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ABSTRACT 

Peste des petits ruminants (PPR) is a highly pathogenic viral disease caused by 

peste des petits ruminants virus (PPRV). The virus, which belongs to the genus

Morbillivirus, infects primarily small domestic ruminants (goats and sheep) but also 

suids and wild artiodactyls. In nature, the disease occurs in three main forms: 

superacute, acute and subacute. Acute forms are characterised by the appearance of 

symptoms (such as coughing, diarrhoea, runny eyes and nose) leading to high 

morbidity and mortality. Inapparent forms, which are difficult to detect, may 

contribute to the silent spread of the disease. In this thesis, we sought to determine the 

viral or host factors that lead to the appearance or non-appearance of disease 

symptoms. To this end, we applied a multi-omics approach including next generation 

sequencing methods (DNA, RNA), flow cytometry and mass spectrometry.   

Results obtained from of comparative genomic analyses show that a small number of 

mutations can influence the virulence of a PPRV strain. These mutations, distributed 

throughout the viral genome, can be associated with the attenuation of a virulent strain

through notably a reduction in replicative capacity in its natural hosts. As the virulence 

of a virus strain is also tightly linked with its interaction with the host immune system, 

we analysed the response of Saanen goats to infection with PPRV strains of different 

virulence. Vaccination as well as infection with the low virulence PPRV Côte d'Ivoire 

1989 strain did not induce any disease symptoms. These strains showed low 

replication in immune-competent cells (APCs and lymphocytes). This weak 

replication, in addition to the induction of an effective antiviral response, is partly 

responsible for the absence of symptoms observed. The highly virulent PPRV Morocco 

2008 strain has a high level of replication and induces an activation of antiviral and

inflammatory responses that subsides after the synthesis of virus-specific antibodies.  

The key elements underlying these responses are explained and discussed throughout 

the different chapter of this thesis. 

Keywords: Peste des Petits Ruminants, Immune response, virulence, multi-omics
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I. INTRODUCTION 

1. Généralités sur les morbillivirus  

Les virus du genre Morbillivirus sont des pathogènes dominants dans les 

populations humaines et animales dont les effets sur l'économie, la sécurité alimentaire 

et la biodiversité sont importants (Delpeut et al. 2014; Abdullah et al. 2018). git 

Paramyxoviridae, une famille de virus enveloppés, non 

segmentés et à ARN simple brin de polarité négative. 

Les virions revêtent plusieurs formes mais sont majoritairement des particules

sphériques de 150-300 nm de diamètre, constituées d'une ribonucléoprotéine (RNP) 

entourée d'une enveloppe de protéines virales. La taille du génome des morbillivirus 

varient de 15.7 à 16kb et suit la « règle de six » : le nombre de nucléotides dans chaque 

génome doit être un multiple de 6, car dans la RNP chaque nucléoprotéine (N) couvre 

6 nucléotides, ce qui est nécessaire pour assurer une réplication et une transcription 

efficaces des virus de la famille Paramyxoviridae (Calain & Roux 1993).  

Ces génomes contiennent 6 gènes qui codent pour six protéines structurales et deux 

protéines non structurales. Les protéines structurales sont les suivantes : la protéine de 

nucléocapside N, la phosphoprotéine P, la protéine de matrice M, l'hémagglutinine H, 

la protéine de fusion F et l'ARN polymérase ARN-dépendante L. Le génome est 

encapsidé par les protéines N, P et L formant ainsi la ribonucléoprotéine. La 

transcriptase ARN provoque une insertion d'une pseudo-guanidine au milieu du gène 

codant pour la protéine P. Cette erreur conduit à la synthèse des deux protéines non 

structurales V et C (Pfeffermann et al. 2018). La Figure 1 montre l'organisation du 

génome et la structure protéique des morbillivirus. 

Dans des populatio

sont à l'origine d'épidémies dévastatrices associées à de forte morbidité et mortalité. 
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Les individus qui survivent aux infections développent une immunité à vie (Vries et 

al. 2015; Cosby & Weir 2018).  

A 

B 

Figure 1. Représentation schématique du virion et de l'organisation du 

génome des morbillivirus. (A) Le génome des morbillivirus est une molécule 
d'ARN à sens négatif monocaténaire non segmentée. Le génome comprend six 
unités transcriptionnelles (N, P, M, F, H et L), un promoteur génomique à 

3 '(GP) et un promoteur anti-génome  5' (AGP). Le gène P 
code pour deux protéines non structurales supplémentaires, C et V. (B) Les virions 
des morbillivirus sont formés à partir des protéines structurales. Les 
glycoprotéines (F et H) sont intégrées dans l'enveloppe virale. Les protéines M 
tapissent la surface interne de l'enveloppe virale. Le complexe 
ribonucléoprotéique est composé de protéines N, P et L en association avec le 
génome ARN. Représentation adaptée de Parida et al. (2015). 
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a. Modes de transmission 

Ces virus sont très contagieux et se propagent par voie respiratoire causant des

détresses respiratoires. Les contaminations par morbillivirus se font soit par inhalation 

de gouttelettes d'aérosol ou de particules virales en suspension dans l'air, soit par 

contact direct avec des vecteurs passifs ou des fluides biologiques contaminés. En plus 

des transmissions horizontales, certaines indications révèlent des transmissions 

verticales de certains morbillivirus tels que le virus de la rougeole et celui de la maladie 

de Carré (Pfeffermann et al. 2018).  

La plupart des morbillivirus possèdent des hôtes spécifiques. 

implique  « hypothétique » qui empêche le passage 

. Le virus de la rougeole (MV) infecte les humains 

et les primates (Rima & Duprex 2006). Le virus de la maladie de carré (CDV) infecte 

les chiens mais aussi les carnivores sauvages (Martinez-Gutierrez & Ruiz-Saenz 2016). 

Le virus de la peste bovine (RPV) , infectait principalement les 

bovins domestiques (Tounkara & Nwankpa 2017). Le virus de la peste des petits 

ruminants (PPRV) infecte les chèvres, les moutons et un large éventail d'artiodactyles 

sauvages (Dou et al. 2020).  

Cette transmission entre espèces pourrait être liée à l'observation selon laquelle le MV, 

le CDV et le RPV peuvent se répliquer efficacement dans des cellules exprimant des 

récepteurs d'entrée d'hôte inhabituels (Rijks et al. 2008).  

Cependant, les preuves de la transmission entre espèces ne sont pas surprenantes, 

étant donné l'origine commune de ces virus. En effet, la plupart des morbillivirus ont 

évolué à partir d'un ancêtre commun, qui s'est adapté à différents  hôtes mammifères, 

(Vries et al. 2015; Cosby & Weir 2018).  
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Une des plus grandes restrictions aux passages entre espèces est l'entrée des virus. 

L'identification des récepteurs cellulaires a permis d'établir le chemin d'infection de 

ces virus (Delpeut et al. 2014). Les morbillivirus ciblent dans un premier temps, les 

cellules immunitaires (lymphotropisme)  par le biais du récepteur SLAM (Signaling 

Lymphocytic Activation Molecule) avant de se propager aux épithéliums 

respiratoires  (épithéliotropisme) par le biais de la protéine de jonction d'adhérence 

nectin-4 (Sawatsky et al. 2018) et l'attachement de ces virus 

à ces récepteurs (Vries et al. 2015; Cosby & Weir 2018).  

certaines espèces consiste à infecter des cellules exprimant leur récepteur SLAM. Une 

seule substitution d'acide aminé sur la protéine H a suffi pour permettre à une souche 

de la maladie de Carré isolée d'un chien à l'aide de cellules exprimant le SLAM canin, 

d'interagir avec le SLAM du ouistiti (Seki et al. 2003). Par ailleurs, la protéine H du 

virus de la rougeole peut interagir avec les SLAM humains, canins et tamaris, ce qui 

suggère que cette protéine reconnaît des résidus d'acides aminés qui sont conservés 

entre ces espèces (Fukuhara et al. 2019).  

La similarité génétique et de cycle de vie peut suggérer un potentiel zoonotique des 

morbillivirus infectant des hôtes non humains. Par exemple, le virus de la peste des 

petits ruminants (PPRV), relativement proche de celui de la rougeole (MV), est 

incapable d'utiliser les récepteurs des cellules humaines. Néanmoins, un seul 

changement d'acide aminé est suffisant pour permettre de passer cette restriction, 

montrant ainsi le potentiel zoonotique de cette maladie (Abdullah et al. 2018).  

Les récepteurs de la famille SLAM sont un ensemble de neuf glycoprotéines (SLAMF1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 9) conservées à la surface des cellules immunitaires (O'Connell et al. 

2019).  
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La molécule SLAMF1 (également connue sous le nom de CD150), exprimée à la surface 

des cellules B et T activées, des cellules dendritiques (DC) et des macrophages, est le 

principal récepteur d'entrée des morbillivirus dans le système immunitaire (Tatsuo et 

al. 2001).  

La glycoprotéine Nectin-4 est une protéine cellulaire exprimée à la surface des cellules 

épithéliales primaires des voies respiratoires et de nombreuses lignées de cellules 

d'adénocarcinome d'origine pulmonaire, mammaire et du côlon. Ce récepteur a été 

identifié comme un récepteur épithélial pour plusieurs morbillivirus et il est impliqué 

dans la sortie du virus des voies respiratoires et dans la transmission par les aérosols 

(Noyce & Richardson 2012).  

  

b. Cycle de réplication virale 

Le cycle réplication des morbillivirus débu

cellule-

Hémagglutinine H virale et les récepteurs cellulaires (SLAM ou Nectin 4).  Cette étape 

n virale qui permet la fusion 

Du fait de la polarité négative de leur ARN, la réplication du génome des morbillivirus 

démarre dans le cytoplasme par la formation des ARN messagers (ARNm de polarité 

positive) codant pour les différentes protéines virales.  

génome négatif. La transcription des gènes viraux débute par celle du gène codant 

pour la nucléoprotéine N.  

poly (A) et marque le début de la transcription du gène suivant.  
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de passage de la polymérase au gène suivant . La 

polymérase peut se détacher après la transcription de chaque gène, mais la 

viral. Ainsi, la quantité relative de chacun des transcrits est fonction de l'ordre des

gènes. Les abondants 

contrairement à ceux du gène L, situés 

Les protéines virales sont par la suite synthétisées par les ribosomes cellulaires. Les 

 protéines sont 

produites dans le cytosol.  

