement & revoir les dates de vaccination et la nature des souches vaccinales,

passe avant tout par une me illeure connaissance des pathotypes circulants.

Les virus Gumboro hypervirulents sont aujourd’hui de distribution mondiale. L'Algérie ne
fait malheureusement pas exception, méme si aucune étude épidémio[ogique n'est venue conﬁrmer
ce constat. Se basant sur la réactivité du virus vis-a-vis dune Dbatterie d'anticorps
monoclonaux, Allamigeon et Comte (2001) ont vévélé le caractere hypervirulent d’un isolat

originaire du Nord-Est A(gérien. Bien qu’indicaﬁve, cette étude reste insufﬁsammen’c pertinente.

Nous nous proposons a travers cette étude, de caractériser, sur le p[an moléculaire, quelques

isolats sauvages incriminés dans la flambée de la maladie clinique durant 'année 2013.

La caractérisation virale visant a 'Ldenﬁﬁer les mutations a lintérieur du génome viral,

supposées étre en rapport avec [a hausse de la pathogénicité duvirus, a consisté a :

1. Amp[iﬁer le ﬁagmen’c du génome viral codant la région hypewariab[e de la protéine de
capside VP2 (la plus sujette aux mutations). Lamplification génique in vitro est réalisée par
transcription inverse couplée & une réaction d'amplification en chatne par polymérase (rt-PCR). 1l

s'agit d'une rt-PCR qua[ita’cive en point ﬂna[ utilisant une paire d’amorces ﬂanquant un ﬁragmen’c

de 743 pb.
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2. Déterminer la séquence nucléoﬁdique du ﬁragment amp[iﬁé, puis [’a[igner avec celles des
autres pathotypes de Véférence.

3. Rechercher, au sein du ﬁragment amp[iﬁé, la présence des sites de restriction enzymatique
puis étudier le po[ymorphisme de taille des produits de la diges’cion enzymatique virtuelle.

4. Réaliser une analyse phy[ogénéﬁque qui permettra d’établir des liens de parenté entre les
isolats de [étude et les souches virales de Véférence, mais aussi les virus circulant dans les pays

ﬁfonta[iers.
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CARACTERISATION MOLECULAIRE DES VIRUS SAUVAGES
DE LA MALADIE DE GUMBORO

- MATRIEL ET METHODES /

1- Description de ['éxpévience

A partir de foyers suspects de la maladie de Gumboro, déclarés sur des cheptels de poussins
chair ou ponte élevés dans diverses localités de la wi[aya de Seﬁf et Oum E[—Bouaghi, des bourses de
Fabricius (BF) ont été prélevées sur des sujets euthanasiés sinon sur des cadavres frais. LARN viral
sensé étre présent dans les échantillons est ensuite extrait avant qu'une partie du géne codant la
protéine de capside VP2 ne soit ampﬁﬁée dans une réaction de rt-PCR qua[itaﬁve, utilisant un
cowp[e d’amorces s’hybridant spéciﬁquement avec des séquences nuc[éotidiques choisies dans des

régions bien conservées du génome viral.

Les fragments d’ADN complémentaires (ADNc) obtenus, subissent subséquemment un

séquencage et les séquences générées font alors 'objet d'une double investigation :

= Un a[ignement de séquences avec des souches de Véférence représentatives des virus
atténués, c[assiques, hypewim[en’cs et variants. L’a[ignemen’c des séquences d’acides
aminés déduites des séquences nucléotidiques permettra de déceler les éventuelles

mutations spéciﬁques de pa’chotype.

*  Une analyse visant & rechercher la présence éventuelle de sites de restriction spécifiques de
certaines endonucléases. Le nombre et la position des sites de restriction de [’enzyme dans
e gene codant la région hypervariable de la protéine VP2, permettra alors d’établir une
carte de vestriction, puis de la confronter a celles d’autres pathotypes de ré_'férences. Le
polymorphisme de taille des fragments de digestion virtuelle (RFLP : Restriction Fragment

lenght Polymorphism) servira a classer les différents isolats en groupes moléculaires.
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Caractérisation moléculaire des virus sauvages de [a maladie de Gumboro

Enﬁn, une ana(yse phylogénétique des séquences nucléotidiques et amino—acidiques, servira

a préciser les relations de parenté des différents isolats avec les virus virulents classiques, atténués,

variants et hypervim[ents.
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Figure n®13 : Résumé graphique du protocole expérimental

2- Collecte des échantillons

Les échantillons ont été récupérés sur des sujets malades ou des cadavres ﬁfais provenant de

foyers suspects. La décision de pré[ever des bourses de Fabricius sur les volailles présentées pour

autopsie, a été a chaque fois prise apres constatation de lésions évoquant une contamination par le

virus de la maladie de Gumboro : BF hypertrophiées, cedémateuses ou hémorragiques, associées ou

non a des pétéchies sur le muscle de la cuisse ou du bréchet, ou alors & des [ésions de néphrites

(photo n°2).
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En fonction du nombre de volailles présentées pour autopsie, 14 5 bourses ont été prélevées
par foyer. Immédiatement aprés prélévement, les bourses sont saupoudrées d’amoxicilline avant

d’étre conservées a -20°c dans des sacs en p[asﬁque herméﬁquement femés.

'f 'BF:Hypertrophieig% "';
Nécrose hémorragiﬁge 4

Photo n° 2: Mot@fs des prélévements sur les poussins présentés pour autopsie (Choyfa

Abdelhafid, 2013)

Sur les 50 prélévements réalisés, seuls 14 ont pu étre identifiés : la filiéve, le nom du vaccin,

l’ége a la vaccination et/ou l’éige a la contamination.

Tableaun°s : Identification des élevages dont sont issus les oiseux autopsiés.

lden’ciﬁant Filiere Age a [.a Souche vaccinale Age ,él la'
vaccination contamination

n° Chair - Souche chaude (IBDL) -
n°2 Chair Non vacciné 31 jours
n°s Ponte - Intermédiaire (CH80) 22 jours
n°4 Chair Intermédiaire (GMg7) 21 jours
n’s Chair Intermédiaire (GMg7) -
n°6 Chair _ Intermédiaive (GMg7) -
n°y Chair 14t jours Souche chaude (IBDL) -
n°s Chair Souche chaude (IBDL) 36 jours
n°g Chair Souche chaude (IBDL) -
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Suite tableaun’s :

]den’cﬁant Filiere Ag_e a ['a Souche vaccinale Age ,él [a.
vaccination contamination

n°1o Chair Intermédiaire (GMg7) 32 jours
nen Chair - 44 jours
n°2 Chair 14 a15 jours Souche chaude (IBDL) 28 jours
ng Chair Souche chaude (IBDL) -
n°14 Chair Souche chaude (IBDL) -

n°15 an°so nd* nd nd nd

*nd : non déterminé

3- Extraction de ['ARN viral

3-1. Preparation des échantillons
Matériel:

H Hotte & flux laminaire

£ Broyeur & rotor

& Parafilm

£ Pince

H Tubes secs en plastique

£ Solution de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 4 1% de péni-streptomycine
 Gants en latex

# Glace pilée

Sous hotte & ﬂux laminaire, les bourses de Fabricius issues d’'un méme foyer, sont broyées
dans une solution de DMEM additionnée de 1% de péni-streptomycine. Le Ioroyat est ensuite
réparti sur 2 tubes en plastique de 5 ml. Le 2™ tube est destiné & étre conservé & -80°%. 1 servira

d’échantillon de réserve.
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Une partie du broyat du 1™ tube est ’cransfévée dans un a[iquote soumis a une centriﬁ,tgation
de 10000 trs/mn pendant 15 minutes & +4°c. Le swnageant récupéré fera l'objet d'une extraction

d’ARN.

3-2. Extraction de ['ARN

Matériel:

 Tubes Eppendorf (aliquotes)
£ Cones de pipetage
 Micropipettes & volume variable
 Vortex
 Solution d’éthanol absolu
£ Bain marie
 Kit d’extraction ARN  (Vival Gene-spin kit, INERON Biotechnology nc.) livré avec les
composants suivants :
» Tampon de lyse
» Tampon de liaison
> Solution de lavage A

> Solution de [avage B

» Solution d’élution £
i —
> Tubes Eppendorf RNase-free |
y f
» Colonnes et tubes de collection —— ¥

L'extraction de UARN est réalisée grace un kit utilisant un protoco[e basé sur une réaction
d’adsorpﬁon de l'acide nucléique sur une matrice de silice disposée en colonne, en présence de sels
chaotropiques. Lélimination des protéines, de PADN, des sels et des résidus d’étahanol est obtenue

par [avages et centrifugaﬁons. Enﬁn, [élution est réalisée grace a une solution aqueuse alcaline

exempte d’ARNase (Rnase-free)
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Avant d’entamer Lextraction de UARN, les 10 ml de fa solution de lszvage Bsont dissouts dans
40 ml d’éthanol absolu. Le protocole d’extraction suit les recommandations du fabricant avec
que[ques modiﬁcations.

Gréce & une micropipette, 300 pl du surnageant du broyat de bourses sont transférés dans
un tube Eppendorf, dans lequel sont ajoutés 500 pl du Lampon de fyse. Le mélange est alors vortexé
puis incubé pendant 10 minutes & température ambiante. Apreés incubation, 700 pl du tampon de
liaison est ajouté a l'aliquote. Le mélange subit une agitation au vortex avant d’étre transféré dans
une colonne montée sur un tube de collection. On véalise alors une centriﬁ/lgaﬁon 413000 trs/mn
pendant 1 minute & +4°c.

Le liquide récupéré dans le tube de collection est éliminé et la colonne est replacée dans le
méme tube de collection. 500 pl de la solution de lavage A sont transférés dans la colonne qui est
alors centrifugée & 13000 trs/mn pendant 1 minute & +4°c. Le liquide récupéré dans le tube est de
nouveau éliminé et la colonne et replacée dans le tube de collection avant d’y ajouter 500 pl de la
solution de lavage B. On procéde alors & 1 centrifugation & 13000 trs/mn pendant 1 minute & +4°
pour ensuite éliminer le liquide collecté dans le tube. La colonne est replacée dans le tube et une
2 centrifugation & sec est réalisée pour se débarrasser de toute trace d’éthanol contenu dans la
solution de lavage B.

La colonne est retivée du tube collecteur puis placée dans laliquote RNase-free. 25 pl de la
solution d’élution sont ajoutés directement dans la membrane de la colonne. Aprés une incubation
d’une minute & température ambiante, on procéde aune centriﬁ\gation 213000 trs/mn pendan’c 1
minute a +4°c.

L'aliquote Rnase-free contenant la solution d’élution est chauffé pendant 5 minutes dans un
bain marie porté & 56°%. L'aliquote est ensuite laissé & température ambiante pendant quelques

minutes avant d’étre conservé a -80°c.
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jouter 300 pl

Ajouter 500 pl du

ncuber a T°

Caractérisation moléculaire des virus sauvages de [a maladie de Gumboro
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Figure n®14 : Etapes d’extraction de 'ARN viral par adsorption de l'acide nucléique sur

membrane de silice
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4~ Quantification et controle de la pureté de 'ARN total par absorptiométrie UV

Matériel:

- Nanodrop 1000

s Micropipette

 Cones de pipetage blancs (1-10 pl)

& Echantillon & blanc : Solution d’élution (Eluant du kit ayant servi & Uextraction de 'ARN)
La quantité et la pureté de PARN total extrait sont évaluées par [a mesure de 'absorbance de

[échantillon dans ['ultra-violet (UV) & 230, 260 et 280 nm.

Le principe de la quantiﬁcation et de lévaluation de la pureté de de 'ARN par

a’osorptioméhfe repose sur 2 faits:

a) LARN absorbe fortement dans 'UV & 260 nm (Densité Optique 260: DO,,). Une
unité d’absorbance & 260 nm équivaut a 40 pg/ml ’ARN. La quantité de 'ARN total contenu dans
[échantillon sera alors égale & : (40 x DO,,) pg/ml.

b) Les protéines absorbent fortement dans UV & 280 nm (DO.,), alors que les
solvants ou les sels chaotvopiques (utilisés dans lextraction des acides nuc[éiques) absorbent
idéalement dans 'UV 4 230 nm (DO,,,). La pureté de 'ARN extrait pourra alors étre estimée a
travers les rapports DO,6,/DO,s, et DO4go/DO04y0. Des ratios faibles traduiront forcément des
contaminations qui pourraient éventuellement interférer avec la vt-PCR (Sambrook et al, 1989,

Manchester, 1996)
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ARN
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Figure n®15 : Chevauchement spectral entre 'ARN et les protéines

La spectrophotométrie UV des extraits d’ARN a été réalisée grice & un Nanodrop relié & un
microordinateur. 2 pl de PARN total extrait sont déposés par micropipette sur le piédestal inférieur
(swrface de mesure) de lappareil. Le bras du Nanodrop est alors abaissé, ce qui permet de
compresser la goutte de ['échantillon entre les 2 surfaces de mesure. Les mesures d’absorbance, la
quantité de 'ARN et les différents rapports de densités optiques sont directement obtenus grice au
logiciel ND-1000 v3.1.0. Entre deux échantillons, les 2 surfaces de mesures sont soigneusement

essuyées a Laide de papier absorbant.

Préalablement & la série de mesure, on a pris le soin de fa'ufe le blanc du Nanodrop

(absorptiométrie de 'éluant du kit ayant servi & l'extraction de 'ARN)

5- Transcription inverse et amplification en chatne par polymérase: rt-PCR

5-1. Choix des amorces

Le coup[e d’amorces choisi, ﬂanque un ﬁagment de 743 pb (paires de bases) dans le segment
A du génome viral, codant la région centrale de la protéine de capside VP2 ot sont situés les
épitopes neutralisants conformaﬁonne[s, les p[us exposés a la pression immune et de ce fai’t les
plus sujets aux mutations. Le fragment d’intérét est situé entre les nucléotides en position 737 et

1479 (selon la numérotation de Bayliss et al, 1990).
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Dans le tableau n°6 figurent les séquences de 'amorce sens (F : Forward) et anti-sens (R:
Reverse) ainsi que leurs températures de fusion respectives (Melting Temperature : Tm), leurs

position dans le segment A et leurs teneurs en bases C+G

Tableau n°6 : Caractéristiques des amorces

Séquences nucléotidiques Positions Tm % en (C+G)
AmorceF D" -GCCCAGAGTCTACACCAT-3" 737 3 754 56°C 55%
AmorceR 57 -CCCGGATTATGTCTTTGA-3" 14,0 31462 5% 4%

La ﬁgwre ci-dessous montre bien que les séquences nuc(éo’cidiques des 2 amorces sont
consensuelles au sein des souches virales de Véférences. Ceci montre leur capacité a S’hybrider avec
les virus sans distinction entre virus classiques, atténués, hypervirulents ou variants. L’alignement
des séquences a été réalisé grace au logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor V7.2.5 dont

[’intelfface peut étre consultée en "Annexe A"

ntzB[] Fragment d’intérét (séquence a amplifier : 743 pb) nh486H
> <
F 52/70 5°ACAGGCCCAG AGTCTACACC ATAACTGCAG....TGGCTTCAAA GACATAATCC GGGCTATAAG 3~

EDGAR i e e e e e e e e eaee e mmmeeaa meaeaaan

)
TASHIK-04 o e e e e e e e e e e e e e eemeeaaaan
UK=B61 it o i e e e e e e e e e e eea mmmeaae eeeaeaaaan

Figure n*16 : Alignement de séquences montrant 'absence de mésappariement entre la
séquence des amorces et celle des souches virales de référence : V. classiques (F52/70, Edgar), V.
atténués (PBG-98, D78), V. hypervirulents (Tasik-94, UK-661) et V. variants (E-Del, GLS). Les
séquences soulignées représentent 'amorce sens (en blew) et la séquence complémentaire de
amorce anti-sens (en rouge). Les 2 ﬂéches indiquent le sens de [’amp [iﬁcaﬁon. Les points

indiquent une similitude de bases entre les différentes souches virales. nt : nucléotide.
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Spéciﬁci’cé des amorces :

Le couple d’amorces doit amplifier spécifiquement la séquence d'intérét (le fragment de 743
pb du géne codant la région hypervariable de VP2 du virus de la maladie de de Gumboro) et ne
doit pas s’hybrider avec un acide nucléique contaminant. Pour évaluer la spécificité des amorces
on a eu recours & outil primer-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sur le site de NCBI

(National Center for Biotechnology Information : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast). Un apercu de linterface Web du logiciel primer-BLAST est donné en "Annexe B'"

BLAST permet, grace a un a[ignemen’c de séquence, de rechercher dans sa banque de genes,
des séquences comp[émen’caires a celles des amorces. Ci-apres, le résultat du BLAST sur le coup[e

d’amorces :
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Primer-BLAST

» NCBI/ Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_179431_130.14.22.10_9002_primertool more...

Input PCR template none
Specificity of primers
Other reports
P Search Summary
¥ Detailed primer reports ®
b Ammorce sens Base de données personnalisée
Primer pair 1
Sequence (5'-=3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity

Forward primer GCCCAGAGTCTACACCAT 13 55564 5556 5.00 2.00
Reverse primer CCCGGATTATGTCTTTGA 13 5117 4444 4.00 1.00

Products on target templates

b -
=D00869.2 Infectious bursal disease virus gene for polyprotein (WP2-VP4-VP3), complete cds, strain:52/70 Amorce anti-sens

product length = 743

Forward primer 1 GCCCRCACTCTACRCCAT 18
Template T35 et eie e T52
b Souche virale d1BDV
Reverse primer 1 CCCGEATTATGTCTTTGR 18
Template D 1460
[>DDD499.1 Infectious bursal di virus g ic RNA, seg A ining large ORF and small ORF, complete cds ]
product length = 743
Forward primer 1 GCCCRCACTCTACRCCAT 18
Template TOZ et i e ienaaaas Tlg
Reverse primer 1 CCCGEATTATGTCTTTGR 18
Template 1444 ... ieieiieaaaaaan 1427

=AF240686.1 Infectious bursal disease virus segment A viral protein 5 and polyprotein mRNA, complete cds

product length 742 . .o

Forward primer 1 GCCCAGAGTCTACACCAT 18 P Fragment d'intérét (743 p’a)
Template T3B et asnanaaas 753

Reverse primer 1 CCCGEATTATGTCTTTGR 18

Template 1478 o i e i e 1461

=AF322444 1 Infectious bursal disease virus segment A VPS protein and polyprotein genes, complete cds

product length = 743 b Amorce sens
Forward primer 1 CCAGAGTCTACACCAT

Template 652 e 669
Reverse primer 1 | CCCGEATTATGTCTITGR #i5 Amorce anti-sens
Template 1354 NN ———— 1377

=X¥92760.1 Infectious bursal disease virus gene for VPS5 protein and VP2-4-3 polyprotein, genomic RNA

product length = 743

" x .r . L
Forward primer 1 GCCCAGAATCTACLCOCAT 18 Sequence Complewlmta{re a 1 Arorce sens
Template 735 |

Reverse primer 1 CCCGGRTTATGTCTTTGA'_Sﬁ/_/ﬂ Séquence complémentaire & 'amorce anti-sens

Template e

>D49706.1 Infectious bursal disease virus gene for polyprotein (hypervariable region), partial cds, strain: OKYM

product length = 743

Forward primer 1 GCCCRGRGTCTRCRCCAT 15
Template T a6l
Reverse primer 1 CCCGEATTATGTCTTTGRE 18
Template 1386 ... B.. ... 1360

=AF092943 .1 Infectious bursal disease virus WVP5 (WP5) and structural polyprotein (VP2-4-3) genes, complete cds

product length = 743

Forward primer 1 GCCCRGRETCTRCRCCRT 15

Template B O 754

Reverse primer 1 CCCGEATTATGT TGAR 18 . - .
Template 1879 uaBan... ﬁ . ldez Mésappariement (mismatch)

Figure n®17 : Spécificité des amorces : Résultat partiel du BLAST (1 sur 70 pages environ)
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La base de données utilisée par BLAST a été personna[isée en fonction des contaminants
probablement présents dans ['environnement ott a liew la rt-PCR (laboratoire de microbiologie
vétérinaire): Génome humain, virus de la maladie de NewCastle, de la grippe aviaire, de la

Bronchite infectieuse, de lanémie infectieuse du poule’c et de la maladie de Marek.
Les résultats du BLAST conﬁrmen’c la haute s]oéciﬁcité des amorces :

* Les 500 organismes (7 seulement sont visibles sur la fig. n®7) ayant une
complémentarité de séquences avec les 2 amorces sont tous des souches virales de la
maladie de Gumboro.

= Cette complémentarité concerne le géne codant la région hypervariable de la protéine
VP2 dans le segment A et [a taille du fragment généré est de 743 pb (fragment
d’intérét)

Notons que pour certaines souches, des mésappariements (mismatches) entre 1 & 2

nucléotides ont été constatés.

5-2. Mise en oeuvre de la rt-PCR
Matériel:

& Thermocycleur Biometra

 Hotte a flux laminaire

 Micropipettes

& Connes & filtres pour PCR

£ Tubes PCR

& Eau RNase-free

& Solution mere de 'amorce sens (F : Forward) : 100 pM oligo solution

 Solution mére de ['amorce antisens (R :Reverse) : 100 uM oligo solution

& Kit PreMix one step rt-PCR (iNERON Biotechnology Inc.) contenant:
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> Un Optichiptm RT (optimise la réaction de transcription inverse)
> Un tampon rt-PCR

> dNTPs (dinucléotides triphosphate)

> i-StarTaq DNA polymerase

> Tampon stabilisateur

Avant de réaliser le mé[ange réactionnel, une solution de stock d’environ 6o y[, concentrée a
25 uM, est préparée & partir de la solution mére de chacune des amorces Fet R :

CixVi=Crx Vg (C : Concentration, V : Volume, i : initial, f : ﬁna[)

100 uM x V; = 25 uM x 60 pl

Vi = (25 uM x 60 pl)/100 uM =15 pl

La solution de stock concentrée & 25 uM est donc obtenue en diluant 15 pl de la solution meére
dans 60 pl d’eau RNase free.

Sous hotte & flux laminaire on réalise, dans des tubes PCR, un mélange réactionnel sous un
volume total de 25 pl :

* 8 pul du PreMix

* 1 ul de chacune des amorces F et R (puisés dans la solution de stock)
» 5 ul de lextrait I’ARN (échantillon)

* 10 pl d’eau RNase-free.

Un controle négatif (-) a été inclus dans la réaction rt-PCR. Le mélange réactionnel du
contrble (-) comprend 8 pul du PreMix, 1 ul de chacunes des 2 amorces F et R et 15 ul d’eau RNase-
free, pour un volume total de 25 pl.

Les tubes ainsi préparés sont mis dans un thermocycleur préalablement chauffé & 50°c.

L'appareil est programmé pour une "rt-PCR one step” comprenant :

+ Une phase de transcription inverse (rt) :

- 45°c pendant 60 minutes
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- 94°c pendant 10 minutes
+ Une phase PCR (35 cycles):
- 94° pendant 45 secondes (Dénaturation)
- 52°c pendant 1 minute (Hybridation)
- 72°c pendant 9o secondes (Extension)
+ Une phase d’extension finale :

- 72°%cpendant 15 minutes

5-3. Contréle des produits d'amplification sur gel d'agarose

Matériel :

&

Moule, peigne et cuve électrophorétique horizontale (Bio-Rad)
Générateur a électrophorese (Bio-Rad)

Balance de précision

Eprouvette graduée

Fiole Evlenmeyer

Gants en latex

Cones et micropipette

Table a ultraviolet (UV)

Poudre d’agarose

Tampon Tris-Acétate-EDTA 50x (TAE 50x, PH : 8)
Marqueur de taille

Bromure d’éthidium (BET)

Solution de charge (blew de bromophénol + saccarose + g[ycéro[)

7 & & & & & & &% # &§ H# & &

Eau distillée
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5-3.1. Préparation du gel d’agarose a 1% (m/v)-

Dans une ﬁole Erlenmeyer contenant un aimant, 500 mg de poudre d’agarose, sont
mélangés & 49 ml d’eau distillée et 1 ml de tampon TAE 50x. La solution est portée & ébullition en
plaeant [a ﬁo le sur une p[aque chauﬂante.

Apres ébullition, on laisse refroidir la solution d’agarose (50° environ) avant d'y ajouter 2 pl
de BET. La solution d’agarose est alors coulée dans le moule avec le peigne, sans toutefois
submergev le somment des dents du peigne. Au besoin, les bulles d’air en suvface seront éliminées
aumoyen d’un cone.

On laisse se gélifier la solution d’agarose pendant 30 mn a température ambiante. Le gel
alors figé et opalescent est débarrassé délicatement de son peigne, avant d’étre égoutté et placé
dans la cuve e’[ectrophoréﬂque, puits disposés coté cathode. On termine par Vemp[hf la cuve avec le

tampon TAE 1x pour recouvrir le ge[ de que[ques millimetres.

53.2. Dépot des échantillons, électrophoreése et contrile des produits PCR:

Le produit PCR de chaque échantillon est densifié sur un morceau de parafilm par l'ajout de
2 pl d’une solution de charge & 7 pl du produit PCR. Grace & une pipette, 'échantillon ainsi densifié
est déposé lentement et bien verticalement dans un puits du gel immergé sous le tampon. La
solution de charge assure le maintien du dépdt dans le puits sans se dissoudre dans la solution
tampon. Dans un des puits, est de’pose’ un marqueur de taille (100 & 1500 pb) qui permettra de
réaliser un étalonnage du gel.

On termine par brancher la cuve ferme’e, au générateur avant d’appﬁquer une tension de 100
volts et laisser se faire déplacer les fragments ’ADN sur le gel pendant une trentaine de minutes.
Le colorant bleu de la solution de charge, migrant toujours p[us vite que les ﬁagments d’ADN (se
comporte comme un ﬁfagment de 300 pb), permet de visualiser ['évolution de [’e’[echfophovése.

%and le colorant bleu est & environ 1 em du bord du gel, la cuve é[ectrophovétique est

débranchée et le gel est contrdlé par trans-illumination sur une table a UV. Les ﬁagmen’cs d’ADN
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qui auront migré dans le ge[ seront ainsi visualisés sous forme de bandes qui ﬂuovescent gréce au

BET intercalé entre les paires de base de ['acide nucléique.

6- Séquengage des ampliméres

La détermination de l'ordre d’'enchainement des nucléotides au sein des ampliméres est
réalisée grace & un séquengage automatique mais fondamentalement basé sur la méthode de

SANGER (Méthode des interrupteurs de chaine), adaptée a la fluorescence.

Principe de la méthode de SANGER :

L’ADN a séquencer est amp[iﬁé in vitro dans un mé[ange réactionnel contenant, en p[us des
ingrédients  habituels (Taq polymérase, dNTPs, amorce (F ou R)), des ddNTPs
(didéoxynucléotides) interrupteurs de chaine. L'incorporation aléatoire des ddNTPs par la Taq
polymérase conduit & une interruption de la polymérisation. Ainsi les fragments simples brins
formés, porteront & leur extrémité une base A, C, T ou G selon le ddNTP incorporé (ddATP,
ddCTP, ddTTP ou ddGTP). Pour chaque échantillon d’ADN, seront préparés 4 milieux
réactionnels contenant chacun des ddATPs, des ddCTPs, des ddTTPs ou des ddGTPs.

Une migration électrophorétique du produit de cette réaction de séquence sur un gel trés
résolutif (polyacrylamide) va séparer tous les fragments présents en fonction de leur taille. Les
plus petits ﬁfagments migreront p[us Vapidement que les gvands. La grande résolution de ce ge[
permet de distinguer des fragments diﬁ%’ren’cs entre eux d’'une paire de base. L’identiﬁca’cion du
ddNTP présent a lextrémité 3’ de chaque fragment déterminera la séquence nucléotidique du brin

matrice initial (voir illustration ci-dessous)
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Figure n®8 : Principe de la méthode de SANGER

Adaptation de la méthode de SANGER & [a fluorescence:

Afin de pouvoir automatiser le séquengage, chaque ddNTP est marqué par un fluorochrome
diﬂ‘évent, dont le spectre d’émission est spéciﬁque. Une ana[yse spec’crale permettra alors de faire
[a distinction entre les 4 ﬂuovochromes, associer la base cowespondante (A, T, C ou G) et donc
définir la séquence nucléotidique du brin 'ADN initial. Cette adaptation de la technique de
SANGER 4 la ﬂuorescence a permis, pour chaque échantillon, de réaliser la réaction de séquence

dans un tube unique contenant les 4 types de ddNTPs.
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6-1. Préparation des produits PCR: Purification des ampliméres

Matériel

& Thermocycleur
& Pipettes multicanaux et monocanal
& Plaque PCR 96 puits adaptée au thermocycleur (Applied Biosystems)
# Tubes PCR
# Cones
& Bouchons en strip
 Eau ultrapure RNase/DNase
& Enzymes :
» Exonucléase |

> SAP : Shrimp Alkaline Phosphatase (phosphatase alcaline de crevette)

Les produits PCR bruts renferment des résidus d’amorces et des dNTPs non consommés
durant la vt-PCR et éventuellement des ﬁagments d’ADN simp[es brins de moins de 100 plo. Ces
résidus peuvent interférer avec la technique de séquengage et doivent donc étre préalablement

dégradés. Cette étape dite de pwiﬁca’cion est réalisée comme suit :

Pour un produit PCR & purifier, on prépare dans un tube PCR, un mix contenant 5 pl d’eau
ultrapure, 0.5 pl d’Exonucléase (dégrade les ADN simples brins) et 0.5 pl de SAP (hdrolyse les

dNTPs libres). La quantité du mix est adaptée au nombre d’échantillons a purifier.

Dans chacun des puits de la plaque, 6 pl du mix sont mélangés & 4 pl du produit PCR pour

un volume total de 10 pl." On termine par fermer la plaque avec les bouchons en strip.

La plaque ainsi préparée est mise dans le thermocyc[eur, lancé avec le programme suivant :

!La quantité du produit PCR prélevée varie de 12 4 pl en fonction de la netteté de la bande sur le gel de Uélectrophorése : Pour les
bandes de grande intensité, prévoir moins de 4 pl. Dans ce cas la quantité dumix ajoutée doit donner un volume final de 10 pl.
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# 37% pendant 15 minutes (optimisation de l'action enzymatique)
# 80% pendant 15 minutes (inactivation des enzymes)

# 4% (le moins [ongtemps possib[e)

6-2. Réactions de séquence

Pour chaque ]mfoduit PCR, 2 réactions de séquence seront réalisées séparément, chacune
utilisant ['amorce F (Forward) ou R (Reverse). Ceci permettra d’obtenir pour chaque échantillon
un brin sens (F) et un brin antisens (R) qui seront a[ignés plus tard pour déterminer la séquence

consensus ou "Contig".
Matériel

& Thermocycleur
& Pipettes multicanaux et monocanal
& Plaque PCR 96 puits
# Tubes PCR
& Capuchons PCR
# Cones
& Film adhésif
& Tampon 5x (Applied Biosystems)
# Amorce F et R10 uM (solution mere 100 uM diluée 10x)
& Eau ultrapure DNase/RNase
 Kit BigDye Terminator version 3.1 (Applied Biosystems), livré avec les composants
suivants :
» AmpliTaq (Taq polymérase)
> dNTPs
> ddNTPs marqués

» MgCla
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Pour un produit PCR a séquencer, on prépare dans un tube PCR, un mix contenant 4 pl
d’eau ultrapure, 1 pl de l'amorce, 1 pl du BigDye Terminator et 4 pl du tampon 5x. La quantité du

mix est adaptée au nombre d’échantillons a séquencer.