Après la synthèse des ARNm, le génome viral peut ensuite être répliqué en anti-

-génome qui sert de matrice pour la synthèse de plusieurs 

copies du génome viral. Les génomes néosynthé

N, L et P pour former les nucléocapsides. Celles-ci sont ensuite dirigées vers la 

membrane cellulaire pour se lier dans le cytosol 

transmembranaires du virus. La membrane se replie et la particule virale est libérée 

par bourgeonnement (Parida et al. 2015b; Kumar et al. 2014). Les différentes étapes du 

cycle de réplication des morbillivirus sont résumées dans la Figure 2. 

c. Le virus de la rougeole (MV) 

Le virus de la rougeole est le seul morbillivirus affectant l'homme. Il existe au 

moins 22 génotypes du virus de la rougeole, répartis en 8 clades (Rima & Duprex 2006). 

Ce

morbidité et de mortalité infantile. 
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La prédisposition accrue aux infections opportunistes qui en découle peut entraîner 

des complications telles qu'une pneumonie, des troubles gastro-intestinaux et des

éruptions maculo-papuleuses (taches cutanées superficielles). Les éruptions maculo-

papuleuses associées au virus de la rougeole sont supposées être dues à la réponse des 

cellules T à l'infection. Ainsi, les personnes immunodéprimées ne présentent pas ce 

symptôme (Vries et al. 2015).  

Figure 2. Représentation schématique du cycle de réplication des 

Morbillivirus adaptée de Kumar et al (2014). (A) 
grâce aux glycoprotéines Hémagglutinine de la surface virale qui interagissent avec 
les récepteurs cellulaires de type SLAM ou Nectin-4. (B) Etape de fusion des 
membranes permise par la protéine de fusion virale. (C) Décapsidation 
cytoplasmique. (D, E) Réplication du génome virale. (F, G1) Transcription et 
traduction des différentes protéines virales. (G2A, G2B) Modifications post-
traductionnelles des protéines virales. (H) Assemblage de la particule virale à la 
membrane. (I) Bourgeonnement des particules virales.
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Des atteintes du système nerveux central (SNC) sont souvent observées chez les 

individus infectés par ce virus. La rougeole peut par exemple induire la 

panencéphalite sclérosante subaiguë (SSPE) et l'encéphalite à corps d'inclusion de la 

rougeole (MIBE) qui surviennent chez les personnes immunodéprimées (Cosby & 

Weir 2018).  

En raison de la forte capacité d'infection de la rougeole, une immunité collective d'au 

moins 95 % est nécessaire pour prévenir les épidémies sporadiques (Pfeffermann et al. 

2018). Le R0, qui représente le nombre de cas secondaires pouvant être générés à partir 

d'un cas index dans une population sensible, est estimé à 15 pour le virus de la 

rougeole. La disponibilité de vaccins sûrs et efficaces à base de virus vivants atténués

a permis de réduire considérablement la morbidité et la mortalité liées à la 

rougeole.  La vaccination a réduit de 90% le nombre de cas de rougeole à travers le 

monde (Rima & Duprex 2006). 

Du fait de la disponibilité des moyens de diagnostics et de contrôles efficaces, 

l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) avait pour objectif d'éradiquer cette 

maladie pour 2020 (Cosby & Weir 2018). Cependant, il existe un risque que des 

morbillivirus émergent de réservoirs zoonotiques pour occuper la niche écologique de

la rougeole, comme cela a été observé pour les virus de l'influenza, du syndrome 

respiratoire du Moyen-Orient (MERS) et des syndromes respiratoires aigus sévères 

(SARS)

prolongée après l'éradication. Les grands singes sont des hôtes finaux de la rougeole 

et aucune autre espèce, mis à part l'Homme, ne peut être infectée de manière naturelle 

par ce virus (Rima & Duprex 2006). 

Outre les récepteurs SLAM et Nectin-4, le récepteur CD46 est également impliqué dans 

la phase de reconnaissance de ce virus. Le CD46 est une glycoprotéine 

transmembranaire de type I, identifiée à l'origine comme un inhibiteur du 

complément. Il s'agit du seul cofacteur membranaire exprimé de manière ubiquitaire 
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pour le clivage des molécules C3b et C4b. Ce clivage est médié par le CD46 qui joue 

un rôle clé dans la protection des cellules hôtes contre une activation indésirable du

complément (Cardone et al. 2011).  

Ce cofacteur protéique membranaire fonctionne comme un récepteur d'entrée pour 

plusieurs pathogènes humains viraux et bactériens importants, tels que le virus de la 

rougeole. En effet, lorsque des lignées cellulaires murines non perméables au virus de 

la rougeole sont transfectées avec un ADNc CD46, celui-ci agit comme un récepteur 

pour la liaison, la fusion, la réplication et la synthèse des protéines du virus de la 

rougeole (Naniche et al. 1993; Dörig et al. 1993). 

L'infection des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) par la souche 

vaccinale Edmonston du virus de la rougeole a entraîné une régulation à la baisse de 

l'expression de CD46 à la surface des cellules, alors que l'infection par une souche de 

type sauvage ne le permettait pas. Cette régulation négative du CD46 rend les cellules 

plus sensibles à la dégradation par le complément. Par conséquent, il semble que les 

souches qui n'induisent pas cette régulation négative ont un avantage réplicatif et que

cette régulation négative du CD46 par certaines souches virales du virus de la rougeole 

pourrait être un marqueur d'atténuation (Schnorr et al. 1995). 

d. Le virus de la peste bovine (RPV) 

Dans le genre Morbillivirus, le virus de la rougeole est très proche de celui de la 

peste bovine, qui est une maladie des Artiodactyles. Selon certaines hypothèses, un 

virus apparenté à la peste bovine aurait franchi la barrière des espèces pour atteindre 

l'Homme il y a entre 1000 et 5000 ans (Furuse et al. 2010; Vries et al. 2015). Une étude 

récente a démontré que le virus de la rougeole a probablement divergé du virus de la 

peste bovine au sixième siècle avant notre ère, coïncidant vraisemblablement avec 

l'essor des grandes villes. Cependant, l'origine (humaine ou bovine) de cette 

divergence n'a pas encore été établie (Düx et al. 2020).  
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La peste bovine est connue depuis (Blancou 1994) pour sa mortalité 

spectaculaire et sa rapidité de diffusion qui lui donnent un caractère de catastrophe 

économique et sociale. En Europe et durant des siècles, cette maladie était associée aux 

de leurs animaux pendant les campagnes 

militaires et était réputée comme l'une des infections bovines les plus meurtrières, 

provoquant des destructions massives (Tounkara & Nwankpa 2017; Hamilton et al. 

2017). L'infection par le virus de la peste bovine provoque des symptômes tels que la 

fièvre et la diarrhée chez les bovins, qui meurent dans les jours qui suivent l'apparition 

des symptômes. 

Au 18ème siècle, Lancisi suggère des méthodes de contrôle de la peste bovine qui 

permiren sont encore 

Dans les années 1920, J. T. Edwards développe un premier vaccin 

atténué caprinisé contre la peste bovine et démontre que les animaux vaccinés sont 

protégés à vie. En 1957, W. Plowright et R. D. Ferris développent le premier vaccin

peste bovine sur lignée de cellules. Ce vaccin était économique à produire et a 

largement été utilisé en Afrique et en Asie.  

Pour contrôler la maladie dans ces régions, dès les années 1950, une lutte non 

coordonnée est mise en place en fonction des possibilités financières avec les premiers 

vaccins caprinisés. Le premier grand programme d'éradication de la peste bovine en 

Afrique (Programme conjoint PC15) mettant  une assistance technique et un 

financement multilatéral débute en 1962. En Afrique et en Asie, plusieurs programmes 

successifs de vaccination permirent  mondiale 

de la maladie en 2011. Le dernier cas de peste bovine a été signalé chez un buffle au 

Kenya en 2001 (Pfeffermann et al. 2018; Hamilton et al. 2017).  

Après l'éradication mondiale de la variole en 1980, il s'agit de la première maladie 

animale à être éradiquée dans le monde.  



 Introduction 

24

e. Le virus de la maladie de carré (CDV) 

Le virus de la maladie de carré (CDV) provoque une maladie infectieuse chez 

le chien, mais peut aussi infecter un large éventail de carnivores. Cette capacité à 

infecter une large gamme d'hôtes constitue un risque pour la conservation de la faune 

sauvage et captive. En effet, Le CDV infecte de nombreuses espèces domestiques et 

sauvages de l'ordre des carnivores et d'autres familles comprenant les Felidae, les 

Procyonidae, les Mustelidae, les Hyaenidae, les Ursidae, et les Viverridae (Martinez-

Gutierrez & Ruiz-Saenz 2016). Des familles de mammifères, comme les Cricetidae 

(rongeurs), les Cercopithecidae (singes de l'Ancien Monde), les Suidae (porcs) et les 

Elephantidae (éléphants) peuvent aussi être infectées. Des phoques du lac Baïkal ont 

été reconnus infectés par le CDV, ce qui met en danger les mammifères marins 

(Mamaev et al. 1996; Butina et al. 2010). 

Chez le chien domestique, la maladie est bien contrôlée par la vaccination (Martella et 

al. 2008). Il existe 17 lignées du CDV qui ont été définies en fonction des divergences 

(Diallo 1990; Duque-Valencia et al. 2019). 

Le CDV diffère des autres morbillivirus par sa capacité à se maintenir dans des

populations de faible densité et est connu pour être neurovirulent (Vries et al. 2015). 

Le récepteur nectin-4 est largement exprimé dans le tissu cérébral canin où il pourrait 

jouer le rôle de récepteur d'entrée, suggérant ainsi un rôle de ce récepteur dans la 

neurovirulence du CDV (Cosby & Weir 2018). Cependant, l'invasion du système 

nerveux par le CDV pourrait également impliquer l'existence d'un troisième récepteur 

potentiel pour ce virus, car la présence du récepteur nectin-4 n'a pas été prouvée dans 

la substance blanche ou dans les astrocytes en culture. Il s'agirait du récepteur des 

cellules gliales (GliaR), qui serait impliqué dans la transmission non cytolytique de 

cellule à cellule dans les astrocytes (Alves et al. 2015).  
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Ce nouveau récepteur doit être entièrement identifié et caractérisé chez les canins car 

il apparaît jouer un rôle clé pour la neurovirulence du CDV et d'autres morbillivirus. 