Dans chacun des puits de la plaque, 10 pl du mix sont mélangés & 10 pl du produit PCR
purifié Exo-SAP, pour un volume total de 20 pl. On termine par fermer la plaque avec les

capuchons PCR.
La p[aque ainsi préparée est mise dans le thermocyc[ew, lancé avec le programme suivant :

+ Une étape de dénaturation : 96°c pendant 3 minutes
+ Une étape PCR (25 cycles) :
96° pendant 10 secondes (Dénaturation)
- 52% pendan’c 5 secondes (Hybridaﬁon)
- 60°% pendant 2 mn et 30 sec (Extension). L'étape d’extension est stoppée

par l’incorpovaﬁon d'un ddNTP

6-3. Purification de [a réaction de séquence: Précipitation de ['[ADN

L'étape de puriﬁcation sert & éliminer les exces de Mix, notamment les ﬂuorochvomes utilisés
précédemmen’c pour la réaction de séquence. Elle consiste en une précipitation a ‘éthanol & 80%,
ajouté & raison de 50 pl par tube de plaque. Apres une centrifugation & 4000 trs/mn pendant 15
mn & 15°%, le swnageant est éliminé en donnant un coup sec a la p[aque, [aque“e est laissée &
Lenvers pendan’c que[que temps. Pour éliminer toute trace d’éthanol, la p[aque, retowrnée, est une
nouvelle fois cen’cviﬁAgée a 1000 trs/mn pendan’c une minute, avant de la laisser sécher a lair libre

pendan‘c une nuit.

Avant de passer a [’é[ectrophorése capi“a'ufe, on procéde a la dénaturation de TADN par

[’ajout de 20 pl de formamide, suivie d’'une centriﬁ&gaﬁon a 4000 trs/mn pendant1 minute a 15 °c.
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6-4. Détermination de la séquence des ampliméres

La détermination de la séquence nucléotidique des ampliméres est réalisée grice & un
analyseur génétique & 96 capillaires (Analyseur 3730 Xl DNA, ABI Prism 377, DNA sequencer,
Applied Biosystem) et consiste en une séparation des fragments de la réaction de séquence en
électrophorése capillaire, suivie d'une analyse spectrale de [a fluorescence spécifique des 4 ddNTPs
interrupteurs de chaine. Au bout de cette analyse, réalisée grace au logiciel GeneMapper V4.0, une
assignation de bases (Base Calling) est effectuée avant de rendre la séquence nucléotidique du
brin matrice sous forme de ﬁchier contenant le chromatogramme et la suite en bases sous forme

de texte (voir exemple ci-dessous)

¥ ABI Chromatogram: C:\Users\pc25\Desktop\séquencage Brut\20 F.ab1 E@
,“;”'i” S e Sample: 23 File: C:\Users'pe23 Desktop'séquencage Bruf 20 F.abl

110 120 130 140 150 160 170 180 190
CTGGGTGCTACCATCTACCTTATAGGCT TTGATGGGACTGCGG TAAT CACCAGAGCTGTGGCCGCANACAATGGGCTAACGGCCGGCACTGACAACCT

Figure n*9 : Fichier rendu par le logiciel GeneMapper, contenant le chromatogramme et la

/ Va . .
sequence nuc [COtld lque.

6-5. Détermination de la séquence consensus

Pour chaque échantillon, le séquengage a permis d’obtenir la séquence nucléotidique du brin
sens (F) et brin antisens (R). La détermination de la séquence consensus, dite aussi "Contig”,

consiste en un premier temps a obtenir la séquence com]o[émen’caire de la séquence R, puis de
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[’a[igner avec la séquence F et enﬁn, d’assembler les 2 séquences. Cet a[ignement/ assemb[age est

réalisé grace au logiciel DNA Baser V4.12.0

Le "Contig" obtenu dans le logicie[ DNA Baser est ﬁnalement aligné, grice au [ogicie[ BioEdit
V7.2.5, avec des séquences de souches virales de référence pour corriger les mésappariements

(mismatches) et les lacunes de bases (gaps), résultant des éventuelles erreurs de séquengage.

Séq. Complemeniame uahte de la

e la seq R C hmmtogramme

unrescence
Séq. F 12 Mésappariements

Le Contig Mésappariement sur ?0|0 p
Assembly wird O/[Task: quence Alﬂ N=20 Définitif.BaserProj ([12 mfsma?:che(s}]

FN=2 Complem|. CCGCAIGIAC TGEGCTAACGGCCEGCACTGACAACCTT
Fl20F.ab1 h GCCGCAAH AATGGEGCTAACGGCCEGCACTGACAACCTT
Ruler (x10) 24 25 26

ECmqueqcoﬂ'IGCCG ACAATGGGCTAACGGCCEGCACTGACAACCTT

€

Manual seqpence cleaning

L—‘_Jslvl ocontig View/contig Save project BF:‘nisn Mask as jrusied Mark as unirusted

"
Be (=fBenl-R000\.n B o0l 0_ cnBinn_n=-R00nnllnnl
B3 4218 5555 4443 54 28 22 3;_ C48 435833655930 2754525618 2941 48 3426 33 1532275754 SE46505E 6142 4758
‘ P l[ L
AL 11‘Lllj A 0 411.&_ "" ‘u L ‘! AN
C G CT G GCCGC-—--—-—C AT GGG CTARMRC GG CCG G CA CTG-—C--—C T

Figure n°20 : Le "Contig" obtenu dans le logiciel DNA Baser

7. Analyse des séquences nucléotidiques

Grace a un a[ignemen’c mu[tip[e de séquences, les souches virales de létude ont été
comparées & d’autres pathotypes de référence ou de simples isolats originaires de différents pays.

Ces derniers sont 'Ldenﬁﬁés dans le tableau suivant out ﬁgurent aussi leurs numéros d’acces
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respectifs dans la GenBank du NCBI (National Center for Biotechnology Information :

http:/[www.ncbinlmnih.gov/tools/nucleotide/)

Tableau n’z: ]denﬁﬁcaﬁon des souches virales utilisées dans [’alignement mu[ﬁp[e de

séquences

Souche Virulence Origine géographique Numéro d’acces
Cur M Atténuée Allemagne AF362771
P2 Atténuée Allemagne X84034
PBG- 98 Atténuée Angleterre Doo868
52-70 Classique Angleterre Y14958
Edgar Classique USA A33255
lrwin M Classique USA AY029166
STC Classique USA Do0499
849VB Hypervirulente Belgique AY321949
HK46 Hypervirulente Hong Kong AF092943
D6948 Hypervirulente Hollande AF240686
SCo Hypervirulente Brésil JN982254
KIK1 Hypervirulente Corée du sud AF165150
OKYM Hypervirulente Japan D49706
Po7 Hypervirulente Tunisie AY665672
Tasik-94 Hypervirulente Indonésie AAN52492
UKe661 Hypervirulente Angleterre X92761
E/DEL Variant USA X54858
GLS Variant USA Mg7346

Apathogéne
OH USA M66722

(sérotype 2)

L’a[ignement mult'qole des séquences a été réalisé grace au [ogicie[ BioEdit Sequence

Alignment Editor V7.2.5., intégrant ['algorithme ClustalW.
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8- Analyse des séquences d'acides aminés déduites des séquences nucléotidiques

Les séquences d’acides aminés déduites des séquences nuc[éoﬁdiques ont été obtenues grace
au logiciel Mega V6.0.5 dont l'interface peut étre consultée en "Annexe C". Les séquences amino-
acidiques obtenues ont été aﬁgnées puis comparées avec celles des souches de Véférences grace au

logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor V7.2.5.

9- Etablissement de cartes de restriction

Les séquences nucléotidiques des souches virales ont été soumises au logiciel Geneious R7.1
pour révéler la présence et la position des sites de restriction par les enzymes, BstNI, Mbol, Sspl et

BspMI. Ceci a permis d’établir une carte de restriction pour chacune des souches virales de étude.
L’integface du [ogicie[ Geneious peut étre consultée en "Annexe D"

Dans le tableau dressé ci-apres, sont identifiés les sites de restriction des 4 enzymes

Tableau n°8 : Sites spécifiques de restriction des 4 enzymes.

Enzyme Sites spéc iﬁques de restriction
BstNI CCAWGG'
Mbol AGATC
Sspl AATAATT
ANNNNNNNNGCAGGT’
BspMI i
ACCTGCNNNNA

"W=A ou T
*N=A,C,G ou T

AN

mdique la position de c[ivage de [’enzyme

Le chapeau

Par ailleurs, le profil électrophorétique des fragments de digestion virtuelle par les 2 enzymes
BstN1 et Mbol, obtenu grice au [ogicie[ Geneious, ont permis de fa'ufe appartenir les souches virales

étudiées aux 6 groupes moléculaires connus du virus de la maladie de Gumboro.
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Dans le tableau ci-dessous, ﬁgwent les 6 groupes moléculaires du virus de la maladie de
Gumboro, distingués par Jackwood et Sommer (1999) selon la taille et le nombre des fragments de

restriction par les enzymes BstN] et Mbol.

Tableaun°q : Classification des souches virales de la malacie de Gumboro selon le profil de

digesﬁon enzymatique (Jackwood et Sommer, 1999)

Groupes BstN1 : Taille des ﬁagmen’ts de Mbol : Taille des ﬁagments
Moléculaires restriction (pb) de vestriction (pb)

424 350 209 172 154 139 119 480 403 362 234 229

] x x x x X

9 x x X x x

3 X X X X X X

4 X X X X X X

5 X X X X X

6 x x x x X

10- Analyse phylogénétique

L'analyse phylogénétique basée sur les séquences nucléotidiques et amino-acidiques du
domaine hypervariable de VP2 des souches virales de ['étude a été réalisée grace au logiciel Mega
V6.0.5 en choisissant ['algorithme "Neighbor Joining" avec un Bootstrap de 1000 réplications (voir
"Annexe E"). La valeur du bootstrap calcule [a probabilité pour que larbre généré représente la
véritable phylogénie des virus (Brinkman et Leipe, 2001). 1 représente une mesure de la validité
statistique des branches de [arbre. Plus élevée est sa valeur, p[us ﬁa’o[es seront les Vamiﬁcaﬁons a

Lintérieur de Carbre.

Les souches virales de sérotype 1, recrutées pour l’ana[yse phy[ogénétique sont celles igurant
dans le tableau n°7. La souche de sérotype 2, désignée OH, a été choisie comme extra-groupe. Le

résultat est visualisé sous forme d'un arbre phylogénique (phylogramme)
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- RESULTATS ET ]NTERPRETATI ON

1- Quantification de 'ARN total par absorptiométrie UV

Les résultats concernant la quantité et la pureté de PARN total extrait des échantillons de BF

sont cons 'Lgnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau n®10 : Concentration et pureté des ARN totaux obtenus par extraction a partir de BF

Identifiant de Concentration de Ratio Ratio
léchantillon ARN total (ug/ml) DO0,6,/D04so  DO0,0/D04y,
1 341.2 1.59 0.56
2 379.8 2.05 0.66
3 16344 2.06 1.72
4 3327.9 2.10 0.61
5 1262.5 2.09 1.84
6 136.3 1.98 0.62
7 792.3 2.04 1.03
8 931.2 2.03 1.30
9 1520.7 2.01 2.09
10 10811 2.08 0.36
n 2431 2.07 0.47
12 920.8 2.09 0.41
13 455-5 2.09 1.47
14 1214.4 2.04 1.82
15 207541 2.03 2.00
16 443.0 2.12 2.06
17 1911.6 2.09 0.64
18 679.7 2.04 on
19 247.6 2.07 0.51
20 24M.7 2.02 1.83
21 1675.8 2.01 1.78
22 3168.7 2.06 1.66
23 3933 1.94 nt
24 1910.2 2.04 0.81
25 8931 2.05 112
26 4M.3 1.86 nt
27 1811 2.2 0.30
28 nt* nt nt
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Suite tableau n®10

Identifiant de Concentration de Ratio Ratio
[échantillon CARN total (ug/ml) D0,6/D0yg,  DO,6,/DO,s
29 2522.6 2.08 117
30 526.6 2.05 0.07
31 nt nt nt
32 384.9 1.93 nt
33 2553.2 2.07 nt
34 826.7 2.10 0.25
35 423.7 2.09 1.95
36 4342 2.06 159
37 2251 2.08 0.71
38 918 2.03 0.71
39 423.7 2.13 0.69
40 3967 1.97 1.48
4 308.9 1.87 1.53
42 407.9 2.07 0.59
43 1002.9 2.09 0.24
44 1925 2.07 0.81
45 195.7 1.98 0.36
46 309.0 2.29 nt
47 86.2 2.08 0.17
48 537.5 2.04 0.82
49 416.4 2.04 0.58
50 3560 2.02 1.52

Les échantillons sw[ignés en jaune feron’c [’objet d’'une rt-PCR

*nt : non testé

Pour une meilleure lecture des résultats ﬁgwan‘c dans le tableau n®10, 3 histogrammes ont
été construits. 1ls révelent les niveaux de contamination de 'ARN extrait et [a concentration de

celui-ci dans les échantillons de bourses.
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[ N N
(2} o (52}
I 1 |

Nbre d'écchantillons
=
o

86 641 1196 1751 2306 2861 3416
Concentration de I'échantillon en ARN (ug/ml)

Figure n®21 : Répavtiﬁon des concentrations en ARN totaux extraits a partir de BF

Nbre d'échantillons
N
o

15 A
10 -
5
0
1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 2,1 2,2
Ratios DO,gy/DO0,g,

Figure n°22 : Répartition des ratios DO ,5,/DO 5, reflétant le niveau de contamination des
extraits ’ARN par les protéines.
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Nbre d'échantillons

0,05 0,4 0,75 1,1 1,45 1,8
Ratios DO,g,/DO,;5,

Figure n°3 : Répartition des ratios DO ,5,/DO., reflétant le niveau de contamination des
extraits ’ARN par les sels chaotrop iques

Plus de 40% des échantillons avaient une concentration en ARN total supérieure & 1000
ug/ml. Autant de prélévements étaient faiblement concentrés en ARN total (concentrations
inférieures & 500 pg/ml). Quant au niveau de contamination des extraits d’ARN par les protéines,
il est jugé trés faible pour la quasi-totalité des échantillons. Seul un prélevement avait un ratio
DO0,6,/DO0,s, inférieur & 1.8. Par contre, une contamination par les sels chaotropiques, reflétée par
un ratio DO,s0/DO,,, inférieur 21.8, pouvait sobservée sur presque tous les échantillons. Seul 7

échantillons avaient un fai]o[e niveau de contamination (DO,g,/ DO,,,> 1.8)

2- Révélation des produits PCR sur gel d'agarose

Tous les prélevements de bourses ont fait l'objet d’une extraction d’ARN, mais amplification
génique in vitro du gene viral codant pour la région hypervariable de VP2 n’a concerné quune
partie des pré[évements. Nous avons en e_ﬂ%’c, jugé qu’il était inutile de caractériser un gvand
nombre d'isolats : a zone et la période de prélévement étaient trop restreintes pour s'attendre une

grande diversité génétique parmi les virus circulants. Ainsi, 13 échantillons sur 50 ont subi le test
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rt-PCR. Les échantillons en question sont surlignés en jaune dans le tableau n®0. 1l s'agit dun°s, 5,

9,14, 15,16, 20, 21, 22, 35, 38, 40, et 50.