La surveillance du CDV dans des populations cibles permet d'explorer des scénarios 

complexes de transmission. Ces scénarios comprennent la possibilité de la circulation 

de différentes souches dont la virulence peut varier selon les espèces, l'importance 

épidémiologique des individus asymptomatiques dans la propagation de la maladie 

et hôtes représentant un cul-de-sac épidémiologique (Duque-Valencia et al. 2019). 

Dans les environnements homogènes (par exemple, les chiens domestiques), les 

scénarios de transmission montrent que des souches spécialisées peuvent émerger 

dans des populations de taille et de densité suffisantes pour permettre une forte 

sélection spécifique. Ces souches pourraient se révéler très virulentes mais peu 

transmissibles à d'autres hôtes. En revanche, les souches généralistes devraient mieux 

se transmettre et être plus performantes que les souches spécialisées dans les 

environnements hétérogènes (multi-hôtes) (Nikolin et al. 2012). 

Après quelques passages en culture cellulaire, le CDV est capable d'infecter des 

cellules exprimant le SLAM humain. Cette infection semble être due soit à un 

acides 

aminés (AA) dans les protéines P/V, F et H (Bieringer et al. 2013; Otsuki et al. 2013).  

Les anticorps produits après une infection par le CDV ou le MV reconnaissent des 

épitopes conservés, ce qui permet d'avancer l'hypothèse que l'immunité acquise par la 

rougeole aurait protégé l'Homme de l'infection par le CDV. Le taux de substitution 

traduisant la capacité évolutive est estimé entre 7.41 × 10 4 et 11.5 × 10 4

substitution/site/an pour le CDV. Ce taux est légèrement supérieur à celui du MV (6.5 

× 10 4 substitution/site/an), ce qui faciliterait la  transmission inter-espèces et 

l'adaptation du CDV à de nouveaux hôtes (Duque-Valencia et al. 2019).  
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f. Autres morbillivirus 

Le monde marin n'est pas épargné par les conséquences de ces virus.  En effet, 

deux morbillivirus de mammifères marins ont été isolés au cours des années 1980 et 

1990 à partir de phoques ou de cétacés morts et ont été nommés virus de la maladie de 

Carré du phoque (PDV) et Morbillivirus des cétacés (CeMV). Un morbillivirus des 

cétacés a été décrit dans un premier temps chez des marsouins communs des côtes

irlandaises en 1988 et a été nommé Morbillivirus des marsouins (PMV). Quelques 

années plus tard, un virus inconnu a provoqué une mortalité massive de dauphins 

rayés dans la méditerranée. Ce virus a été nommé Morbillivirus des dauphins (DMV).

En se basant sur des similarités de séquences, les PMV et DMV ont été regroupés en 

CeMV (Ohishi et al. 2019).  

Le nombre de cas de PDV et de CeMV chez diverses espèces marines ne cesse 

d'augmenter dans le monde. L'infection expérimentale de phoques par le PDV a 

montré que la pathologie provoquée est similaire à celle du CDV : une pneumonie 

sévère, une déplétion lymphocytaire et une méningo-encéphalite sont généralement 

observées (Kennedy 1998). Une forme cérébrale du CeMV a été détectée uniquement 

chez les dauphins rayés, ce qui suggère que ces animaux développent une encéphalite 

chronique après s'être remis d'une infection systémique. Les lésions cérébrales de ces 

animaux sont très similaires à celles observées dans l'encéphalite sclérosante induite 

par le virus de la rougeole (Di Guardo & Mazzariol 2013).  

Des infections subcliniques peuvent se produire chez les cétacés. Ces infections 

induisant une absence de signes cl

d'anticorps peuvent conduire à une sous-estimation de l'incidence et de la prévalence 

de ces virus, induisant une propagation silencieuse de la maladie (Ohishi et al. 2019). 

Les morbillivirus des mammifères marins sont certainement transmis par contact car 

ces virus ont une durée de vie très courte en dehors de leur hôte.  
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Lors de leur passage terrestre, les pinnipèdes vivent en colonies très denses, ce qui 

implique que le PDV peut être transmis comme les autres morbillivirus terrestres. La

transmission verticale des CeMV est également envisagée (Di Guardo & Mazzariol 

2016). 

Le PDV et le CDV sont des virus étroitement apparentés et les séquences SLAM des 

caniformes sont similaires. Par conséquent, la transmission des morbillivirus entre 

caniformes est possible, si ces animaux entrent en contact dans la nature (Ohishi et al. 

2019). Par exemple, le CDV a été isolé chez des phoques de la mer Caspienne lors 

d'épidémies avec des taux de mortalité élevés en 1997, 2000 et 2001 (Mamaev et al. 1996; 

Beineke et al. 2015). 

Les chauves-souris et les rongeurs sont considérés comme les mammifères qui abritent 

en permanence l'une des plus grandes diversités génétiques des virus existants. Une 

phylogénie basée sur une partie de la polymérase virale L a été révélée pour la 

première fois, un nouveau membre du genre Morbillivirus chez les chauves-souris 

(chauves-souris vampires néo tropicales) (Drexler et al. 2012). Il a été nommé 

Morbillivirus de la chauve-souris vampire (DrMV) et n'a pas encore été isolé en tant 

que virus qui se réplique (Nambulli et al. 2016). La présence d'un virus apparenté au 

morbillivirus appartenant aux paramyxovirus a également été détecté chez les 

rongeurs (Drexler et al. 2012) 

Figure 3. Arbre phylogénétique représentant les différents morbillivirus.

Cette représentation contient les morbillivirus des cétacés (CeMV) , le virus de la 
rougeole (MV), le virus de la peste bovine (RPV), le virus de la peste des petits 
ruminants (PPRV), le virus de la maladie de Carré du phoque (PDV), le virus de la 
maladie de Carré (CDV), le morbillivirus de la chauve-souris (Bat Morbillivirus) et
le morbillivirus félin (FmoPV)  (Vries et al. 2015).  
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Les chats et les chiens sont les animaux domestiques et de compagnie les plus 

répandus dans le monde. L'existence d'un morbillivirus canin (CDV) a conduit à 

émettre l'hypothèse de la présence de morbillivirus non reconnus chez les chats. Une 

étude d'épidémiologie moléculaire chez des chats errants de Hong Kong et des chats 

malades de Chine continentale a permis de caractériser un morbillivirus de chat appelé 

Morbillivirus félin (FeMV). Ce virus a la particularité de s'attaquer aux reins, induisant 

des symptômes comparables à ceux de la néphrite tubulo-interstitielle chez le chat 

(Woo et al. 2012). 

Depuis lors, le Japon, les États-

-GT2 a 

récemment été isolé en Allemagne et a démontré un tropisme in vitro pour les cellules 

primaires félines des reins, des poumons et du système immunitaire, ainsi que pour 

des cultures organotypiques du cerveau et du cervelet félin (Sieg et al. 2019). Les 

Figures 3 et 4 montrent les relations phylogénétiques entre les différents morbillivirus. 

Cette année, un nouveau virus du genre Morbillivirus a été détecté chez le porc : le 

Morbillivirus porcin (PoMV). Ce virus a montré le même tropisme que les autres 

inflammation placentaire chez le porc (Arruda et al. 2021). 
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Figure 4. Relation phylogénétique entre les différents morbillivirus basée 

sur l'hémagglutinine virale. Le PPRV et le MV sont les morbillivirus les plus 
étroitement apparentés. Le CDV et le PDV se situent dans la même branche 
évolutive. La partie droite de l'image montre les hôtes et les hôtes potentiels 
(marqués d'un " ?") des virus apparentés. La croix sur la vache signifie l'éradication 
de la peste bovine. (Dou et al. 2020) 
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2. Le virus de la peste des petits ruminants (PPRV) 

Le virus de la peste des petits ruminants (PPRV) est un morbillivirus gine 

aiguë des petits ruminants domestiques 

(principalement des moutons et des chèvres) et sauvages. Cette maladie épidémique 

transfrontalière, hautement contagieuse menace les moyens de subsistance et la 

sécurité alimentaire des éleveurs à faibles revenus. Plus d'un milliard de moutons et 

de chèvres, soit approximativement 80% des petits ruminants, sont à risque d'infection 

par le PPRV. La maladie est aujourd'hui répartie de l'Afrique de l'Ouest à l'Asie de 

l'Est e (Rajko-Nenow et al. 

2017; Donduashvili et al. 2018) et en Bulgarie (OIE 2018a; Kamel & El-Sayed 2019). Les 

pertes économiques sont estimées de 1.45 à 2.1 milliard de dollar par an (OIE & FAO 

2015).  

La classification génotypique du PPRV a permis d'identifier 4 lignées virales. Ainsi, les 

lignées I et II sont limitées à l'Afrique occidentale et centrale, la lignée III est commune 

à l'Afrique orientale et à la partie sud du Moyen-Orient et la lignée IV est 

hi

prédominante au Moyen- (Kwiatek et al. 2011; 

Dundon et al. 2020; Tounkara et al. 2021). Les raisons de sa dominance sont encore mal 

connues.    

Les petits ruminants domestiques, mais aussi certains artiodactyles sauvages et captifs 

sont touchés par la maladie, avec un taux de mortalité de 50 à 100 % dans les 

populations sensibles (Kwiatek et al. 2011; Li et al. 2017; Marashi et al. 2017; Jaisree et 

al. 2018; Rahman et al. 2020). Les bovidés peuvent être infectés par le PPRV sans 

développer de symptômes (Couacy-Hymann et al. 2019).  
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Notamment, une séroprévalence de 17,5 % chez les bovins et de 22,5 % chez les buffles 

a été constatée rovince du Punjab au 

Pakistan (Abubakar et al. 2017).  En 2013, un foyer de PPR a été détecté chez des 

chameaux en Iran (Zakian et al. 2016), bien que les infections expérimentales ont 

démontré que ces animaux ne développent aucun signe de la maladie (Fakri et al. 

2019).  

Ainsi, les bovins et les camélidés sont considérés comme des culs-de-sac 

épidémiologiques pour le PPRV (Schulz et al. 2019).  

Notre connaissance sur la susceptibilité de différentes espèces à être infectées par le 

PPRV est en constante évolution. Les porcs et les sangliers peuvent également être 

infectés par le virus de la PPR (PPRV) et représentent peut-être des hôtes négligés et 

un réservoir potentiel de la maladie. En effet, une infection expérimentale a montré 

que le virus peut être transmis de manière bidirectionnelle entre les porcs et les 

chèvres, ce qui indique que ces animaux peuvent être une source possible d'infection 

par le PPRV (Schulz et al. 2018). Le manque de séquences virales provenant d'hôtes de 

type sauvage et atypiques pour la PPR ainsi que la méconnaissance des facteurs liés à 

la sensibilité des nouveaux hôtes constituent un obstacle à la compréhension des 

mécanismes qui sous-tendent cette adaptation à de nouveaux hôtes (Dou et al. 2020). 

L'observation clinique de la maladie sur le terrain a révélé que plusieurs espèces de 

petits ruminants sont touchées à des degrés divers. Les chèvres sont généralement plus 

sévèrement touchées que les moutons et, en cas de contact avec des animaux infectés, 

la maladie se déclare souvent chez les chèvres sans affecter les moutons (Lefèvre & 

Diallo 1990). Les infections expérimentales permettent difficilement de reproduire le 

pouvoir pathogène initialement observé sur le terrain. La sensibilité des hôtes varie 

considérablement selon l'espèce, la race, le statut immunitaire et certainement des 

facteurs environnementaux, même s'ils sont infectés par le même virus (Fakri et al. 

2017). 
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Dans la relation hôte-virus, la différence de gravité de la maladie dépend de la 

sensibilité de l'hôte et de la virulence du virus.  Par exemple, lorsqu'elles sont infectées 

par les mêmes souches de PPRV, les chèvres naines des régions tropicales sont plus 

sensibles que les chèvres à longues pattes des régions sahariennes (Lefèvre 1991; 

Couacy-Hymann et al. 2007).  

Cependant, la virulence des isolats du PPRV peut être affectée par d'autres facteurs 

tels que les conditions de stockage (Couacy-Hymann et al. 2007), le type de cellule et 

le nombre de passages effectués pour l'isolement de la souche (Baron et al. 2014). Les 

expérimentales influencent donc grandement notre capacité à mieux comprendre les 

raisons de cette variabilité de la susceptibilité des hôtes et de la virulence des souches

circulantes. 

Comme les autres morbillivirus, le PPRV est lymphotropique, épitheliotropique (Pope

et al. 2013; Birch et al. 2013) et se transmet soit par contact entre des animaux infectés 

et des animaux sains, soit par inhalation d'aérosols ou de particules virales en 

suspension. Il n'y a pas de preuve de transmission verticale de la PPR à travers le 

placenta. Des preuves récentes de la présence de l'ARN du PPRV dans Culicoides 

imicola soulèvent la question de la transmission entre hôtes à l'aide de vecteurs 

& Oz 2019).  La Figure 5 résume les modes de transmission possibles du PPRV. 

Le virus pénètre dans l'organisme en passant par l'épithélium nasopharyngé. Une fois 

reconnu, il est pris en charge par les macrophages et les cellules dendritiques et 

transporté vers les ganglions lymphatiques. A ce niveau se déroule une réplication 

s exprimant le récepteur 

SLAM. Ces lymphocytes vont ainsi participer à la propagation systémique du virus 

(Kumar et al. 2014).  
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Figure 5. Représentation des modes possibles de transmissions du PPRV.

Le virus peut être transmis soit par contact entre des animaux sains et infectés, soit 
par contact avec un fomite, soit potentiellement par l'implication de vecteurs. 

Dans les premiers stades de l'infection marqués par une hyperthermie, toutes les 

sécrétions corporelles sont fortement chargées en particules virales. Le fait de tousser

et  des aérosols virulents dans l'air. L'excrétion virale commence au 

stade de l'incubation, avant l'apparition des premiers signes cliniques, et certains 

 peut durer jusqu'à plus de 2 mois après la guérison, comme 

cela a été observé dans les fèces de chèvres (Wasee Ullah et al. 2016).  

La période d'incubation de la maladie est généralement de 4-

varier entre 3 et 14 jours. Durant cette période, la présence silencieuse du virus, sans 

signes cliniques visibles, augmente le risque de propagation de la maladie à d'autres 

petits ruminants. Au cours de la phase aiguë de la maladie, les animaux expriment un 

état fébrile et une fièvre pouvant atteindre 41°C qui peut durer 3-5 jours, 

 dépression et d'anorexie (Balamurugan et al. 2014).  
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Le museau devient très sec. Il y a aussi une salivation excessive et la formation de 

lésions érosives pouvant devenir nécrotiques dans la cavité buccale. Dans les cas

de fibrine (dépôt caséeux) sur la langue. Dans les derniers stades de la maladie, les 

animaux développent de la diarrhée et de la toux induisant une respiration 

abdominale laborieuse. Enfin, l'animal peut devenir dyspnéique et la perte de poids 

progressive conduit finalement à la mort. Certains symptômes de la maladie sont 

présentés dans la Figure 6. 

individus atteints par unité de population) peut 

atteindre 100% avec un taux élevé de létalité des formes aiguës de la maladie. La 

mortalité peut varier considérablement en fonction de la virulence de la souche virale 

 atteint (Parida et al. 2015).  

La PPR est une maladie en constante progression, avec des occurrences dans des pays 

d'Afrique du Nord, Centrale et Australe tels que l'Algérie et le Burundi 

(Niyokwishimira et al. 2019; Britton et al. 2019; OIE 2018b), ou encore en Bulgarie (OIE 

2018a) et en Mongolie (Shatar et al. 2017; Pruvot et al. 2020). 

Figure 6. Symptômes de la PPR : (A) Ecoulement nasal observé chez une chèvre 
(Bamouh et al. 2019). (B) Erosions de la muqueuse buccale (Truong et al. 2014). 
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Certains pays présentent un risque d'incursion du PPRV en raison de la porosité de 

leurs frontières et de leur proximité avec un pays où le PPRV est endémique

 (Burns et al. 2019). Selon 

organisation internationale de la santé animale (OIE), des cas de PPR ont été 

rapportés dans 39 pays en 2007, 43 en 2013 et la maladie  dans 

, (Dou et al. 2020).  

Depuis 2019, le nombre de foyers de PPR dans le monde a considérablement diminué. 

Cette diminution peut être attribuée aux effets des campagnes de vaccination 

implémentées dans plus de 50 pays (Figure 7).  

La mobilité des animaux, associée au commerce ou au pastoralisme, est un facteur 

important dans la transmission et la circulation transfrontalière de la PPR (Bataille et 

al. 2021). Par exemple, un échantillonnage environnemental dans un marché de 

chèvres à Katmandou, au Népal, a montré que 60 % des échantillons étaient positifs 

pour la PPR (Colenutt et al. 2021).  

Les leçons acquises de l'éradication mondiale de la peste bovine en 2011, ainsi que 

FAO et l'OIE à élaborer et à approuver la stratégie mondiale pour le contrôle et 

l'éradication de la PPR (GCES PPR) afin d'éradiquer la PPR d'ici 2030 (FAO & OIE 

2015; FAO & OIE 2016).  

moyens de diagnostics et de vaccins efficaces. Les moyens de diagnostics de la PPR 

reposent principalement sur la détection du matériel génétique ou antigénique viral 

(par exemple par RT-PCR, RT-PCR en temps réel ou ELISA immunocapture), la 

V (ELISA de compétition, tests de 

(Kamel 

& El-Sayed 2019). Le séquençage complet du génome de la PPRV devient aussi un 

ie évolutive de la maladie. 
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A                                                            2005-2021 

B                                                            2020-2021 

Figure 7. Distribution des foyers de PPR dans le monde.  (A) Foyers de PPR 
notifiés au cours de la période 2005-2021. (B) Foyers de PPR notifiés au cours de la 
période 2020-2021. Les cercles représentent les foyers chez les animaux domestiques. 
La couleur des cercles détermine si le foyer est en cours (orange) ou a été résolu 
(vert). Ces données sont disponibles sur le portail https://wahis.oie.int/#/home .    
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Les vaccins les plus utilisés contre la PPR sont des vaccins vivants atténués à partir de 

souches sauvages. Le premier et le plus utilisé de ces vaccins à travers le monde est le 

Taylor et Abegunde (Taylor & 

Abegunde 1979).  La souche vaccinale a ensuite été obtenue en effectuant 75 passages 

cellulaires sur des cellules Vero (Diallo et al. 1989). Un deuxième vaccin vivant atténué, 

le vaccin Sungri 96 principalement utilisé en Inde,  a été développé par l'institut indien 

de recherche vétérinaire (IVRI) à partir d'un isolat indigène du virus de la PPR (Sarkar

et al. 2003).  

L'immunogénicité et l'efficacité protectrice des vaccins PPR après administration 

nasale ou sous-cutanée ont été prouvées chez les chèvres et moutons. Les animaux 

vaccinés ont été protégés contre les infections par des souches virulentes et n'ont 

présenté aucune excrétion virale dans les fluides biologiques.  

Ainsi, ces vaccins sont efficaces pour conférer une immunité stérilisante contre 

l'infection par toutes les lignées virales du PPRV et peuvent être utilisés pour contrôler 

la maladie au niveau mondial  (Hodgson et al. 2018; Mahapatra et al. 2020). Une 

couverture vaccinale de 70 % est nécessaire pour assurer le contrôle de la propagation

de la PPR (Kamel & El-Sayed 2019). 

3. Les morbillivirus (PPRV) et le système immunitaire 

Le système immunitaire est un système complexe d'éléments de reconnaissance et 

de défense qui distinguent le soi du non-soi. Lors d'une primo-infection, une immunité 

innée se met en place pour lutter de manière non spécifique contre l'agent agresseur. 