Le choix des échantillons & tester a été dicté par la quantité et la pureté de 'ARN extrait.
Clest ainsi que tous les échantillons recrutés pour le test avaient une concentration élevée en ARN
total avec un minimum de contamination. La quantité de PARN extrait Veﬂéte la charge virale au
niveau des BF alors que son niveau de contamination conditionne la réussite de l’amp[iﬁcation du

fragment d'intérét (Sambrook et al,, 1989; Manchester, 1996)

Notons que 'échantillon n°38 avait été testé par erreur puisqu'il ne répondait a aucun des

criteres de choix établis (extrait ’ARN faible et visiblement trés contaminé)

Sur les 13 échantillons testés, 6 se sont révélés positifs. 1l s'agit du n°3, 9, 20, 21, 38 et 50. Les
échantillons positifs ont révélé des bandes de 743 pb sur des gels d’agarose différents mais ont été

regroupés sur un seul ge[ représenté ci-dessous

T- n°3 n°9 n%0 n°21 n°38 n%50 MT

100 pb
200 pb
300p
£

Goph

Figure n°24 : Révélation des produits PCR sur gel d’agarose étalonné. Les 6 numéros indiquent
lidentifiant des échantillons positifs. T- (témoin négatif), MT (Marqueur de taille : 100pb)
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3- Résultats du séquengage et analyses des séquences

Sur les 6 fragments amplifiés, 5 seulement ont pu étre séquencés. Le chromatogramme de
léchantillon n°21 était fortement bruité et non exploitable. Comme on peut le voir sur le
chroma‘cogramme ci-dessous, il y a un chevauchement de pics anarchiques engendrant une
fluorescence non spécifique. L'analyse du chromatogramme de l'échantillon n°21 par le logiciel

Geneious a révélé plus de 21% de "N" (Base inconnue) et plus de 25% de bases ambigiies.

}4 ABI Chromatogram: DADOCTORAT ISEquencage\séquengage Bruth21 F.abl

(BRI R 3

— ‘B Selected: none Bample: 19 |File: DY DOCTORAT ID&squencase\séquancage Brot'21 Fabl

200 300 310 320 330
CCAGCCAATAACATN CATCANANTGGANATNNTGACCG CNNAAANTGNNGGC

Figure nss : Le chvomatogramme de la séquence F de l'échantillon n°21 : pics anavchiques

ayant entrainé un trouble d’assignation de base (pourcentage élevé de "N")

Les séquences nucléotidiques des échantillons n°3, 9, 20, 38 et 50 (03ALG, 09ALG,
20ALG, 38ALG et 50ALG) ont été soumises & la Genbank du NCBI (National Center for
Biotechnology nformation : http://www.nchbinlmmnih.gov/tools/nucleotide/) oit elles peuvent étre
consultées et téléchargées grace aux numéros d'accés suivants:

03ALG: KP729478

09ALG: KP729479

20ALG: KP729480

38ALG: KP729481

50ALG: KP729482

Les séquences nuc[éotidiques obtenues pour les 5 souches, ont été comparées, grace a un

alignement multiple, a celles d’autres pathotypes de référence (voir fig. n°26)
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52/70 GTAACTTCGAGCTGATTCCAAATCCTGAACTAGCAAAGAACCTGGTTACAGAATACGGCCGATTTGACCCAGGAGCCATGAACTACACAAAATTGATACT
STC Co C e i e e i e e e e eeeeeeeaeeaeaaaaeaaaaaaaaaaaaaaeaeeasesasaeaeeaaeaaaaaaaanaan
PBG-98 .C...occuaaaa... L
P2 G L
HK46 Co L L L
849VB G L
PO7 Co L L
SC9 Gl e e L
D6948 G L L
OKYM Gl e e L L
UK661 G L L
E-DEL L L T e L
GLS G L
L1 J Y L
09 ALG  .C. e e e maeeeamaeaaaan L O
20 ALG  LC. i e Comeeeeeaaa L Comeeeeeaaa
38 ALG  LC. i e maeeeaaaaaaaa L L
50 ALG  .C i Comeeeeeeaa C o e eeeeeeeaeeaaaaaaaan Comeeeeeeaa
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1346 1356 1366 1376 1386 1396 1406
52/70  GAGTGAGAGGGACCGTCTTGGCATCAAGACCGTCTGGCCAACAAGGGAGTACACTGATTTTCGTGAGTACTTCATGGA
ST C e e eeaeaaeeaeaaaaaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaan CoC e
PBG=98 o e e e e eeaseieaaaseeaaaaaeaaaan Comnnnnn Al
P e e e e e e e e e e eaaaaaaaaa- Comianns )
| A il C..... G
S 7 A Coo... AL
PO7 s A L
SCO e L C..... Co e
D6948 ..o A Coonnn e
OKYM e eeaaaaas Ao C..... Co e
UKBBL e as A Coonnn e
E-DEL  .iiiiiiaaaao L G
GLS iaaaao.. Gt Ao L CoC o
L0 T Al G
09 ALG  ii i i e e eeaaaaaa Aol C..... Co e
20 ALG  ii i e e e e meeeeaaaa A L
38 ALG it e eeaaaaaa Aol G
50 ALG  tii i e e e e eeeaa A L

Figure n°26 : Alignement multiple des séquences nucléotidiques (selon la
numérotation de Ba)//z'ss et al, 1990), permettant de comparer les souches de 'étude (en
Vouge) avec les souches classiques (en noir), les souches vaccinales (en vert), les souches

hypewimlentes (en bleu) et les virus variants (en gris).
= lLe point sous la lettre indique que la base dans la souche virale est la méme que celle

retrouvée dans la souche 52/70 & la méme position

=" lalettre indique un changement de base dans la souche virale par rapport 4 celle

retrouvée dans la souche 52/70 & la méme position

L'alignement multiple de séquences dressé ci-dessus révéle les changements de nucléotides
au sein de chaque souche virale et permet d’idenﬁﬁer les nucléotides que partagent les 5 souches de

[étude avec chacun des 4 pathotypes (Classiques, atténués, hypervirulents et variants)

Le tableau suivant permet de mieux voir les substitutions de nucléotides que partagent de

fa(;on exclusive les souches de ['étude avec les virus hypervimlents.
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Tableau n°n : Princ'qoa[es substitutions de nucléotides partagées, de fa(;on exclusive ou non, par les souches de 'étude avec les virus hypewimlen’cs

Positions des Nucléotides (selon la numérotation de Bayliss et al., 1990)

Pathotype 793 82 830 866 B9y 905 908 B6E 977 98y oM 1027 1094 m5 45 1283 1370
Souches Virulentes Classiques (52/70, STC) C c ¢ G G C cC G G G c C A A G T T C
Souches Atténuées (PBG-98, P2) c c c G G c ¢c A G A C c A A G T T C
Virus Variants (E/DEL, GLS) AANC C G 6 C C A G A C C A A 6 T T C
Souches Hypervirulentes (HK46, 849VB, Po7, G T T A AT T G A2 G T A G G A ¢ ¢l Au
KK3, SCo, D6948, OKYM, TASIK 94, UK661)

Isolats de ["étude (03 ALG, 09 ALG, 20 ALG, 38 G T T A A T T 6 A G T A & & A C C A

ALG, 50 ALG)

G au lieu de ""A™ pour la souche 849VB

2

4y

Seepun

G
IAII
A

GII

B

au lieu de
au lieu de
au lieu de

au lieu de

"A" pour la souche UK661
A" pour la souche E/DEL
""G"" pour la souche 849VB

""G"" pour la souche 20 ALG

VP2 (substitution non synonymes)

A" au lieu de "G pour la souche 50 ALG
G au liew de ""A™ pour la souche 849VB
C" au liew de ""T** pour la souche STC
9T au liew de *C™ pour [a souche 849VB

e quliew de **C** pour a souche 849VB
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Les substitutions de nucléotides au niveau des positions sw[ignées en vert ont apporté un changemen’c d’acides aminés dans la séquence de la proté'me
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Les 5 souches de ['étude ont en commun avec les virus virulents (c[assiques et hypervim[ents)
le nucléotide "G" en position 966 et 981, ce qui les distinguent des virus atténués (vaccins) et

variants. 1l s'agit (& de 2 substitutions non synonymes2 (966(A>G) et 981(A>G))

Les autres substitutions non synonymes sont exclusivement partagées par les virus de [étude
avec les virus hypervirulents. 1l s'agit des mutations 795(C>G), 897(G>A), 10n(C>A) et 1027
(A% G).

Enfin, les souches de 'étude et les virus hypervirulents partagent de fagon distinctive des
substitutions silencieuses® et ce en position 827, 830, 866, 905, 908, 977, 989, 1094, 1115, 1145, 1283 et
1370.

L’ana[yse des séquences a également consisté a conﬁon’ter lidentité génétique des isolats de
[étude avec celle des souches de Véférence. La similitude entre séquences nuc[éotidiques des
souches de ['étude avec les virus des di)fféren‘cs pathotypes a donc été ch'gffvée en pourcentage grace

au [ogicie[ Mega 6. Les résultats sont détaillés dans le tableau n®12.

La matrice comp[éte du pourcentage de similitude entre souches virales deux & deux peut

étre consultée en "Annexe F"

? Substitution non synonyme = mutation génétique engendrant un changement de Lacide aminé encodé.

3 Substitution silencieuse = mutation génétique wentrainant pas un changement de lacide aminé encodé.
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Tableau n®2 : Similitude entre séquences nucléotidiques des 5 souches de ['étude avec les

souches des différents pathotypes (comparaison des identités génétiques)

Pathotype Souche 03 ALG 09 ALG 20 ALG 38 ALG 50 ALG
52/70 95.72 9513 9543 9528 9528
. Edgar 94.84 94.25 94.25 94.40 94.40
V. C[aSSLques ‘
rwin M 95.87 95.28 95.28 95.43 95.43
STC 95:58 94-99 94-99 9513 9513
PBG-98 94.40 93.66 93.66 93.95 93.81
V. Atténués | Cu-1 M 94.40 93.66 93.66 94.25 93.81
P2 94.69 93-95 93-95 94.25 94.10
HK46 98.08 97.64 97.05 97.94 97.20
849VB 96.17 95-43 9543 95.72 95.28
Poy 98.23 9749 97-20 9779 97-35
. KKa 9779 9735 96.76 97.64 96.90
Virus
. SCoq 98.08 97.64 97.05 97.64 97.20
Hypervtmlents
D6948 98.53 98.08 97.49 98.08 97.64
OKYM 97.94 97-49 96.90 97.79 97.05
TASIK 94 97.64 96.90 96.61 97.49 96.76
UK667 98.08 97.64 97.05 97.94 97.20
_ _ E/DEL 94.25 93.66 93.95 93.81 93.81
Virus Variants
GLS 94.10 93.36 93.36 93.66 93.51
Sérotype 2 OH 77.73 77.58 77.73 77.29 78.02
03 ALG
09 ALG 26
Isolats de 9ALG 92 o
20 ) )
Pétude 90.97 90.97
38 ALG 99.56 98.82 98.53
50 ALG 99.12 99.12 99.26 98.67

Le p[us faible pourcentage de similitude de nucléotides est enregistré avec la souche de

sérotype 2, désignée OH (pas plus de 78% d'identité)
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Le pourcentage de similitude avec les virus de sérotype 1 (class iques, atténués, hypervim[en‘cs
et variants) est quant a [ui variable selon le niveau de pathogénicité de ces derniers: il est
relativement fai’o[e s'agissant des virus atténués et variants (93.36% a 94.69%) et nettement p[us
élevé avec les virus hypervirulents (95.28% & 98.53%). Notons qu'entre elles, les 5 souches de

['étude ont montré entre 98.53% et 99.56% d'identité génétique.

4~ Déduction et analyse des séquences d'acides aminés

Pour les 5 souches de ['étude, les séquences d’acides aminés ont été déduites des séquences
nucléotidiques (selon la correspondance codon ADN — acides aminés), puis alignées dans le

logiciel Mega 6 avec les séquences amino-acidiques des souches de référence (Fig. n°27)
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212 222 232 242 252 262 272 282 292 302

SRl ey rrvey PR FRRE) PERPY FEPE] FEPEY PRerl EEEE) TR FEER) EEPE] PRl EEre EEEry EETEY RERTY REREY ERpry |
PRVYT I TAADDYQFSSQYQPGGVT I TLFSANIDAITSLS I GGELVFQTSVQGLVLGAT 1YL IGFDGTAV I TRAVAADNGLTAGTDNLMPFNLVIPTNEIT

52/70
STC

52/70
STC
PBG-98

HK46
849VB
PO7
SC9
D6948
OKYM
UK661
E-DEL
GL
03
09
20
38
50

ALG
ALG
ALG
ALG
ALG

312
N
QPITSIKLENV

322

332 342 352 362 372 382 392 402
S EEEEY PEREY PEEEY EEEEY EREEY PEEEY PEEPr) REREY RESE] PERS] EEPEY EREE] PREEY CErrs R |
MSWSASGSLAVT IHGGNYPGALRPVTLVAYERVATGSVVTVAGVSNFEL IPNPELAKNLVTEYGRFDPGAMNYTKLIL

412 422
= e point sous la lettre 'mdique que Lac. aminé de la souche virale est
52/70
STC

PBG-98

------------------------- e meme que celui retrouvé dans la souche 52/70 & la méme position

HK46 =" lalettre indique un changement de ['ac. aminé dans la souche virale

849VB
PO7
SC9
D6948
OKYM
UK661
E-DEL
GLS
03 ALG
09 ALG
20 ALG
38 ALG
50 ALG

T par rapport & celui retrouvé dans la souche 52/70 & la méme position
i S Les souches virulentes classiques sont 'mdiquées en noir, les souches
i atténuées en vert, les souches hypervim[entes en blew, les virus variants
U engriset[esiso[a’csde[’émdeenrouge
= Les 2 pics majeurs A et B de [arégion hypewaria’o[e de VP2 sont

encadrés en rouge et bleu respectivement

Figure n°27: Alignement multiple des séquences d’acides aminés déduites des séquences nucléotidiques.

Les positions 222, 256 et 294 (surlignées en jaune) permettent de différencier les souches hypervirulentes des
autres pa’chotypes. Les positions 249, 253, 279, 284 et 330 (sur[ignées en vert) ainsi que [’heptapepﬁde surﬁgné en gris
distinguent les souches virulentes des souches atténuées.
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La figure n°27 permet de noter la présence, chez les 5 souches de 'étude, des résidus
222(A), 256(1) et 294(1), considérés comme caractéristiques du pathotype hypervirulent. Le
résidu 299(S), présent chez la plupart des virus hypewimlents, Lest éga[ement chez les
souches de [étude, exception faite pour la souche 20 ALG (Cest le cas aussi de [a souche

hypervirulente Belge 849VB)

On note par ailleurs l'absence, chez les 5 isolats de l'étude, du résidu 249(R) présent
exclusivement chez les virus atténués. Au contraire, [’heptapepﬁde ""SWSASGS', aob'acent
au 2éme pic hydrophﬂe de la région hypervariab le de VP2 et caractéristique des virus virulents

est bien présent chez les 5 souches de l'étude.

Enfin, les 5 isolats partagent avec les virus virulents (classiques et hypervirulents) les
résidus Q, D, A et S en position 253, 279, 284 et 330 respectivement, ce qui les démarque des

souches atténuées.

Les principales substitutions de résidus sont résumées dans le tableau n*3.