Cette immunité innée permet l'induction d'une réponse adaptative qui vient répondre 

de manière spécifique. Les chapitres suivants détaillent les différentes composantes du 

système immunitaire qui sont impliquées lors d'une infection par des morbillivirus et 

principalement par le virus de la peste des petits ruminants (PPRV).     
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a. Entrée dans le système immunitaire 

Les récepteurs cellulaires sont l'un des principaux facteurs déterminant la 

diversité des hôtes et les tropismes cellulaires et tissulaires d'un virus. Les 

morbillivirus pénètrent dans le système immunitaire par le biais du récepteur SLAMF1 

récepteur SLAMF1. La spécific -SLAM peut être liée soit à une 

barrière d'espèces morbillivirus 

(Fukuhara et al. 2019; Prajapati et al. 2019). Le système d'affichage de surface des 

baculovirus est une technologie qui permet d'étudier de manière plus spécifique 

l'interaction entre les protéines H des morbillivirus et le récepteur SLAM de l'hôte 

(Zhao et al. 2020). 

La distribution du récepteur SLAM chez la chèvre est similaire au tropisme tissulaire 

du PPRV. En effet, les tissus lymphoïdes (rate, ganglions lymphatiques, ganglions 

mésentériques, hilaires, mandibulaires, inguinaux et cervicaux superficiels) ainsi que 

tent 

la plus forte expression du SLAM.  Néanmoins, une faible expression de SLAM a été 

observée dans les poumons, le cô

avec les organes lymphoïdes, sont des sites majeurs de réplication du PPRV. Ces 

résultats indiquent la présence de récepteurs encore inconnus pour le PPRV qui 

pourrait expliquer son tropisme dans certains organes (Meng et al. 2011). L'expression 

du SLAM, en corrélation avec l'expression du virus dans les tissus lymphoïdes, peut 

être utilisée pour mettre au point des méthodes de diagnostic pour la détection du 

PPRV (Prajapati et al. 2020).  

L'épithélium trachéal regorge de cellules dendritiques (DC) et constitue le site par 

lequel les morbillivirus pénètrent dans l'organisme.  
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Les DC sont des cellules présentatrices d'antigènes (CPA) professionnelles qui ont une 

fonction de sentinelle dans le système immunitaire. Elles capturent les antigènes à la 

périphérie et, après activation, migrent vers les tissus lymphoïdes pour présenter les 

antigènes aux lymphocytes T (LT), ce qui entraîne une réponse immunitaire spécifique 

à l'agent pathogène (Martin-Gayo & Yu 2019). Les DC jouent un rôle central dans 

l'amorçage d'une réponse immunitaire adaptative et antivirale. Ce rôle requiert trois 

types de signaux : la présentation de l'antigène par le complexe majeur 

, la co-stimulation avec les molécules CD80/86 et la 

production de cytokines pro-inflammatoires telles que les interleukines 12 et 18 (IL12 

et IL18). L'IL12 produite par les DCs pendant une infection virale est essentielle pour 

l'amorçage de la différenciation des cellules CD4+ et CD8+ productrices d'interféron 

gamma (IFN ) (pour une revue cf. Ayassoufi & Pfaller 2020). 

Ainsi, les DC peuvent être responsables du transport des particules virales vers les 

organes lymphoïdes et de leur transmission aux cellules T. L'infection de macaques 

avec une souche fluorescente du virus de la rougeole a permis de déterminer que la 

réplication virale initiale se déroule dans les amygdales.  Dans ce modèle, le virus cible 

les lymphocytes CD150+ (ou SLAMF1+) et les cellules myéloïdes CD11c+ et, très 

faiblement, les cellules épithéliales (Swart et al. 2007). Les cellules CD11c+ sont la 

principale population de cellules cibles dans les poumons entre 4 et 5 jours après 

 ce qui indique un rôle important des macrophages alvéolaires et/ou des DC 

dans les premiers stades de l'infection (Lemon et al. 2011). 

Plusieurs agents pathogènes ciblent la lectine de type C spécifique des DC (DC-SIGN) 

pour leur dissémination ou pour moduler les fonctions des DC afin de faciliter leur 

survie (Geijtenbeek et al. 2004). Cette lectine est abondamment présente dans les tissus 

sous-épithéliaux buccaux, pharyngés, amygdaliens, trachéaux, bronchiques et dans les 

poumons. La capture du virus de la rougeole (MV) par les DC conduit non seulement 

à la présentation de l'antigène mais aussi à une transmission efficace aux lymphocytes 

T (Witte et al. 2006).  
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La distribution tissulaire et les études fonctionnelles démontrent que le CD150 et le 

DC-SIGN ont des fonctions distinctes dans la transmission du MV par les DC. En effet, 

le DC-SIGN est essentiel pour la liaison du MV aux DC immatures qui n'expriment 

pas le CD150. Bien qu'il ne soit pas fonctionnel en tant que récepteur d'entrée, ce 

récepteur augmente l'infection des DC immatures lorsqu'il est fortement exprimé. Le 

DC-SIGN fonctionne comme un récepteur d'attachement pour le MV jouant un rôle 

crucial dans l'infection des DC matures. L'absorption du virus par le DC-SIGN et, dans

une moindre mesure, par le CD150, entraîne la dégradation du virus et la présentation 

des antigènes dérivés du MV aux cellules T dans les tissus lymphoïdes pendant la 

phase systémique de l'infection (Witte et al. 2008). 

Le virus de la rougeole (MV) altère les fonctions des DC via différents mécanismes. 

Les protéines N virales se lient aux récepteurs FC gamma pour bloquer la production 

avec le CD46, joue aussi un rôle dans l'inhibition de la production d'IL12. Les patients 

atteints de la rougeole ont un niveau très bas d'IL12 dans le sérum. Ce faible niveau 

d'IL12 induit une inhibition de l'activation et de la différenciation des cellules T qui 

contribue à la baisse de la réponse immunitaire (Ayasoufi & Pfaller 2020). 

La mise en évidence de syncitia composés de cellules exprimant le marqueur CD68+ 

(spécifique des monocytes et des macrophages) dans les poumons d'animaux infectés 

par le PPRV suggère que, comme le MV, le PPRV peut également cibler ces cellules 

présentatrices d'antigènes (CPA) non professionnelles (Truong et al. 2014). La 

stimulation des DC dérivées de la moelle osseuse (BMDC) par le PPRV pourrait 

induire la répression de la maturation et de la différenciation des BMDC par le biais 

d'une série de gènes liés à l'immunité (Li et al. 2019b). Le profil protéomique des BMDC 

stimulées par le PPRV montre que les protéines synthétisées après la stimulation sont 

principalement impliquées dans la croissance, la prolifération, l'adhésion, la 

signalisation et la régulation du cycle cellulaire, ainsi qu'à d'autres fonctions telles que 

(Li et al. 2019a). 
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Certains mécanismes impliquant les récepteurs cellulaires peuvent être mis en place 

pour prévenir ou promouvoir l'infection par les Morbillivirus.  Par exemple, l'inhibition 

de l'expression du SLAM par le biais de petits ARN interférents (small interferent RNA : 

siRNA) entraîne le blocage de certaines fonctions cellulaires impliquées dans la 

réplication et la production du PPRV (Pawar et al. 2008a). Certains siRNA ciblant 

l'ARNm M du PPRV affectent la transcription et suppriment l'expression de la protéine 

M, inhibant ainsi la réplication virale in vitro (Liu et al. 2015).  

L'infection des PBMCs par le PPRV a permis d'identifier et d'évaluer le profil 

d'expression de plusieurs micro-ARN (miARN) impliqués dans la réplication et la 

pathogenèse du PPRV (Qi et al. 2018).  

L'infection des PBMCs par le PPRV a également induit une augmentation rapide de 

l'expression de SLAM qui est suivie d'une diminution progressive de cette expression. 

L'expression du micro-ARN miR-218 interagissant avec la région 3' UTR du SLAM, est 

inversement corrélée à celle du SLAM. Ainsi, le miR-218 a un effet négatif sur 

l'expression du SLAM et la réplication virale. Dans les premiers stades de l'infection, 

la réplication virale est essentielle à l'inhibition de l'expression du miR-218 (Qi et al. 

2019).  

-

les cellules. Le PPRV peut pénétrer dans les cellules épithéliales de l'endomètre caprin 

par endocytose. Ce mécanisme d'absorption dépend du cholestérol et est médié par 

les cavéoles, qui dépendent du pH et nécessitent la présence de la dynamine et de la 

kinase PI3K. L'infection de ce type de cellules pourrait expliquer en partie l'apparition 

clinique de l'avortement chez les chèvres infectées par le PPRV (Yang et al. 2018). 
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b. Réponse immunitaire innée 

La réponse immunitaire innée à une infection virale débute par la détection de 

motifs moléculaires associés à des agents pathogènes (PAMPs) viraux. Les PAMPs 

viraux sont généralement des acides nucléiques dont la structure n'est pas présente 

, des ARN 

monocaténaires (ARNss) non coiffés ou des ADN non 

méthylés.  

Cette détection est effectuée par des récepteurs de reconnaissance des pathogènes 

(PRR) situés sur la membrane plasmique, dans le compartiment endosomal ou dans le 

cytoplasme des cellules infectées.   récepteurs de type Toll 

(TLR) 2, 3, 7 et 9, des hélicases ARN RIG-I (protéine du gène I inductible par l'acide 

rétinoïque) MDA5 (antigène 5 de différenciation du mélanome) et LGP2 (laboratoire 

de génétique et de physiologie 2) et de la protéine kinase R (PKR).  

Les récepteurs RIG-I et MDA5 possèdent deux domaines 

recrutement des caspases (CARD) qui permettent le recrutement des adaptateurs 

CARDIF (CARD induisant l'IFN- ), VISA (adaptateur de signalisation induite par le 

virus), MAVS (protéine de signalisation antivirale mitochondriale) et IPS-1 (protéine 1 

de stimulation du promoteur de l'IFN-b) (Randall & Goodbourn 2008).   

Ces adaptateurs entraînent l'activation d'un réseau complexe de voies de signalisation 

intracellulaires, qui aboutit à la transcription de gènes de défense de l'hôte, en 

particulier de cytokines pro-inflammatoires dont les interférons (IFN)  (Goodbourn & 

Randall 2009; Kawai & Akira 2010). Le récepteur LGP2, dénué de domaines CARD, 

permet de faciliter la détection des PAMPs viraux par RIG-I et MDA5 (Satoh et al. 