Tableau n®13: Les substitutions de résidus que partagent les souches de ['étude avec les virus

virulents (c[assiques et hypervim[ents)

Positions des Acides aminés

Pathotype (selon la numérotation de Bayliss et al., 1990)

222 249 253 256 279 284 204 209 330
Souches Virulentes Classiques p 0 0 vV D A L N s
(52/70,STC)
Souches Atténudes (PBG-98, P2) P R H v N T L N R

Virus Variants (E/DEL, GLS) T K H' % N T2

Souches Hypervim[entes
(HK46, 849VB, Po7, SC, A Q Q ! D A ! s S
D6948, OKYM, UK661)

Isolats de ['étude (03 ALG, o9

A Q Q | D A | s S
ALG, 20 ALG, 38 ALG, 50 ALG)
"™ au liew de ""H" pour la souche E/DEL SN au liew de 'S pour la souche 849VB
A" au liew de T pour la souche E/DEL N au liew de 'S pour la souche 20 ALG
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Par ailleurs, identité phénotypique des 5 isolats de l'étude, révélée grace a la déduction
des séquences d’acides aminés, a été comparée a celle des virus de Véfévence. Les vésultats
conﬁrmen’c ceux obtenus pour Lidentité génétique. Ainsi, la similitude entre séquences amino-
acidiques a été la plus faible avec la souche de sérotype 2 (seulement 79.1%) et la plus élevée
avec les virus hypervirulents (jusqu'a 100% d'identité et un minimum de 98.2%)

Entre elles, les souches de [étude ont montré entre 99.6 et 100% d'identité phénotypique
(Tab. n°14)

La matrice comp[é’te du pourcentage de similitude entre souches virales deux a deux peut

étre consultée en "Annexe F"
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Tableau n°14 : Similitude entre séquences d’acides aminés des 5 souches de ['étude avec les

souches des diﬁcérents pa’chotypes (comparaison des identités phénotypiques)

Similitude entre séquences d’acides aminés (%)
Pathotype  Souche
03 ALG 09 ALG 20 ALG 38 ALG 50 ALG
52/70 98,2 98,2 98,7 98,2 98,2
. Edgar 97,3 97,3 97,8 97,3 97,3
V. ClaSSLques
Irwin M 98,2 98,2 98,7 98,2 98,2
STC 96,4 96,4 96,9 96,4 96,4
PBG-98 94,2 94,2 94,7 94,2 94,2
V' A’[’[énués CM~1 M 94)7 94)7 95,1 94)7 94)7
P2 95,1 95,1 95,6 95,1 95,1
HK46 100 100 99,6 100 100
849VB 98,2 98,2 98,7 98,2 98,2
Po7 100 100 99,6 100 100
. KK 99,1 99,1 98,7 991 991
Virus
. 5Co 99,6 99,6 99,1 99,6 99,6
Hypervtm[ents
D6948 100 100 99,6 100 100
OKYM 100 100 99,6 100 100
TASIK 94 99,1 99,1 98,7 99,1 99,1
UK661 100 100 99,6 100 100
. . E/DEL 94,7 94,7 95,1 94,7 94,7
Virus Variants
GLS 94,7 94,7 95,1 94,7 94,7
Sérotype 2 OH 79,1 79,1 78,7 79,1 79,1
03 ALG
Isolatsde |09 ALG 100,00
[étude 20 ALG 100,00 99,60
38 ALG 100,00 100,00 99,60
50 ALG 100,00 100,00 99,60 100,00
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4~ Construction et ana[yse des cartes de restriction

Les séquences nucléotidiques des 5 souches, a[ignées avec celles des virus de V@Cérence, ont été
soumtises au logiciel Geneious pour 'établissement de cartes de restriction spécifiques des enzymes

BstN1, Mbol, Sspl et BspMI.

Les ﬁgwes n°28-31 permettent, pour chaque enzyme, de comparer le nombre et les positions
des sites de restriction au sein des séquences des 5 souches virales par rapport aux séquences des

SOMChCS de Vg érence.

Pour [’enzyme BstN], toutes les souches sans exception possédent les 3 sites de vestriction en
position 1159, 1278 et 1306. Le site de c[ivage en position 1089, semble étre 'exclusivité des 5 souches
de ['étude. Seule la souche c[assique STC posséde le méme site & la méme position. Enﬁn, les 2 sites

en position 796 et 950 sont présents seulement chez les virus c[assiques.

Pour 'enzyme Mbol, le site en position 1015 semble étre ['apanage des 5 souches de [étude.
En plus, la souche n°0g (09 ALG) est la seule & posséder le site en position 838. nversement, les
souches de ['étude sont les seules & ne pas étre dotées du site de c[ivage en position 1249 (c’est aussi
le cas de la souche classique 52/70). Le site en position 1097 est absent seulement chez les virus
variants. Enﬁn les sites de vestriction en position 1138 et 1209 sont présents chez tous les

pathotypes a (’exception de que[ques souches virales.

Pour [’enzyme Sspl, un seul site de restriction est exclusivement présent chez les souches de
[étudle et les souches hypervirulentes mais en 2 positions diﬁ%’ventes : 830 pour les premicres et

1010 pour [68 secondes.

Enﬁn, pour [’enzyme BspMI, les souches de étude partagent de fagon exclusive avec les virus

hypervirulents le site de clivage en position 786.
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(796) (950) (1089)  (1159) (1278)  (1306)

BStNI BstNI BStNI BStNI BStNI BStNI

N A -~ v v v v
52/70  ..... ooy X c] CC AGA. - o eeeeaaee. TC AGG. ... [CCMAGGL ... .. CC~AGG! . . .[CC™AGG] . .
sTC ... e CCAAGG] - v oo - . .CCPAGG] . . . .. CCMAGG. - . JCCMAGG) - .
PBG-98 ..... CCAAGGY - - e e e e e e e CCAAGGL - - v TC AGG. .. .[CCrAGGL - . . .. CCAAGG! . . [CCrAGGL - .
P2 ... (O Oz A € CCMAGG, o i e e e a s TC AGG....CCNAGGL..... CCMNAGG| . . |CCMNAGGY . .
HK46  ..... [ O A CC AGA. .. - TC AGG....CCMAGGL..... CCMNAGG!L . . |CCMNAGGY . .
849VB  ..... GC AGG - - e e e e e e e e CC AGA. - veeee. TC AGG. .. _[CCMAGGL - - .. CCAAGG. - . [CCPAGGL - .
po7 ... GC AGG. . i i e i i i e i e e eceeeaaaaaaan CC AGA. . i aa TC AGG....CCMAGGL..... CCMNAGG!L . . |CCNAGGY . .
scO ... GC AGG - - e e ee e e e CC AGA. - - v TC AGG. .. _[CCMAGGL .- .. CCAAGG. - . [CCPAGGL - .
D6948  ..... GC AGG - - e e e e e e e e CC AGA. - e e TC AGG. .. _[CCPAGGL . . ... CCAAGG. . . ICCAAGG] . .
OKYM  ..... [ O A ] C CC AGA. ..o TC AGG....CCMAGGL..... CCMAGG! . . |CCMNAGGY . .
UK661  ..... GC AGG - - o e e e e e e e e e CC AGA. o eeceaanee. TC AGG. .. .[CCPAGG - . . .. CCAAGGL . . |CCAAGG] . .
E-DEL  ..... AC AGG- - - o oe e e e CC AGA. - v, TC AGG....FC“ﬁ661 _____ FC“ﬁcci___FC“ﬁcck__
GLS  ..... AC AGG. . - o e e e e e e e e CC AGA. ..o TC AGG....CCMNAGGL ..... CCMAGG| . . |CCMNAGGY . .
03 ALG  ..... GC AGG - - e e e e e e e e CC AGA- e v CC~AGG|. . . .JCCMAGG] . . ... CC~AGG| . . .[CCMAGG] . .
09 ALG ..... GC AGG - - e e e e e e e e CC AGA- - - e CCAAGG) . . [CCrAGGL - . . - . CCAAGGL . . [CCrAGGL - .
20 ALG  ..... GC AGG - - e e e e e e e CC AGA. v CCMAGG) . . [CCMAGG) . . ... CCMAGG! . . ICCMAGG] . .
38 ALG  ..... GC AGG - - e e e e e e e e CC AGA- - w e CCAAGG) . . .[CCrAGGL - . . - . CCAAGGL . . .[CCrAGGL - .
50 ALG  ..... GC AGG - - e e e e e e e e CC AGA. - e e CCAAGG) . . [CCAAGG) . . . .. CCAAGG! . . ICCAAGG] . .

Figure n°28: Carte de restriction "BstN1" du fragment amplifié des souches classiques (en noir),

vaccinales (en vert), hypervirulentes (en bleu) et des virus variants (en gvis). Les souches de ['étude

sont désignées en rouge. Le chapeau et le chiﬂ:re entre parenthése indiquen’c la position de c[ivage de

[’enzyme. Le site de restriction de [’enzyme est encadré en noir.

(838) (1015)

Mbol Mbol

v—

52/70 ..... TATC. e e e e e eee s CATT
STC  ..... TATC. e e e e e . GATT
PBG-98 ..... CATC. - e e e e e e i e e GATT
P2 ... CATC. e i e e GATT
HK46  ..... CATC. e iie e e e GATT
849VB  ..... CATC. e iie e GATT
pPo7 ..... CATC. e iie e e e GATT
sc9 ... CATC. e iie e GATT
D6948  ..... CATC. e iie e e GATT
OKYM  ..... CATC. oo e e ae s GATT
UK661  ..... CATC. e iie e e GATT
E-DEL  ..... CATC. e ie e e e GATT
GLS  ..... CATC. oo i e GATT
03 ALG ..... CATC. e i e et ~GATC
09 ALG ... . J"GATQ: e e i i i e eee e e aeae e NGATC
20 ALG ..... A o ~GATC
38 ALG  ..... (071 NGATC
50 ALG ..... AATC. oo e e e AGATC

(1097)
Mbol

v—
~GATC
~GATC
~GATC
~GATC

~GATC
~GATC
~GATC
~GATC
~GATC
~GATC
~GATC

GAAC
GACC

~GATC
~GATC
~GATC
~GATC
~GATC

N
NGATC

(1138)
Mbol

NGATC
~GATC
~GATC

MGATCI. . . ...
AATT
~GATC
"GATC
"GATC
NGATC
"GATC

~GATC
GATT

"NGATC
~GATC
"NGATC
~GATC
"GATC

(1209)
Mbol

v
NGATC
NGATC
~GATC
~GATC

GGTC

NGATC
"GATC
NGATC
"NGATC

(1249)

Mbol
v

Figure n°29: Carte de restriction "Mbol" du fragment amplifié des souches classiques (en noir),

vaccinales (en vert), hypewim[entes (en bleu) et des virus variants (en gris). Les souches de ['étude

sont désignées en rouge. Le chapeau et le ch@ﬂ:re entre paventhése indiquent la position de c[ivage de

['enzyme. Le site de restriction de ['enzyme est encadré en noir.
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(830) (1010)
Ssgl Ssgl

52/70  ..... VYOIV n 1N o i
sTC ... YOIV o FVN o o
PBG-98 ..... AAC ATT . oo N e
P2 ... AAC ATT . oo N o
HK46  ..... AAT ATC. oot AAC ATT o o oo e e e
849VB  ..... AAT ATC. oo e AT A AT T - - oo e e e e e
PO7 ..... AAT ATC. oo Y 2V i
sc9 ... AAT ATC. oo AT AATT . - o o o oo o o
D6948  ..... AAT ATC. oo AT AT T - o o o oo
OKYM  ..... AAT ATC. oo AT AAT T - o o o o o o .
UK661  ..... AAT ATC. oo AT AT T - o o oo e
E-DEL  ..... YOIV & AAT CTT e o e e e e e e
GLS ... AAC ATT . oo N e o
03 ALG  ..... AATAATT] o AAC ATC o o oo e o e
09 ALG ..... AATAATTL. - e AAC ATCo - o e e oo e e e
20 ALG  ..... AATAATTL. oo AAC ATC o o oo o e e e
38 ALG  ..... AATAATTL. e AAC ATC . - oo o o e
50 ALG  ..... AATAATTL. - oo AAC ATC - o oo e o e

Figure n°30: Carte de restriction "Sspl" du fragment amplifié des souches classiques (en noir),

vaccinales (en vert), hypewimlentes (en bleu) et des virus variants (en gris). Les souches de ['étude

sont désignées en rouge. Le chapeau et le chiﬁ:re entre parenthése indiquent la position de c[ivage de

[’enzyme. Le site de restriction de [’enzyme est encadré en noir.

(786)
BspMl

>>>>>5>>

>> > >

Figure n°31: Carte de restriction "BspMI" du fragment amplifié des souches classiques (en noir),

vaccinales (en vert), hypervirulentes (en bleu) et des virus variants (en gvis). Les souches de ['étude

sont désignées en rouge. Le chapeau et le chgﬁ:re entre parenthése indiquent la position de c[ivage de

l'enzyme. Le site de restriction de 'enzyme est encadré en noir.

102



PARTIE EXPERIMENTALE Caractérisation moléculaire des virus sauvages de [a maladie de Gumboro

En sus des cartes de restriction, les séquences nuc[éotidiques des souches de étude ont été
soumises au logiciel Geneious dans le but de générer des profils électrophorétiques apres
restriction virtuelle par les 2 enzymes BstN1 et Mbol. Le polymorphisme de taille des fragments de
restriction (RFLP : Restriction Fragment Lenght Polymorphism) pour chacune des 2 enzymes est

exposé ci-apres :

700
600

400

100

Figure n°32 : Nombre et tailles des fragments de restriction par 'enzyme BstNI sur les 5
souches de ['étude. Le profil électrophorétique est identique pour les 5 souches. (Les bandes de

moins de 100 pb ne sont pas visible sur le ge[ virtuel)
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700
600

400

Figure n°33 : Nombre et tailles des fragments de restriction par lenzyme Mbol sur les 5
souches de ['étude. Le profil électrophorétique de la souche 09 ALG est différent, comparé a celui

des 4 autres souches. (Les bandes de moins de 100 p’o ne sont pas visible sur le ge[ virtuel)

Le RFLP de chacune des 5 souches de [étude a été confronté a celui des 6
groupes moléculaires connus du virus de la maladie de Gumboro. Les résultats sont

exposés dans le tableau suivant :
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Tableau n®15 : Comparaison des RFLP des 5 souches de ['étude avec celui des 6 groupes moléculaires de Jackwood et Sommer (1999)
(Les fragments de moins de 100 pb n'ont pas été représentés sur le tableau)

Taille des ﬁagmen’cs de restriction par BstNI (]0’0) Taille des fragmen’cs de restriction par Mbol (pb) Groupes
moléculaires
424 350 209 172 154 139 19 480 403 362 283 270 234 229 181 106
03 ALG x @ x ) x & = RFLP unique
b
09 ALG x @ x 0 x © x x X RFLP unique
b
20 ALG x @ x ® x © x x RFLP unique
b
38 ALG x @ x x © o X RFLP unique
b
50 ALG x @ x © % © x x RFLP unique
X x X x Gpe. Mol 1
Les 6 Groupes « « « < «
moléculaives Gpe. Mol 2
définis par x x x x Gpe. Mol 3
Jackwood et X X X x x x Gpe. Mol 4
Sommer % % % % % Gpe. Mol 5
(1999) " " " " "
Gpe. Mol 6
(@) li (b) li (©) li
354 pb au liew de 350 pb 173 pb au lieu de 172 pb 120 pb au lieu de 119 pb
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La restriction par lenzyme BstNI a généré un RFLP unique pour les 5 souches, alors que

l'enzyme Mbol a généré 2 RFLP différents, dont un a concerné la souche o9 ALG seule.

Comparés aux 6 groupes moléculaives de Jackwood et sommer (1999), les 5 souches de

[étude semblent exhiber un RFLP distinct.

6- Analyse phy[ogénéﬁque

Le but de [’ana[yse était de préciser les liens de parenté que pourraient avoir les 5 souches de
étude avec les virus de Véférence appartenant aux diﬂ:évents pathotypes de diverses origines

géographiques (voir tab. n°7).