2010).   
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La réponse interféron (IFN) est la première ligne de défense contre les infections 

virales. Les IFNs sont des cytokines à large spectre, antitumorales et antivirales, qui 

peuvent moduler le système immunitaire et être utilisées comme adjuvants. Ils sont 

classés en trois groupes différents : type I (IFN- - - , IFN- , IFN-  IFN- , 

IFN-d et IFN- ), type II (IFN- - N- -  (Zhou et al. 2018).  

Les IFNs de type I sont produits par de nombreux types cellulaires et leur synthèse 

débute par la phosphorylation du facteur de transcription IRF3 (Interferon Regulatory 

Factor 3) et sa translocation dans le noyau ce qui déclenche -

-  se lie aux récepteurs IFNAR1/2 (exprimés de manière 

ubiquitaire dans che la voie de signalisation JAK (Janus 

Kinase) /STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) 

tyrosines kinases JAK1 et TYK2 (Tyrosine Kinase 2).  

 induit la formation du complexe ISGF3, composé 

des molécules STAT1, STAT2 et IRF9, qui dirige la transcription des gènes stimulés 

par l'IFN (ISG). Ce complexe pénètre dans le noyau de la cellule et permet 

du facteur de transcription IRF7 (qui peut être synthétisé par une boucle autocrine ou 

paracrine - ) qui induit -

En réponse à l'infection par le virus de la rougeole, les IFN- /  sont produits par des 

cellules immunnitaires tels que les DC conventionnels (cDC) et plasmacytoïdes (pDCs) 

et non immunitaires (cellules épithéliales, endothéliales et gliales). Les pDC, connues 

sous le nom de cellules productrices d'IFN (IPC), constituent un type unique de 

cellules sentinelles capables de produire de grandes quantités d'IFN-  réponse à 

une infection virale (Duhen et al. 2010; Reizis 2019).  

La présence des TLR7 et 9 exprimés sélectivement par les pDC est principalement 

responsable de la production d'IFN-  par ces cellules. Ces TLR sont situés dans les 

endosomes où ils reconnaissent le matériel génétique viral (ssRNA ou DNA).  
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Cette reconnaissance permet l'activation de la transcription de l'IFN par la 

phosphorylation et la translocation de l'IRF7 exprimé de manière constitutive par les

pDCs. Ainsi, la synthèse des IFN par les pDC ne nécessite pas la présence d'une 

réplication virale active, mais seulement la détection du matériel génétique viral 

(Duhen et al. 2010). 

Les IFN de type I sécrétés par les pDC sont fortement impliqués dans la maturation 

des DC myéloïdes, la présentation des antigènes, l'activation des NK et stimulent la 

production d'anticorps par les cellules B, ce qui favorise l'établissement d'une mémoire 

durable des cellules B. Ainsi, les pDC jouent un rôle crucial dans l'immunité innée et 

sont importantes pour le développement d'une réponse immunitaire adaptative 

efficace (García-León et al. 2015). 

Les interférons stimulent l'ex ISGs dans les cellules infectées et 

les cellules environnantes, ce qui permet l'établissement d'un état antiviral (Blaszczyk

et al. 2016; Maarifi et al. 2020). L'activité direct ou autocrine des ISGs sur la réplication 

du virus de la rougeole est très mal connue ce qui suggère que ces gènes ont une 

activité paracrine c'est-à-dire, permettent d'arrêter la propagation du virus en 

protégeant les cellules non infectées (Ayasoufi & Pfaller 2020). 

s de type I (IFN- , IFN-  IFN- , IFN-d et IFN- jouent 

des rôles moins bien définis. Ils sont par exemple impliqués dans la régulation de la

reconnaissance maternelle pendant la grossesse (Randall & Goodbourn 2008). 

Les IFNs de type II (IFN- à celle 

des IFN de type I. La différence majeure entre ces deux types d'interférons est que 

l'IFN- natural killer (NK) et les cellules T 

tueuses naturelles (NKT) dans le cadre de la réponse immunitaire innée, et par les 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques (CTL) et les Th1 CD4 et CD8 une fois que l'immunité 

spécifique à l'antigène apparaît. Cette cytokine est donc essentielle à l'immunité 

antivirale innée et adaptative (Schoenborn & Wilson 2007).  
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Les IFN de type III, appelés IFN-

les activités immunitaires antivirales. Ils ont été découverts sous le nom d'interleukine 

(IL)-29 (IFN- ), 28a (IFN-  28b (IFN-

Une fois synthétisés, ces interférons se lient aux récepteurs IL-  et IL-10R2. Cette 

liaison active les tyrosines kinases (TYK2 et JAK1) associées aux récepteurs pour 

contrôler la phosphorylation des protéines STAT et la formation du complexe ISGF3.  

Contrairement aux récepteurs IFNAR1/2, le récepteur IL-  est exprimé 

uniquement dans quelques types de cellules comprenant certaines classes de 

leucocytes comme les macrophages, les lymphocytes du sang périphérique, les DC 

conventionnelles, les cellules épithéliales et les DC plasmacytoïdes. Ainsi, la réponse 

cellulaire à l'IFN-  limitée à un spectre étroit de cellules, joue un rôle central dans 

les réponses immunitaires antivirales à la surface des épithéliums et optimise la 

réponse immunitaire adaptative antivirale (Zhou et al. 2018).  

L'infection des cellules HEK293T par le PPRV entraine une augmentation de 

l'expression des gènes liés à l'IFN mais sans détection d'IFN (Chang et al. 2019). Cette 

absence de détection a également été observée lors de l'infection de fibroblastes de 

chèvre et de cellules Vero exprimant le récepteur SLAM et transfectées avec un 

plasmide exprimant la luciférase sous l'expression du promoteur de l'IFN- .  

Les cellules Vero ne produisent pas naturellement d'IFN mais réagissent à leur 

présence, car elles possèdent toujours les récepteurs des interférons alpha et bêta (Sanz 

Bernardo et al. 2017). - - -

les cellules HEK293T. En outre, 

cette étude a démontré que la voie JAK/STAT est impliquée dans les effets anti-PPRV 

des interférons (Chang et al. 2019). 



 Introduction 

46

Les protéines V et C des paramyxovirus ont démontré des activités antagonistes à l'IFN 

(Yanagi et al. 2006). Différents morbillivirus (RPV, MeV, PPRV et CDV) ont montré une 

efficacité de 100 % dans le blocage de l'activation (phosphorylation et accumulation 

nucléaire) de STAT2 induite par l'IFN-

élevée à intermédiaire pour bloquer la phosphorylation de STAT1 induite par l'IFN-

et cette efficacité est beaucoup plus variable pour bloquer la phosphorylation de 

STAT1 induite par l'IFN-

La protéine V de ces morbillivirus a été capable d'induire par elle-même ces effets 

différentiels sur la phosphorylation des protéines STAT1 et STAT2 induite par les IFN. 

Cette protéine a une interaction directe avec STAT1, STAT2 et les kinases JAK1 et

TYK2, ce qui suggère que ces virus peuvent bloquer directement ou indirectement les 

étapes initiales de la voie de réponse des IFN de type I et bloquer partiellement celles 

de l'IFN de type II (Chinnakannan et al. 2013). Une étude par mutagenèse a déterminé 

que le motif Trp et le groupe Cys dans la structure en doigt de zinc de la protéine V 

du PPRV sont essentiels pour  le blocage de la 

(Ma et al. 2015).  

L'absence de production d'IFN lors de l'infection par le PPRV de fibroblastes de chèvre 

et de cellules Vero (exprimant le récepteur SLAM et transfectées avec un plasmide 

exprimant la luciférase sous l'expression du promoteur de l'IFN- ) peut être 

partiellement ou totalement due à la liaison de la protéine V aux récepteurs RIG-I et 

MDA5 qui supprime la cascade d'activation conduisant à la production d'IFN-  (Sanz 

Bernardo et al. 2017). Néanmoins, cette protéine n'est pas la seule protéine virale à 

bloquer activement l'activation du promoteur de l'IFN-

Les protéines V et C du PPRV peuvent interagir avec la protéine mitochondriale de 

signalisation antivirale (MAVS) inhiber de manière 

significative la phosphorylation de STAT1 interférant ainsi avec la voie de 

signalisation JAK-STAT et induisant une régulation à la baisse de la synthèse in vitro
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- . L'infection par le PPRV, et en particulier la présence de la protéine V, induit 

la dégradation de MAVS, qui est essentielle pour l'activation du promoteur de l'IFN-

 Ainsi les protéines V et C du PPRV jouent un rôle essentiel dans l'évasion 

immunitaire innée et la progression de la maladie (Linjie et al. 2021; Miao et al. 2021). 

Les protéines N et P du PPRV fonctionnent aussi comme des facteurs antagonistes de 

l'IFN en bloquant l'agrégation nucléaire de STAT1 ce qui supprime la signalisation de 

la voie JAK/STAT (Li et al. 2019c). La protéine N joue un rôle extrêmement important 

dans la suppression de la phosphorylation et de la translocation nucléaire du facteur 

de régulation de l'interféron 3 (IRF3) et de la production d'interféron de type I (IFN) 

en interférant avec la formation du complexe TBK1/IRF3. Cette protéine virale 

particulièrement abondante, semble jouer un rôle précoce dans l'évasion immunitaire 

innée du PPRV (Zhu et al. 2019). Les différents mécanismes de modulation de la 

réponse interféron par les protéines virales sont présentés dans la Figure 8. 