Le résultat de [’ana[yse est visualisé sous forme d’arbres phylogénéﬁques ou phy[ogrammes,

construits a partir d'un a[ignement mu[ﬁp[e de séquences de nucléotides ou d’acides aminés.
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Figure n°34 : Arbre phy[ogénétique consensus, construit a partir de [’a[ignemen’c de

séquences nucléotidiques (analyse génétique). Les chiffres a lendroit des nceuds de larbre

représentent la valeur du bootstrap. La souche OH de sérotype 2 a été utilisée comme extra-groupe

pour enrac iner l’av’ore .
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ss—— HK46
60 —— OKYM
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Figure n°3s: Arbre phylogénétique consensus, construit a partir de [’alignement de
séquences d’acides aminés (analyse phénotypique). Les chiffres & lendroit des neeuds de arbre
représentent la valeur du ’oootstrap. La souche OH de sérotype 2 a été utilisée comme extra-groupe

pour enrac iner [’arbre.
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M- DISCUSSION/

Dans le cadre d'une enquéte épidémio[ogique, des isolats sauvages de la maladie de
Gumboro ont été caractérisés moyennant des techniques moléculaires. Tous les prélévements ont
été réalisés sur des volailles suspectes d'atteintes cliniques, donc présentant a lautopsie, des
bourses de Fabricius (BF) hypertrophiées et/ou hémorragiques. La maladie subclinique, associée &
une atrophie des BF n'a pas été un motif de prélévement pour aucun des foyers concernés par
[étude. Rappelons enfin, que la zone géographique de Uenquéte (W. de Sétif et Oum El-Bouaghi)
n'a pas été un choix délibéré mais dicté par la zone d’activité des vétérinaires praticiens qui ont

daigné coopérer.

La quantité ’ARN extrait & partir des BF a été relativement élevée (1000 pg/ml) pour 19
échantillons sur 50 testés. La faible concentration de ARN chez le reste des échantillons s’explique
probablemen‘c par une charge virale faib[e au niveau des BF. Si la dose virale infectante et la
pathogénicité du virus influencent directement la charge virale et donc la quantité de 'ARN
extrait, celle-ci peut éga[emen’c varier selon le moment du pré[évement par rapport aux stades

d’évolution de la maladie.

Concernant la pureté des extraits ’ARN, jugée & travers les ratios de densité optique, elle
était tres bonne pour ce qui est de la contamination par les protéines, mais assez mauvaise
s'agissant de la contamination par les sels chaotropiques (utilisés pour l'extraction). Ces résultats,

sont similaires & ceux d’autres travaux (7 Pagneux, 2o11)

Sur les 13 échantillons ayant subi la rt-PCR, 6 (46%) se sont révélés positifs. Un taux de
positivité bien supérieur & celui obtenu par Jackwood et Nielson (1997) et Abdel-Alim et al. (2003),
mais veste faible comparé & celui rapporté par Jkuta et al. (2001), Banda et al. (2003), Sareyytipoglu

et Akan (2006) et Mital et al. (2006)
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Parmi les résultats positifs, seuls 2 échantillons (n°9 et n°20) présentaient un ARN total a la
fois pur et trés concentré. Les 4 autres échantillons (le n°3, 21, 38 et 50) avaient un extrait ’ARN
plus ou moins contaminé par les sels chaotropiques, ce qui a été sans ejfet sur la rétrotranscription
de PARN viral. Ceci confirme les résultats des travaux d'/mbeaud et al. (2005) qui ont démontré
que la présence de vésidus de sels et solvant d’extraction dans les échantillons, n'a pas d’eﬁfe’c

inhibiteur sur la synthese de 'TADNc (ADN complémentaire).

Parmi les 7 résultats qui se sont révélés négatifs, 3 échantillons (le n°s, 14 et 15) étaient
pourtant suﬁwamment concentrés en ARN, qui p[us est, était dépowvu de contaminants
(DO,65/DO 5, et DO,6,/D0O,5, > 1.80). Ces 3 échantillons étaient trés probablement de faux
négatifs. Ce type de résultat serait lié & un défaut d'intégrité de 'ARN extrait. En effet, un ARN pur
mais dégradé est non exp[oi’cab[e. Rappe[ons que dans la présente étude, seules la concentration et
la pureté des extraits ’ARN ont été évaluées, [’intégﬂté de PARN n’a pas été exp lorée. L'évaluation
de lintégrité de 'ARN passe par la détermination du RIN (RNA Integrity Number) via
électrophoreése sur puce miniature (Schroeder et al, 2006), une technique & laquelle on a pas eu
acces. L'échantillon n°38, testé par erveur, s'est révélé posi‘df ma[gvé sa faible concentration en ARN
(918 pg/ml) et son fort taux de contamination (DO,s,/DO,, = 0.71). LARN extrait dans
[échantillon n°38, quoique faib[emen’c concentré, présentait tres proba’o[emen’c une bonne
intégrité.

Grace a un a[ignement mu[ﬂp[e, les séquences nucléoﬁdiques et am'mo~acidiques de la
région hypewariable de VP2 des 5 souches de 'étude, ont pu étre comparées avec celles des autres
pathotypes. Les isolats de [‘étude ont montré un minimum d'identité génétique avec la souche
apathogéne de sérotype 2 (pas plus de 78% d'identité), ce qui confirme leur appartenance aux
sérotype 1. Le maximum d'identité a été obtenu avec les souches hypervirulentes (jusqu'a 98.53%

d’identité entre la souche n°03 et la souche Hollandaise D6948).
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Quant & lidentité phénotypique, les souches de ['étude ont montré jusqu'a 100% d'identité
amino-acidique avec les virus hypervirulents. Comparées aux autres virus de sérotype 1, les isolats
de étude, ont montré un minimum d’identité avec les souches atténuées (vaccins) et les variants
Américains (au tour de 94%).

Entre elles, les 5 souches de ‘étude ont partagé jusqua 99.56% de nucléotides et 100%

d'acides aminés. Cette faible diversité parmi les 5 souches étudiées s'explique essentiellement par la

courte période (9 mois environ) et la zone géographique restreinte des prélévements.

A léchelle du génome viral, les 5 souches de l'étude et les virus hypervirulents de référence se
disﬁnguen’c des virus classiques par une douzaine de mutations synonymes (silencieuses) situées
entre le nucléotide 827 et 1370 du géne codant la région hypervariable de VP2.

Par ailleurs, Les souches hypervimlentes partagent avec les souches de [étude p[usieurs
substitutions de nucléotides, dont 6 non synonymes. Parmi ces 6 substitutions, 4 sont partagées de
fagon exclusive et ont engendré des changements critiques d’acides aminés dans la protéine VP2. 1
sagit des substitutions 222 (P>A), 256 (V>1), 204 (L>1) et 299 (N>S), lesquelles sont
considérées comme spécifiques des virus hypervirulents (Brown et Skinner, 1996; Cao et al,, 1998;
Chen et al, 1998). La souche Ivoirienne 88180 fait cependant exception (Eterradossi et al., 1999).
Les résidus 256(1) et 294(1) seraient critiques pour [a ﬂxa’cion de anticorps monoclonal (ACM)
CRAb 88, [equel réagit exclusivement avec les souches hypervimlen’ces (Sapats et al, 2006). En
position 299, la souche n°20 (20 ALG) a été la seule parmi les 5 isolats de ['étude & avoir exhibé un
résidu diﬁﬂérent par rapport au pathotype hypervimlent (299(N) au lieu de 299(S)). Cette
exception est aussi retrouvée chez la souche hypewim[ente Be[ge 849VB. Des études antérieures
avaient signa[é des virus hypewim[ents exhibant le vésidu 299(N) (Eterradossi et al, 1999) alors

que d’autres ont mis en évidence des virus classiques dotés du résidu 299(S) (Rudd et al,, z002)

Les 2 autres substitutions non synonymes de nucléotides que partagent les 5 souches de
[étude avec les virus hypewim[ents, sont aussi présentes chez les virus virulents c[assiques. Seuls

les virus atténués et variants en sont dépourvus (le variant E/Del fait exception). 1l s'agit des
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substitutions de nucléotides en position 966 et 981 ayant entrainé respectivement les substitutions
d’acides aminés 279 (N>D) et 284 (T>A). L'acide aminé 330(S) que partagent tous les virus &
lexception des souches atténuées, est présent aussi chez les 5 souches de [étude malgré la
substitution, chez ces derniéres, du nucléotide 121 (T=>C). La dite substitution étant silencieuse
(les codons AGC et AGT codent tous les deux pour le méme acide aminé: Sérine). Par ailleurs, la
substitution de l'acide aminé 253 (Q=>H), observée seulement chez les souches atténuées (mais
aussi le variant GLS) est absente chez les 5 souches de ['étude. Enfin [héptapeptide riche en sérine
"SWSASGS™, caractéristique du phénotype virulent (Heine et al, 1991, Brown et al, 1996

Mundl, 1999) est présent chez les 5 isolats de ['étude.

Tous les acides aminés caractéristiques des souches atténuées, en 'occurrence, 253(H) (van
loon et al,, 2002), 279(N), 284(T) et 330(R) (Lim et al, 1999 ; van loon et al, 2002) sont absents
chez les 5 souches de ['étude. Ces derniéres ne sont donc pas des souches vaccinales, ce qui aurait

pu étre le cas, vu que les pré(évemen’cs ont été réalisés sur des pou[e’cs vaccinés.

Jackwood et al, ont signalé, pour la premiére fois en 2006 'existence dans le sud de ['Europe,
de variants antigéniques jusque-la cantonnés dans le continent Américain. Lewr distribution au
Nord de [’Aﬁ'ique est done tout & fait prévisib[e. L'absence, chez les 5 souches étudiées, des acides
aminés 222(T) et 254(S), caractéristiques des virus variants (Heine et al, 1991) exclue toute dérive
antigénique (antigenic drift) parmi les 5 souches de la présente étude. De plus, comme mentionné
p[us haut, aucune des souches virales étudiées nétait incriminée dans la maladie su]oc['mique,
[aque“e est généralement associée & une contamination par des virus variants entrainant une

atvophie sévere de la BF et des con’cvepevformances des volailles.

La caractérisation des souches virales a consisté également en la recherche des sites de

restriction des enzymes BstNI, Mbol, Sspl et BspMI.

Les sites de clivage BspMI en position 786 et Sspl en position 1010 dans la séquence du
géne codant la région hypervariable de VP2 ont été rapportés comme caractéristiques des
souches hypervirulentes (Zierenberg et al., 2001). Le site Sspl correspond a la mutation
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294 (L>1), alors que le site de restriction BspMI, correspond & la substitution 222 (P>A)
considérée comme Vesponsa]o[e de [a perte de neutralisation des virus hypervim[ents par les
ACM 3 et 4, ce qui les distinguent des virus classiques (Eterradossi et al, 1998). Les 2 sites de
restriction sont bien présents chez les 5 souches de l'étude, ce qui conﬁrme lewr caracteére
hypervirulent. La position du site Sspl chez les souches étudiées est toutefois différente de
celle retrouvée chez les virus hautement pathogénes (830 au lieu de 1010). La présence du site de
restriction Sspl en des positions différentes de celle signalée chez les virus hypervirulents a déja
été rapportée. Clest le cas de la souche Australienne Ni/9g (Sapats et [gnjatovic, 2002) . Labsence
du site Sspl en position 1010 chez les 5 souches de 'étude est lie aux 2 substitutions silencieuses
des nucléotides 1010 (T>C) et 1013 (T->C) (voir fig. n°26). Ces 2 mutations ont transformé la
séquence ""AATATT" (qui nest autre que le site de restriction Ssp]) en "AACATC", sans pour
autant apporter un changement d’acides aminés au sein de la protéine virale en position 293
et 294 (voir fig. n°27). Les 2 séquences ""AATATT' et ""AACATC" étant synonymes : codent

toute les deux pour [’aspargine (N) et lisoleucine (1) (voir liste des lettres et sym]oo[es)

1l est intéressant de remarquer que parmi les souches hypervirulentes de référence, seule la
souche HK46 (Hong Kong) ne posséde pas le site de restriction Sspl en position 1010 et ce pour la
méme raison évoquée pour les 5 souches de la présente étude (substitution silencieuse du

nucléotide 1010 (T=>C)).

Pour sa part, la souche Espagno le VG-276, ayant pourtant le site Sspl en position 1010, avait
une identité génétique trés proche de celle des virus classiques (Majo et al, 2002). Le méme constat
a été fait par Banda et al. (2001) sur la souche 9109, ce qui les a amenés & suggérer que la présence
du site Sspl seul ne doit pas étre considérée comme un marquewr moléculaire pour l'identification
des virus hypervimlents. Inversement, 'absence du site Sspl ne doit pas non p[us étre un motif
pour ne pas admettre le caractére hypervim[en’c des virus. En eﬁe’c, [a souche Espagno[e VG-313,
sest révélée génétiquement trés proche des virus hypervirulents sans pour autant posséder le site
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Sspl (Majo et al, 2002). Enfin, la souche Argentine 1241A33, a exhibé simultanément le site Sacl
cavactéristique des virus classiques et le site Sspl typique des virus hypervirulents (Remorin et al,
2006). 1l est donc recommandé d’interpréter prudemment les cartes de restriction dans toute étude
de caractérisation des virus. La présence ou labsence des sites de cﬁvages des enzymes dans les
séquences nucléotidiques peuvent en effet étre la conséquence de simples mutations génétiques

silencieuses, nayant aucune répercussion sur e phénotype viral.

Une vestriction virtuelle par les enzymes BstN] et Mbol a permis, en fonction du
po[ymorphisme de taille des ﬁagments de vestriction (RFLP), de faire appartenir les souches de
‘étude aux 6 groupes moléculaires établis parfackwood et Sommer (1999). Lenzyme BstNI n'a
généré qu'un seul profil pour les 5 souches, alors que 'enzyme Mbol a généré 2 profils différents.
Ce résultat corrobore ceux d’autres travaux [Sapafs et Ignjatovic, 2002 ; jac/zwooa/ et al, 2006) et
sexplique par le fait que Uenzyme BstNI soit moins efficace dans la discrimination entre les
souches virales que [’enzyme Mbol, puisqu’e“e reconnait une séquence de 6 bases dans les produits

PCR, contre 4 bases seulement pour Mbol (Jackwood et Sommer, 1998)

Le couple d’enzymes a généré chez les 5 souches de l'étude 2 profils différents, dont un a
concerné la souche n°20 (20 ALG) seule. Les 2 RFLP sont uniques et ne cadrent avec aucun des 6
proﬁ[s connus. Des résultats similaires ont été obtenus par Deig/zam et al, (2012) sur des souches
sauvages isolées en Jordanie, lesquelles ont montré 2 nouveaux profils dont un a concerné des virus
hypervimlents. De nouveaux proﬁ[s sont sans cesse mis en évidence par différents travaux (Jeuta
et al, 2001, Meir et al, 2001 Sapats et lgnjatovic, 2002 ; Sarrqg/z‘z}aog/u et Akan, 2006), ce qui

dénote de 'évolution et la diversité génétique parmi les virus sauvages de la maladie de Gumboro.