Malgré ces preuves in vitro solides de la régulation de la réponse interféron antivirale 

par les protéines du PPRV, cette réponse est néanmoins engagée lorsque les animaux 

sont infectés in vivo. Par exemple, la virémie chez les chèvres, et non chez les moutons, 

induit une augmentation de la synthèse d'IFN- (Truong et al. 2014). La transcription 

des AR  et de l'IFN-

indépendante de la pathogenèse par différentes souches de PPRV (Baron et al. 2014). 
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Figure 8. Modulation de la réponse interféron par les protéines virales du 

PPRV. La réponse antivirale IFN commence par la détection des particules virales 
soit présentes dans les endosomes par les TLR3,7 et 9, soit par la détection dans le 
cytoplasme des ARN viraux par les TLR intracellulaires RIG-I, MDA5 et LGP2. Cette 
détection déclenche la cascade d'activation des facteurs de transcription IRF3/7 et
NFKB qui entrent dans le noyau pour induire la synthèse de l'IFN. Une fois 
synthétisé, l'IFN peut avoir une action autocrine (sur la cellule productrice elle-
même) ou paracrine (sur les cellules voisines). L'IFN est détecté par les récepteurs 
IFNAR qui induisent la formation d'ISGF3 (STAT1/2 et IIRF9) ou la dimérisation de 
STAT1. Ces facteurs se transloquent dans le noyau de la cellule pour permettre la 
synthèse de gènes de réponse (ISGs) qui vont induire un état antiviral. Plusieurs 
mécanismes sont utilisés par le PPRV pour inhiber la réponse antivirale à 
l'interféron. L'exoribonucléase TREX1 peut jouer un rôle dans l'inhibition de la 
réponse IFN de type I au début de l'infection par le PPRV en dégradant l'ARN viral. 
Les protéines virales N, P, V et C peuvent également interagir avec différents 
composants de cette réponse pour l'inhiber. Ces différentes interactions sont 
présentées dans la figure. 
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En plus de la réponse interféron antivirale, d'autres mécanismes innés tels que 

l'autophagie peuvent être impliqués dans les premières étapes de la lutte contre 

. Par exemple, il a été observé une 

souche vaccinale PPRV Nigeria 75/1 induit une activation successive de plusieurs 

. Dans un 

premier temps, la protéine H interagit avec le récepteur Nectin-4 pour inactiver la voie 

AKT-

semblent être le résultat d'une interaction directe entre les protéines virales et les 

protéines IRGM et HSPA1A. Cette interaction est maintenue pendant la réplication 

virale et est exploitée par le virus pour promouvoir la production de particules virales 

infectieuses (Yang et al. 2020).  

Les morbillivirus peuvent aussi interagir avec les récepteurs de type Toll (TLR) pour 

La protéine H des souches sauvages du virus de la rougeole (MV) peut activer le TLR2 

exprimé à la surface des DC et des macrophages et conduire à la 

qui augmente l'expression des marqueurs de surface tels que le CD150 (SLAMF1), 

CD80 et CD86 et la synthèse des cytokines pro-inflammatoires IL1B,6,8,12,18 et 

du TLR2, activent le système 

immunitaire en régulant à la hausse le CD150, ce qui stimule la propagation et la 

pathogénicité du virus.  protéine H du vaccin contre le MV et le 

TLR2 est abolie par la  Cette 

interaction abortive pourrait contribuer à la réponse immunitaire faible observée après 

une vaccination (Bieback et al. 2002).  

permissivité au -TLR2 peut de 

manière indirecte inhiber la réponse immunitaire. -TLR2 induit 

l'augmentation de l'expression du CD150 qui interagit aussi avec la protéine H.  
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Le contact entre le CD150 exprimé à la surface des DC humains et la protéine H du 

MV module  impliqués dans la différenciation 

des DC. Cette interaction induit aussi 

, CD86 et MHCII) , sans affecter la 

 (Marie et al. 2001; Romanets-Korbut et al. 2016).   

Une étude récente  PPRV montre 

que tout comme le MV, elle in  TLR2 et la sécrétion d'IL1b, IL6, IL8 

déclenchant ainsi l'immunité innée et participant à la pathogénèse du virus. 

Contrairement au virus de la rougeole, la protéine H du PPRV induit la synthèse de 

 par les DC  (Rojas et al. 2021a).  

Les protéines du PPRV peuvent également être impliquées dans des mécanismes 

cellulaires induisant une atténuation de la réponse immunitaire et favorisant la 

réplication virale.  

L'infection par le PPRV, et plus particulièrement la présence de la protéine P, permet 

kinase du réticulum endoplasmique de type protéine kinase R (PERK). Cette 

réduction, passant par l'induction de la protéine inductible par les dommages causés 

à l'ADN (GADD34) 

mécanisme de régulation de la survie des cellules hôtes, bénéfique à la réplication 

virale (Alfred et al. 2021).  
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c. Réponse immunitaire adaptative 

La répon

(lymphocytes B et T) capables de produire une réponse spécifiquement dirigée contre 

réarrangements et des mutations somatiques 

gamme de protéines reconnaissant les épitopes du non soi (Georgel & Bahram 2006).   

Cette réponse est initiée essentiellement dans les tissus lymphoïdes secondaires, les 

ganglions lymphatiques et la rate par la présentation des antigènes aux lymphocytes 

T et B. Bien que les lymphocytes B soient capables de présenter des antigènes, ce sont 

principalement les cellules dendritiques (DC) migrantes, provenant des sites infectés, 

stimulent les DC, servant ainsi de lien entre les réponses immunitaires innées et 

adaptatives (Tough 2004). 

DC et les cellules T naïves forme la synapse immunologique qui 

Un premier signal est généré par 

es par les deux types cellulaires. Il 

-SIGN et 

(ICAM-1) pour les DC, et de ICAM-3 et antigène 1 associé à la fonction 

lymphocytaire (LFA-1) pour les lymphocytes.  

Un deuxième 

(exprimées par les DC), le peptide antigénique et le récepteur des cellules T ou B (TCR 

ou BCR). Un troisième 

et le CD28 exprimé par le lymphocyte. Les deux derniers types de signaux induisent 

de molécules telles que le CD40 (DC) et CD40L (lymphocytes) qui 

lymphocyte.  
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Lors de cette orientation, les lymphocytes T CD4+ acquièrent leurs fonctions 

s (T helper : Th) adaptées à la nature du danger.  

- ire ; 

-

facteur de croissance transformant bêta (TGF- ) 

rétinoïque et de TGF-

Les différentes populations de lymphocytes auxiliaires interviennent dans des 

cellules natural killer (NK), les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, les lymphocytes B, 

les po

cellules B subissent une commutation isotypique qui permet la production de 

antigènes (CPA) et les 

sous le nom de prolifération clonale.  

Au cours de la réponse adaptative, certains lymphocytes activés se différencient en 

cellules mémoires à longue durée de vie. Parmi les cellules mémoires, il existe des 

lymphocytes TEM (spécifiques de la mémoire effectrice), les lymphocytes TCM 

(spécifique de la mémoire centrale) et les lymphocytes B mémoires assurant la réponse 

immunitaire lors  (Aymeric & Lefranc G 2009).    
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Figure 9. Représentation schématique du modèle d'infection par le PPRV.

(A) Le virus pénètre dans l'organisme par les voies respiratoires et est capté par les 
cellules présentatrices d'antigènes (CPA) (cellules dendritiques, macrophages et 
monocytes). Cette infection entraîne une augmentation de la synthèse d'interféron 
(IFN) qui induit la migration des CPA vers les ganglions lymphatiques drainant le 
site de l'infection. (B) Dans ces ganglions lymphatiques, la réplication virale a lieu, 
provoquant la mort des leucocytes et bloquant la réponse IFN, ce qui permet au virus 
de provoquer une immunosuppression et de se propager dans tout l'organisme. (C) 
Probablement par l'intermédiaire des lymphocytes infectés, le virus se propage dans
le système et atteint les tissus lymphoïdes distants où il peut à nouveau se répliquer. 
(D) L'étape finale de ce site est l'infection des épithéliums, qui entraîne des signes 
cliniques tels que la pneumonie ou la gastro-entérite. Cependant, l'excrétion virale 
commence avant l'apparition des symptômes (Rojas et al. 2016). 
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morbillivirus induit une immunosuppression accompagnée par une 

réponse immunitaire spécifique aux virus. Les DC semblent jouer un rôle pivot dans 

les premières phases de l'immunosuppression induite par les morbillivirus. En effet, 

une mauvaise interaction entre DC et cellules T ou une altération de la synthèse des 

cytokines pendant le recrutement et la génération des cellules T, peut générer des 

cellules activées et inadaptées qui sur-expriment le SLAM et permettent la propagation 

du virus. Néanmoins, une expression de l'IL-12 par les granulocytes peut induire une 

bonne activation des cellules T mais ne peut procurer une interaction stable du CMH 

ou de la costimulation par les DC (Laksono et al. 2018). En p

du MV lloprolifération des 

cellules T médiée par les DC (Romanets-Korbut et al. 2016). 

La lymphopénie induite par le MV  l'infection et l'immunité anti-

rougeole se met en route de manière fonctionnelle. Ce qui indique que les fonctions 

des DC sont bloquées uniquement de manière transitoire, ce qui permet de créer un 

environnement propice à l'entrée, à la réplication et à la propagation du virus dans les 

cellules de l'immunité adaptative (Ayasoufi & Pfaller 2020). 

L'immunité acquise pour d'autres pathogènes, particulièrement la mémoire 

immunitaire humorale, peut être affectée de manière négative par le virus de la 

rougeole (Mina et al. 2019). Ce phénomène est appelé l'amnésie immunitaire et est 

caractérisé par la déplétion des cellules B naïves et mémoires et d'une reconstitution 

incomplète de leur stock (Petrova et al. 2019). Les éléments précoces conduisant à cette 

amnésie pourraient impliquer  dans les 

ganglions lymphatiques. En effet, les DC folliculaires (FDC) guident la différenciation 

des lymphocytes T CD4 en T folliculaires auxiliaires (TFH) ou en T folliculaires 

régulateurs (TFR). Les FDC interagissent ensuite avec les TFH pour permettre la 

sélection et la différenciation des cellules B en plasmocytes, tandis que les TFR 

suppriment la fonction des FDC (Ayasoufi & Pfaller 2020).  



 Introduction 

55

L'infection par le PPRV entraîne une diminution du nombre de lymphocytes circulants

et nuit également à l'activation de ces cellules, ce qui se caractérise par la réduction de 

leur capacité de réponse après une stimulation par un mitogène (Rojas et al. 2014). Le 

tropisme lymphocytaire et la capacité immunosuppressive du PPRV peut induire un 

retard dans la réponse des cellules T, ce qui offre au virus une fenêtre d'opportunité 

où il peut se répliquer et se propager (Rojas et al. 2016).  

Le rôle des cellules B dans l'immunosuppression induite par le PPRV est encore mal 

compris mais ces cellules demeurent indispensables dans le processus d'établissement 

de la réponse humorale anti-PPRV. 