L'analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques des souches étudiées et des souches
de Téférence a généré un arbre ol les virus se sont regroupés indépendammen‘c de leur origine
géographique. 1l est intéressant de constater qu'a Lintérieur des virus de sérotype 1, les 5 souches de

Pétude étaient monophy[étiques avec les virus hypewim[en’cs qui p[us est, formaient un groupe
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robuste avec un bootstrap de 93% (le groupe est retrouvé dans 93% des 1000 Vé]otiques d’arbres
générés par le bootstrap). Cela signifie que les 5 souches étudiées partagent avec les souches
hypervimtentes une origine évolutive commune. A l'intérieur de ce groupe on peut noter 2
ramiﬁcations, celle tout d’abord des 5 isolats de I'étude qui semblent fowner un sous-groupe
séparé, génétiquement trés apparenté (bootstrap de 99%), ensuite celle la souche Belge 849VB. La
position de la souche hybervirulente 849VB dans ['arbre était prévisible vue qu'elle était la souche
qui a montré e ptus de divergence (failate identité) vis-a-vis des autres virus du pathotype
hypervirulent (voir tableau "Annexe F"). Les autres groupes de virus sont ceux des souches
atténuées (bootstrap de 100%), des virus variants Américains (bootstrap de 92%) et enfin celui des

virus classiques (bootstrap de 43%)

L’arbre phytoge’ne’tique construit a partir des séquences d’acides aminés, conﬁrme

t’appavtenance des 5 souches de ['étude au pathotype hypewimtent, avec un bootstrap de 93%.

V- CONCLUSION/

Les échecs de vaccination vis-a-vis de la maladie de Gumboro sur des cheptets aviaires
correctement vaccinés, ont tongtemps J'ustiﬁé la suspicion d’une circulation de virus hypewimtents

en Atge’rie. Aucune enquéte e’pidémio togique nest venue confovter cette suspicion.

Grace a une anatyse de séquences du gene codant la région hypervartabte de la protéine VP2,
la présente étude a révélé le caractére hypervirulent de 5 isolats sauvages de la maladie de

Gumboro. Ces derniers ont en eﬁet :

- Présenté une ptus fovte identité ge’nétique avec les virus hypew irulents de Ve’fe’rence (jusqu’é
98.53%)

- Exhibé toutes les mutations observées chez les souches hypervimtentes.
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- Montré un fort lien de paventé avec les virus hautement pathogénes (formen’c un groupe

monophylétique)

- Comporté tous les marqueurs moléculaires de virulence caractéristiques du pathotype
hypervirulent. Seule la position du site de restriction Sspl distingue les 5 souches étudiées des virus
hypewim[ents. Cette d'gfﬁérence était lice & 2 mutations silencieuses qui n'ont pas eu de
conséquence sur le phénotype viral. Ceci attive lattention sur le réle critique de lanalyse
des séquences du gene viral dans [’interprétaﬁon des résultats, pavfois incongrus, obtenus

par les études des cartes de restriction enzymatiques.

En démontrant le caractére hautement pa’chogéne des virus circulants, la présente étude
explique en grande partie la fréquence de plus en plus élevée de l'échec vaccinal malgré le
renforcemen’c des programmes de vaccination et le recours a des virus vaccinaux faiblemen‘c
atténués, dont on a démontré [’eﬁfe’c immunodépressew grace au travail entrepris dans le cadre

du Magister.

V- RECOMMANDATIONS ET PERSPECTIVE

Les vésultats de la présente étude ne fon’c que conﬁmer les constations du tervain qui font état
d'un taux de mortalité plus élevé, d'un tableau [ésionnel plus sévére et surtout d’'une baisse de [’ége
de susceptibilité des poussins a la maladie de Gumboro. Ce dernier constat a obligé les éleveurs a
vacciner & des ages de p[us en p[us précoces, augmentant par la méme occasion le risque d'un
échec de la vaccination par suite de neutralisation du virus vaccinal par les anticorps d’ovigine

maternelle.

Dans ces conditions, un monitoring des anticorps sériques Gumboro chez les parentaux et la
descendance est fortement recommandé pour pouvoir vacciner a une date opﬁma[e qui minimise

la période du creux immunitaire et évite la neutralisation du vaccin.

116



PARTIE EXPERIMENTALE Caractérisation moléculaire des virus sauvages de [a maladie de Gumboro

Parallélement, le suivi régu[ier de [évolution génétique des virus Gumboro circulants est le
plus & méme de détecter les nouvelles mutations virales. Ceci permettra de réagir en temps réel aux
bouleversements épidémiologiques, surtout qu'une dérive génétique (genetic drift) voire
antigénique parmi les virus sauvages reste tout a fai’c possib[e. Auque[ cas, le changemen’c des
souches vaccinales et/ou [’é[argissement du spectre de la vaccination sera plus que nécessaire pour

la bonne protection de nos chepte[s aviaires.

Pour un suivi eﬁ%cace de [évolution des virus circulants, de nouvelles techniques sont
abg'owd’hui ojfertes. Ainsi, une détection p[us Vapide et moins coliteuse des mutations ponctueues
au niveau du génome des virus sauvages incriminés dans échec vaccinal, est désormais possib[e
grice & 'analyse des courbes de fusion & haute résolution (High resolution melt) des produits PCR
en temps véel. De la méme fagon, des sondes spécifiques ont été récemment proposées pour une
idenﬁﬁcaﬁon plus rapide et relativement ﬁab les des variants antigéniques et pathotyp iques dans

une réaction rt-PCR quantitative.
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Résumé

RESUME

Les épisodes cliniques de la maladie de Gumboro continuent & sévir sur des bandes de poulets
correctement vaccinés. Ces échecs de vaccination sont probab[ement en rapport avec une hausse
sensible de la pathogénicité des virus circulants. Cinq isolats sauvages, pré[evés dans des foyers de
la maladie dans le Nord-Est A[gévien, ont été caractérisés. Grace a un coup[e d’amorces, choisi
dans une région bien conservée du génome viral, un fragment d’ADNc de 743 pb du géne codant
la région hypewariable de VP2, a été obtenu et amp[iﬁé en une seule étape dans une réaction rt-
PCR, puis séquencé, avant de subir une ana[yse phylogéné’cique incluant des séquences de souches

de référence disponib les dans GenBank.

Les résidus 253(H), 279(N), 284(T) et 330(R), caractéristiques des souches atténuées, étaient
absents chez les cing isolats de [étude. Au contraire, les résidus 222(A), 256(1) et 294(1),
considérés comme spéciﬁques du pathotype hypewim[ent, étaient présents chez les cing isolats qui
ont éga[ement exhibé le site de vestriction Sspl, mais a une position diﬂ%vente de celle
exclusivement observée chez les virus hypewim[ents. Les isolats Algériens et les virus
hypervirulents étaient monophylétiques et se sont partagés jusqu'a 98.53% de nucléotides et 100%
d'acide aminés. A 'intérieur du cluster des virus hautement pa’chogenes, les souches Algériennes se
sont regroupées dans une branche séparée et ont montré pas plus de 0.4% de divergence d'acide
aminés. Cette faible diversité parmi les 5 isolats caractérisés était prévisible vu la courte période

et la zone géographique trop circonscrite des pré[évemen’cs.

La présente étude est la premiere a avoir révélé le caractere hypewimlen’c des virus Gumboro

circulant en A[gévie. Des enquétes ﬁttuves seront nécessaires pour suivre Uévolution de ces virus.

Mots clés : Maladie de Gumboro, échec vaccinal, vt-PCR, virus hypewim[ents, Nord-Est A[gérien.
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Abstract

ABSTRACT

Clinical outbreaks of Infectious Bursal Disease (IBD) continue to be reported in correctly
vaccinated flocks. These vaccination failures are probably related to a significant increase in virus
virulence. Five wild Infectious Bursal Disease viruses (IBDV), originating from outbreaks recorded
in North-East of Atgeria, were characterized. Using a pair of primers selected ﬁfom a well-
conserved region in a viral genome encoding the hypervariabte region of VP2, one cDNA fragment
of 743 bp was reverse-transcribed and amptiﬁed in one step rt-PCR. The ﬁve ﬁagynents were

subjected to sequence and phytogenettc anatysis inctudtng some Veference strains available in

GenBank.

The four residues 253(H), 279(N), 284(T) and 330(R), characteristic of attenuated strains, were
absent in all studied isolates. On the contrary, the vesidues 222(A), 256(1) and 294(1), which
indicate the genetic ﬁngerprint of the very virulent patnotype, were present in the ﬁve studied
viruses, which also exhibited the Sspl restriction site but at a dtﬁcevent position from that
exclusively observed in very virulent Infectious bursal disease viruses (WIBDV). The Algerian
strains shared with the wIBDV up to 98.5% of nucleotides and up to 100% of amino acids and
clustered with them in the pnytogenetic consensus tree. Inside the wiBDV clade, the ﬁve Atgerian
strains grouped in a separate branch and showed between themselves no more than 0.4% of
amino acid divergence. This poor antigenic d'werstty was expected given the short period and the
circumscribed region of sampling. This was the first report of WIBDV in Algeria. Further

nvestigations are needed in the futwe to track the evolution of these viruses.

Key words: Gumboro Disease, faitwe vaccination, wiBDV, rt-PCR, North-East of Atgeria.
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Annexes

Annexe A

Interface du logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor V7.2.5

(Alignement multiple de séquences)

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help

= D

2*" D:ADOCTORAT IN\BioEdit\Alignement.gh \E’
J ICounerNew j|” ﬂ B 241otal sequences

Mgde;lse|ech"5|ide j Selectiond Sequence Mask: Mane Start

Position: Numbering MaskMane rleret|!

- = — < e sl LT 2
£ 1 DIIF ‘WFE SEEIPE R Eﬁ%Eﬂ’TI :I' HmE ¢ speedslow g « fast

;Illlllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll‘llll‘llll‘llll‘llll‘llll‘llll‘llll‘llll‘llll‘llll‘lllllllllll_‘J
= 850 860 870 880 890 900 910 920 930 940
52/70 CACRAGCCTCAGCATTGGGGCAGAGCTCGTGTTTCARACAAGCGTCCARGGCCTTGTACTGGGCGCCACCATCTACCTTATAGGCTTTGATGGEACTGCGGTRAAT
[93 Gt A A L ot ettt e et e e e e e e, BA.......
D78 e Bt e e e e Gt e e e e e e A.o.......
Edgar = ree et ittt ettt e s s m st Tttt ittt s e e snnnnnnnn AA.....
GBF-1 e G e A..... ] B e e e e e e T..A.......
Irwin M Lt it i et et i et m e e ea et aa e a e e a e a e a e aaaeaaeaeaa e e e e Coooon.
Mundt =00 [ eee e L L B e e e e e e A........
EBG-98 | e G e e e e G, e e e e G BR.......
=31 o A Bttt e it e e ea e e Tttt et e e eeen e Tttt et e e eeeennans A.......
5706 e Bt e e e Gt e e e et BA.......
IBDL 0 feeeeiiieeaaa I et ettt eeaeemsssaa e e eaaa e e A.......
249VB ...C.AG...... Gt e Covennnn B Lo...... T
89163 e Covvnnnnn B e, A.o...... L
DE948 e Covvnnnn B e B.o...... T
HEAE e C.o....... B e A....... L
%< A........ L A.o...... T
DEYM e e e e e C.o....... B e e CA....... N
TASIE 94 | ........ T..... Covvnnnnn B e, A.o...... T Covvnnnn
UEEE]L e e i i e C.oo...... B e B....... N
E-DEL  eeweu.- T...... Bt i et i e e e L B i i i e e e eeee e e e e e
377 T A L A . B et ittt et m e a e Terieea
Variant B |- ---.. T...... G e e Ch. . B e Bttt e e e e e e
P07 e Covinnnnn D e, Ao...... T
VAR EC 09  |oceeirieineannn C.o....... B e e B....... N
KN 2 [4] _ 2
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Annexe B

» HCBI Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Interface Web de [outil primer-BLAST

More_.  Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @

Or, upload FASTA file

Primer Parameters

Use my own forward primer
(5-»3" on plus strand)

Use my own reverse primer
(5-»3" on minus strand)

PCR product size

# of primers to return

Primer melting temperatures

{Tm)
Exon/intron selection
Exon junction span

Exon junction match

Intron inclusion

Intron length range

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check
Database

Organism

Exclusion (opional)
Entrez query (optional)

Primer specificity stringency

Misprimed product size
deviation
Splice variant handling

{ Get Primers |

» Advanced parameters

Reset page Save search parameters  Retrieve recent results
Clear Range
From To

Forward primer

Reverse primer

Aucun fichier sélectionng.

GCCCAGAGTCTACACCAT

CCCGGATTATGTCTTTGA
b Amorce sens

Min Max
70 1000
5
_ P Amorce anti-sens
Min Opt Max Max Tm difference
57.0 60.0 63.0 3 @

Arefseq MRNA sequence as PCR template inputis required for options in the section &)
No preference v @

Exon at5'side  Exon at 3' side

7 4

Minimal number of bases that must anneal to exons atthe 5’ or 3' side of the junction @

[ primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA &)

Min Max
1000 1000000 &

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template &)
F/DL/;_LDI——Q non-redundant (non redondant)
nr v @

Homo sapiens

Infectious bursal disease virus (taxid:10995)

e e ] b imiter le BLAST & la base de données suivante

avian influenza virus (taxid:11309)

Avian infectious bronchitis virus (taxid:11120)

Chicken anemia virus (taxid:12618)

Enter an organism name, taxonomy id or select from the suggestion list as you type. @

Add more organisms

[ excude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR preﬁx)D Exclude uncultured/environmental sample sequences &
QI

Primer must have at least 2 w total mismatches to unintended targets, including

atleast 2 « mismatches within the last 5« bps at the 3" end. @

[gnore targets that have 4 -+ or more mismatches to the primer. & ].—1' ]g’}’LOTCT les résultats montrant 4 mészappariemenf:s et p[us

4000 @

[ Atiow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) &

|:| Show results in a new window Use new graphic view &

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
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Annexe C
Interface du logiciel Mega 6.0.5
(Déduction des séquences d’acides aminés)

% M6: Alignment Explorer (Alignement 678 pb.fas) | = | E % |
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DA% (=@ wY o BB X¥(EBar  ABHB |
DMASequences | Translated Protein Sequences |

Speciesf'p‘bbmﬁ.rnup HName khkkhkhhk Hhk kk Hhhkrkhkdkhkdk Fhkhkhh hk Ak hkhkhk Ak Ak hkhkhkhkhkhhkhkhk khk khkk ok kk khk ok hkkchkdkhhd
1. 52/70 TGAGAGGERCCE T/ EEch I crrsrdcErdrescchachacscaE TR CACTEATT T CE TG T RCT T /o AT 6sR
2. Edgar TGAGAGGERCET/C TEE e dcErdresccracrrsssre TR crcTERCT TT CETEAGT RCT TIc T s
3. Irwin M TGRGRGGEERCCET/cr TEEchcrrErccErdrescchrchasssrE TR CRCCERCT T CE T E A G T R CT Tc kT &k
4. SIC TGAGRGGERCCE T/ EEch I crrErdcErdrescchachacscaE TR CACCERCT T CE TG AR TR CT T/c AT 6sR
5. PBG-33 TGAGAGGERCET/C TEE e s dcErdrestcracrarsssreTrcrcErCT TT cETE AR T RCT T /o T R
§. Cu-1_M TGRGAGGERCCE T/ EEchIcrrsrdcErdrescchachacscaE TR CACTERCT T CE e AR T R CT T/c AT 6sR
7. B2 TGRAGAGGGRCCGTCTTGECAT CAAGRCCET CTGGECCRARCAAGEERGTRCACTGRCT ITCGT GRAT ACT I CAT GER
5. HE4E TGAGAGGERCETCTEE e dcErrreEccracrassrE TR crcTERCT TT CEcERG T RO T TIc T 5
9. B49VE TGRGAGGERCCE T/ EEchIcrrsrdcErdrescchachacscaE TR CACTERCT T CE e AR T R CT T/c AT 6sR
10. PO7 TGAGAGGERCETC TEE e dcErrreEtcracrassere TR crcTERCT T CETEAG T RCT TIc T 5
11. EE1 TGAGAGGERCETCTEE e dcErrreEccracrasserE TR crcTERCT TT cEcERGE T RO T TIc T 5
12. 5C9 TGRGRGGERCCE T/ EEchcrrsrcrErrrEscchachacscaE TR CACERCT T CEcE G T RCT T /o AT 6sR
13. DE943 TGAGAGGERCETCTEE e dcErrreEccracrassrE TR crcTERCT TT CEcERG T RO T TIc T 5
14. BOOEL TGRGRGGERCCET/CEEchIcrrsrccErrrEEcchachacscaE TR CACTERCT T CE A G AG T RCT T/c AT R
15. UBM3Z-04 TGAGAGGERCCE T EEchIcrrsrdcErrrEEcchachacsaE TR CACTERCT T CEcE G TR CT T/c AT 6sR
16. OEYM TGAGAGGERCETCTEE e dcErrreEccracrassrE TR crcTERCT TT CEcERG T RO T TIc T 5
17. TASIK 94 TGRGAGGERCCE T/ EEch I crrErccErrrEEcchacsrEsE G TR CACTEACT T CE T AG TR CT T/c AT 6sR
15. THESL TGAGAGGERCETCTEE e dcErrreEccracrassrE TR crcTERCT TT CEcERG T RO T TIc T 5
19. E-DEL TGAGAGGERCEC s crrdrr s dcErdresccracrassre TR crcTER T TT CETE G T RO T TIo T 5
20. GLS TGRGAGGERCCE I TEEchcrrsrdrErdresccercracseaE TR CACCERCT T CE T AR TR CT T/c AT 6sR
21. 03_BIG TGAGAGGERCETC TEE e dcErrreEtcracrassere TR crcTERCT T CETEAG T RCT TIc T 5
22. 09_RLG TGERGRGGERCCE T/ EEch I crrsrccErrrEEcchachacscaE TR CACTERCT T CEcE G T RCT T/c AT 6sR
23. 20_ALG TGAGAGGERCCE T/ E6EchIcrrsrccErrrEEcchachacscaE TR CACTEACT T CE TG A G TR CT T/c AT 6sR
24. 38_LIG TGAGAGGERCETC TEE e dcErrreEtcracrassere TR crcTERCT T CETEAG T RCT TIc T 5
25. S0_RLG TGERGRGGERCCET/CEEchcrrsrdcErrrEEcchachacscaE TR CACTERCT T CE TG A G T RCT T/c AT 6sR
26. OH TGAGAGAGRTCETC TEEchrnrnErdrErdresccraccresreTrcrcrErCT T A GG T RCT T /o /T 5ER
« &l »
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Annexe D

Interface du logiciel Geneious R7.1

§ Geneious Trial 7.17 - 5 days 1 hour left

=@ & |

File Edit View Tools Sequence Annotate & Predict Help

¢ ¥ @& 74 40 007

Back  Forward | Sequence Search Agents | Align/Assemble Tree Primers Cloning = BackUp Support Help

oy

Sources 10f 16 selected
B"'[..'I Foml ) v Name & Description Crganism Sequencele.. #Sequences % Parwise L. % Identical.. MaxSequen... MinSequenc.. Topology Path
21§ Sample Documents (0) =
i Nigrments (1) ﬂ( 03 ALG - 743 - - - - = lingar Celse »
T o m ALG - ) - - - - - fnear c:\ussH
(16) & ALG - ™ - - - - - Inear C:lse
- Coring (12 J B A6 . b . ; ; ; ; inear Ol
- Contig Assembly (7] ﬁ 0 ALG ; 743 ; . . . . ey Clse
i Genomes (233) 7 Mlignement Nucléotides Aligrment of 18 sequences - 78 18 9%.2% 85.8% 678 678 linear D:\p0
-~ {0 PlasMapper Feature &1 Ninestinn af 12 hy At - - - 5 - - 254 70 - S|
-~ Plasmids from NEB 4 L | D
- Primers (12) ¥Hide
9 Prtsin ocurent | | Sewence Ve | Dotplt (seff) | 0 Fold | Text View [ 1nfo
-~ Tre= Documents (4) | (3 W (@ Sxtact ﬂ RC. 49 Transiate @) Add/Edit Amnotstion | ¢ Alow Editing ) Annotate &Predict | [ Save iz} HEGR=
- Deleted Iiems (26) — ——
A L1
ﬂ Shared Databases |£| % @ |£| M
! Operations | 0 1 o % 5 " 1 Restriction Analysis
2 Al CCCCACACTCTACACCATAACTCCACCCEATCATTACCAATTCTCATCACAGTACCARCCACC TGCCGTAACAA ([ Find Restriction Sites @ @
[} Gene i n [ o 0 El @
---@Genome TCACACTGTTCTCAGCTAATATTCATCCAATCACAAGCCTCAGCATTGG. AGAACTCGTGTTTCAAACAAGC | Canddate Enzymes: |§|
- [} Nudeotide ﬁn . 1 L 1?n 8 B _‘Ig‘n o _Iznln I o o a0 B commercially avalable ...«
B popset GTCCAAGGCCTTATACTGGGTGCTACCATCTACCTTATAGGCTTTCGATGEEACTGCEETAATCACCAGAGCTET
["; ; pte' 0 M 70 160 2 80 0 [ Enzymes must match: Iﬂﬂ
-~ Protein GGCCGCAGACAATGEGCTAACGGCCGGEACTEACAACCTTATGCCATTCAACATCGTCATCCCAACCAGCGAGA .
-~ Pubed m M il T i il il il Elmhmes‘ )
---I‘.“'jSNP TAAC CCAGCCAATAAC AT CCATCAAAC T CCAGATAGTCGACCTCTAAAAGTCGTEECCAGGCAGGGLATCAGATE
[ struchure ] i il i m m 0 — &
---[’-.'.Taxonomy TCATGGTCAGCAAGCGEGAGCCTAGCAGTEACGATCCACGLETGGCAACTATCCAGGGGCCCTCCGTCCCETCAC 1F-|and 2r l_?l o
- 0 Fi] i o] W ] ] J
(B unprot ACTACTACCCTACGAAAGAGTGCCAACACCATCTGTCGTTACCETCECTEEEETEAGCAACTICGAGCTEATTC 620 enaymes selected
i 0 M i i ] i M TS &
CAAATCCTGAACTAGCCAAGAACCTGETCACAGAATACGECCGATTTGACCCAGGAGCCATCAACTACACCAARR I&H&I
i i il 7 2] Gl i
TTGATACTGAGTGAGAGGCGACCEIC T TGECATCAAGACCETATGECCAACAAGGGAGTACACTGACTTTCETGA
il 0 i il T ] £ ]

GTACTTCATGEAGGTGGCCEACCTCARCTCTCCCCTEAAGATTGCAGGAGCATTTGGCTTCARAGACATAATCE

G

GEE
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Annexe E

M ME: Tree Explorer

Interface du logiciel Mega 6.0.5

(Analyse phylogénétique)

File

(]
4
"E
5[

Image

£

&

LElElean B 2 (3|

Subtree  View Compute Caption Help
H®® & ¢ E[DEie
Original tree | Bootstrap consensus tree |
7
A #% M6: Analysis Preferences L == g
i': HK46 ‘Opticns Summary
El KY
OKYM Option Selection |
0 KK1 Analysis Phylogeny Reconstruction
5C9 Scope Al Selected Taxa
of L
] De948 Statistical Method Meighbar-jcining
" TASIK 94 || Phviogeny Test
49 K661 Test of Phylogeny Bootstrap method
o PO7 Neo. of Bootstrap Replicstions 1000
38 ALG Substitution Model
Substitutions Type Nuclectide
99 03 ALG Maode|Mathod p-distance
83 51 09 ALG Substitutions to Include d: Transitions + Transversions
a6 20 ALG Rates and Patterns
93 50 ALG Rates among Sites Uniform rates
849VE
a Fwin M 7 | | Pattern z2meng Lineages Same (Homogeneous)
—|: Data Subset to Use
a STC
VY | | G=ps/Missing Diata Treatment Complete deletion
43 52/70
Edgar

33

55 32 I:

100

—=l

E-DEL
GLS
Cu-1M
PEG-98
P2

- ?H.ﬁ)

Souches Afténuées

OH Seérofype 2 (Extragroupe)

SBL = 042169784
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Pourcentage de similitude entre souches virales des diﬁférents patho‘ty]oes

(Les % au-dessus et au-dessous de [a diagonale représentent respectivement,

lidentité génétique (nucléotidique) et phénotypique (amino-acidique) que partagent les souches entre elles)

52/70

Edgar

Irwin

STC

PBG-98

Cu-1

P2

HK'46

849vB

PO7

KKI

SC9
D6948
OKYM
TASIK
UK661
E-DEL
GLS
03
09
20
38
50
OH

52/70 Edgar Irwin STC PBG98 Cu-1 P2 HK'46 849VvB P07 KKI SC9 D6948 OKYM TASIK UK661 E-DEL GLS 03 09 20 38 50 OH

97.3 | 98.4 | 97.8 96.5 | 96.5 | 96.8 | 95.0 954 | 956 | 95.0 | 95.3 | 95.7 | 95.1 95.0 | 95.6 96.6 96.2 | 95.7 | 95.1 | 95.4 95.3 | 95.3 | 78.3
99,1 97.5| 97.2 959 | 95.9 | 95.9| 94.7 954 | 953 | 944 | 95.0 | 95.4 | 94.8 94.7 | 95.3 95.9 95.6 | 94.8 | 94.2 | 94.2 94.4 | 94.4| 78.3
100,0 | 99,1 98.8 97.1 | 97.1 | 97.3 | 95.1 95.6 | 95.7 | 95.1 | 95.4 | 95.9 | 95.3 95.4 | 95.7 96.5 96.6 | 95.9 | 95.3 | 95.3 95.4 | 95.4 | 78.8
98,2 | 98,2 | 98,2 96.9 | 96.9 | 96.9 | 94.8 953 | 954 | 948 | 95.1 | 95.6 | 95.0 94.8 | 95.4 96.2 96.3| 95.6 | 95.0 | 95.0 95.1 | 95.1| 78.9
96,0 | 96,0 ] 96,0 | 96,0 99.1 | 99.4] 93.8 954 | 944 |1 93.8 ] 941 | 945 | 94.0 94.0 | 94.4 95.7 95.9| 94.4 | 93.7 | 93.7 94.0 | 93.8 ] 78.9
96,4 | 96,4 19641964 | 97,8 99.1 | 93.8 954 | 9441 93.8 | 941 | 945 | 94.0 94.0 | 944 95.7 959 944 | 93.7 | 93.7 94.0 | 93.8 | 78.9
96,9 | 96,0 1 96,9 | 96,0 | 98,2 |97,78 94.1 95.7 | 94.7 | 94.1 | 94.4 | 94.8 | 94.2 94.2 | 94.7 96.0 96.2 | 94.7 | 94.0 | 94.0 94.2 | 94.1] 79.4
98,2 | 97,3 ]198,2196,4 | 942 [94,67] 95,1 96.0 | 98.7 | 98.7 | 98.8 | 99.3 | 99.6 98.1 | 98.8 93.8 93.7]98.1]976 | 97.1 979 | 97.2 | 77.3
97,31 96,4 197,3]1964 | 94,2 |94,67] 95,1 | 98,2 96.6 | 96.0 | 96.3 | 96.8 | 96.2 95.9 | 96.3 95.0 9441 96.2 | 954 | 95.4 95.7 | 953 ] 77.6
98,2 1 97,3 198,2]1964 | 942 |94,67] 95,1 ]100,0] 98,2 98.4 ] 990 | 99.4 | 98.8 98.5| 99.0 94.2 94.11 98.2 | 975 | 97.2 97.8 | 97.3 | 77.6
97,3 | 96,4 ] 97,3 1956 ] 93,3 [93,78] 94,2 | 99,1 | 97,3 | 99,1 98.5 | 99.0 ] 98.7 97.8 | 98.5 93.8 93.7 | 97.8 | 97.3 | 96.8 97.6 | 96.9 | 77.3
97,8 | 96,9 ] 97,8 | 96,0 | 93,8 [94,22] 94,7 ] 99,6 | 97,8 | 99,6 | 98,7 99.6 | 99.0 98.4 | 99.1 94.1 94.1] 98.1 ] 976 | 97.1 97.6 | 97.2 | 77.9
98,2 1 97,3 198,2]1964 | 94,2 |94,67] 95,1 ]100,0] 98,2 |100,0] 99,1 | 99,6 99.4 98.8 | 99.6 94.5 94.41 985 ] 98.1 ] 97.5 98.1 | 97.6 | 77.7
98,2 1 97,3 198,2 1964 | 94,2 |94,67] 95,1 ]100,0] 98,2 ]100,0] 99,1 ] 99,6 | 100,0 98.2 | 99.0 94.0 93.8| 979 | 97.5 | 96.9 97.8 | 97.1 | 77.1
97,8 | 96,9 ] 97,8 1| 96,0 | 93,8 [94,22] 94,71 99,1 ] 97,3 1 99,1 198,2]98,7] 99,1 | 99,1 98.7 93.8 93.7 | 97.6 | 96.9 | 96.6 975 | 96.8 ] 77.1
98,2 | 97,3 ]198,2]196,4] 942 [94,67] 95,1 ]100,0] 98,2 1100,0f 99,1 | 99,6 ] 100,0] 100,0 { 99,1 94.4 9421 98.1 | 976 | 97.1 97.9 | 97.2 | 77.7
96,0 | 95,1 1 96,0 | 95,1 | 94,2 |94,22]| 95,1 | 94,7 | 94,7 | 94,7 1 93,8 ] 94,2 ] 94,7 | 94,7 | 94,2 | 94,7 96.8 | 94.2 | 93.7 | 94.0 93.8 | 93.8 ] 77.6
96,0 | 95,1 1 96,0 1951 ] 96,0 |96,00] 96,9 | 94,7 | 94,7 | 94,7 1 93,8 ] 94,2 ] 94,7 | 94,7 | 94,2 | 94,7 96,4 94.1 | 934 | 934 93.7 | 93.5] 77.3
98,2 | 97,3 ]198,2196,4 ] 942 [94,67] 95,1 ]100,0] 98,2 1100,0f 99,1 | 99,6 ] 100,0] 100,0{ 99,1 | 100,0 | 94,7 | 94,7 99.3 | 99.0 99.6 | 99.1 | 77.7
98,2 | 97,3 ]198,219,4] 942 [94,67] 951 ]100,0] 98,2 1100,0] 99,1 | 99,6 ] 100,0]100,0f 99,1 | 100,0| 94,7 | 94,7 1100,0 99.0 98.8 | 99.1 | 77.6
98,7 | 97,8 ] 98,7 1 96,9 | 94,7 [9511] 956 ] 99,6 | 98,7 | 99,6 | 98,7 | 99,1 ] 99,6 | 99,6 | 98,7 | 99,6 95,1 | 95,11]99,6 | 99,6 98.5 | 99.3 | 77.7
98,2 1 97,3 198,2 1964 | 94,2 |94,67] 95,1 ]100,0] 98,2 ]100,0] 99,1 | 99,6 | 100,0| 100,0 | 99,1 | 100,0 | 94,7 | 94,7 ]100,0]100,0] 99,6 98.7 | 77.3
98,2 1 97,3 198,21 96,4 | 94,2 |94,67] 95,1 ]100,0] 98,2 ]100,0] 99,1 | 99,6 | 100,0| 100,0 | 99,1 | 100,0 | 94,7 | 94,7 1100,0]100,0] 99,6 | 100,0 78.0
796 | 796 1 796 18091 79,1 7911|1800 ] 791 ] 787 | 791 791|791]1791 ] 791 | 787 ] 791 778 179117911791 787 | 79,1 | 791
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