Les réponses immunitaires protectrices à médiation cellulaire et humorale contre les 

morbillivirus sont principalement dirigées contre les glycoprotéines membranaires H, 

F et la protéine de nucléocapside N. Les glycoprotéines membranaires H et F induisent

une réponse anticorps neutralisante robuste et protectrice. Bien que plus présente lors 

de la réplication virale, la protéine N des morbillivirus 

humorale neutralisante mais induit une forte réponse à médiation cellulaire (Kumar et 

al. 2014). La déplétion des cellules CD8+ a démontré que les anticorps et/ou les cellules 

CD4+ spécifiques semblent être les principaux médiateurs responsables de la 

protection induite par la vaccination contre le PPRV (Baron et al. 2020).   

La réponse humorale anti-PPRV est basée sur la synthèse d'anticorps spécifiques 

dirigés contre les protéines les plus abondantes notamment contre les protéines N, H 

et F du virus. Les anticorps dirigés contre les protéines H et F du virus provoquent une 

réponse neutralisante, tandis que ceux dirigés contre la protéine N ne provoquent pas 

de réponse neutralisante (Rojas et al. 2021b). 

Les anticorps non neutralisants peuvent avoir une fonction , en 

reconnaissant les antigènes viraux exprimés à la surface de la cellule infectée et en 

provoquant leur lyse, soit par activation du complément, soit par induction de 

mécanismes tels que la cytotoxicité cellulaire médiée par les anticorps (ADCC).  
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Ce mécanisme, qui implique l'action des macrophages, des cellules NK, des 

neutrophiles et éosinophiles, contribue à la clearance virale au cours de l'infection par 

le PPRV (Rojas et al. 2018). 

premières étapes de la réplication virale. Il en existe plusieurs types détectables par 

des tests d'inhibition de la microfusion (Thakur et al. 2021). 

 cellules qui présentent des caractéristiques à 

la fois du système immunitaire inné et du système immunitaire adaptatif et qui sont 

parfois appelées cellules du système immunitaire relais. Elles sont capables de 

des activités 

cytotoxiques et régulatrices et ainsi participent à l'immunité protectrice contre les 

infections (Yirsaw & Baldwin 2021). 

 le PPRV est encore mal compris mais il a 

été montré que, quelle que soit la souche PPRV utilisée, le pourcentage de lymphocytes 

rtement au cours de l'infection (Baron et al. 2020).  
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4. Objectifs de la thèse 

 peut varier considérablement et 

cette variabilité dépend hôte et de la souche virale comme observé lors de 

uest et à longue pattes du Sahel (Lefèvre 

1991; Couacy-Hymann et al. 2007). Dans le cadre d'une étude visant à établir un modèle 

d'infection robuste pour évaluer l'efficacité des souches vaccinales de la PPR, la 

dynamique de l'infection, la virulence des différentes souches et la sensibilité des 

espèces/races, des chèvres Saanen ont été infectées par différents souches du virus de 

la PPR.  

aux sont très sensibles à la souche PPRV Maroc 2008 

(lignée virale IV)  (lignée virale I) 

intranasale) joue aussi un rôle importa

souche vaccinale (lignée virale II) a confirmé sa capacité à protég

épreuve virulente, ce qui renforce le paradigme selon lequel une souche d'une lignée 

pourrait protéger contre des souches d'autres lignées (Enchery et al. 2019). 

Les travaux qui ont été réalisé au cours de cette thès

compréhension des interactions hôtes pathogènes et plus précisément de la 

de virulences différentes du virus de la peste des petits ruminants (PPRV). En somme, 

Plus précisément, les objectifs de ce projet sont d'utiliser des infections expérimentales 

in vitro et in vivo et des approches multi-omiques pour :    
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Identifier les mutations des gènes viraux modifiant la virulence des souches 

PPRV

La détermination des mutations qui ont conduit à l'atténuation de la souche vaccinale 

Nigeria 75/1 pourrait nous permettre de localiser les positions clés associées à 

l'atténuation d'une souche de PPRV. La disponibilité des différents passages cellulaires 

découvrir comment ces mutations apparaissent au cours du processus d'atténuation 

en utilisant les techniques de séquençage de nouvelle génération. 

L'impact de ces mutations sur la virulence a également été évalué par 

immunofluorescence dans un modèle cellulaire présentant différentes sensibilités à 

l'infection par des souches vaccinales ou virulentes de PPRV.  

IC89) a potentiellement été atténuée lors des 

passages effectués au CIRAD (Montpellier, France).  

Une étude génomique comparative entre la souche peu virulente IC89 du CIRAD et la 

souche IC s (Baron et al. 2014), 

virale. 

Identifier les facteurs de l'hôte impliqués dans la réponse immunitaire et

associés à la sensibilité de l'hôte à l'infection par le PPRV. 

Les principales cellules cibles du virus sont les cellules immunitaires exprimant le

récepteur SLAM, si bien qu'il semble essentiel de mieux comprendre comment 

l'infection module l'activité de ces cellules.   

Pour ce faire, des expériences in vitro et in vivo ont été entreprises dans le but de 

des souches de différentes virulences (Enchery et al. 2019) :  
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faiblement virulente) et la souche vaccinale PPR Nigeria 1975/1 (VN75/1).  

Les expériences in vitro ont consisté à infecter dans un premier temps les cellules 

les ganglions lymphatiques proximaux) et ensuite les lymphocytes (principaux

médiateurs 

Au cours des expériences in vivo, le modèle de challenge précédemment établi 

(Enchery et al. 2019) 

cliniques, la modification de certains paramètres biologiques et la modulation de la 

réponse immunitaire par les différentes souches ont été évalués.   Les techniques de 

biologie moléculaire et de sérologie (RT-PCR en temps réel, ELISA, test de 

séroneutralisation), la cytométrie en flux, le séquençage des ARN messagers ainsi que 

de masse ont permis 

in vitro et in vivo.  
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Travaux de Recherche 
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II. TRAVAUX DE RECHERCHE 

1. Identification des mutations impliquées dans la virulence des 

souches PPRV 

a.

Isolée d'une chèvre morte de la PPR au Nigéria en 1975, la souche Nigeria 75/1, 

peu virulente et induisant que très peu de symptômes de la maladie, a été utilisée pour 

obtenir une souche vaccinale. Cette souche vaccinale a été produite en effectuant 75 

passages dans des cellules Vero . Au cours 

de la production du vaccin, différents passages cellulaires ont été testé pour leur 

maladie et a  Le passage 63 

quant à lui, a entraî ts 

dès 7 jours après inoculation. Ainsi, les passages successifs sur cellules Vero ont été 

(Diallo et al. 1989). 

Les souches virales évoluent, acquièrent ou perdent des caractéristiques en subissant 

des mutations. Ces mutations, résultat de la pression de sélection, permettent 

d'améliorer la fitness du virus en fonction de l'hôte qu'il infecte. Ici, les passages 

successifs dans des cellules Vero (cellules de rein de singe) ont permis l'adaptation de 

la souche Nigeria 75/1 à ce type de cellules, perdant ainsi une partie de sa capacité à 

infecter ses hôtes primaires. Certains des passages historiques (entre les passages 47 et 

75) qui ont conduit à l a souche vaccinale ont été conservés au CIRAD, 

ce qui nous donne une occasion unique d'étudier l'évolution de cette souche. 
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Ainsi, le premier objectif de cette étude a été de déterminer 

mutations associées énuation de la souche vaccinale et dans quel ordre elles sont 

apparues. Pour ce faire, les souches sauvages, intermédiaires disponibles et vaccinales 

ont été séquencées puis comparées. La comparaison entre la souche sauvage et la 

souche vaccinale a démontrée la présence de 18 mutations fixes et discriminantes.  

Ces mutations, 9 synonymes et 9 non synonymes, sont distribuées à travers le génome 

viral et ne sont pas localisées spécifiquement dans une protéine virale. Au début de 

cette étude, nous disposions de certains passages cellulaires ayant conduit à cette 

atténuation. Les résultats indiquent que 12 des 18 mutations sont déjà présentes dans 

le génome dès le passage 47 sur cellules Vero. Les mutations restantes apparaissent et 

se fixent successivement. La dernière mutation apparaît dans la zone leader contenant 

le promoteur du génome viral au passage 67.   

Dans un second temps, le risque de réversion de ces mutations a été évalué par des 

passages cellulaires supplémentaires du vaccin effectués au moment de son 

développement, et par des cultures supplémentaires réalisées pour cette étude. Nous 

ne présentent aucun risque de réversion jusq ro. 

tre type cellulaire est utilisé. La notion de quasi-espèce 

virale selon laquelle une souche virale ne doit pas être uniquement considérée comme 

un seul génome mais une composition de plusieurs génomes, a été prise en compte 

que la taille des populations virales était plus ou moins similaire au cours des passages. 

Enfin, de ces différents passages 

cellulaires a été observé par immunofluorescence. Ces cellules de fibroblastes murins 

sont permissibles à la réplication des souches sauvages mais pas à celle des souches 

vaccinales du PPRV (Comerlato et al. 2020)
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passages cellulaires a permis 

particulier est essentielle pour permettre la réplication et le changement phénotypique 

du virus dans ce type cellulaire.  

En résumé, cette étude a démontré qu'un faible nombre de mutations est associé à 

l'atténuation de la souche vaccinale. Certaines de ces mutations devraient être étudiées 

  Les 

résultats suggèrent également que le risque de réversion est faible, confirmant que ce

vaccin reste sûr si celui-ci est produit selon les normes recommandées.   

i. Article 1: Evolution of Attenuation and Risk of Reversal 

in Peste des Petits Ruminants Vaccine Strain Nigeria 

75/1
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Abstract: Peste des Petits Ruminants (PPR) is a highly infectious disease caused by a virus of the

Morbillivirus genus. The current PPR eradication effort relies mainly on the implementation of massive

vaccination campaigns. One of the most widely used PPR vaccines is the Nigeria 75/1 strain obtained

after attenuation by 75 serial passages of the wild type isolate in cell cultures. Here we use high

throughput deep sequencing of the historical passages that led to the Nigeria 75/1 attenuated strain

to understand the evolution of PPRV attenuation and to assess the risk of reversal in different cell

types. Comparison of the consensus sequences of the wild type and vaccine strains showed that

only 18 fixed mutations separate the two strains. At the earliest attenuation passage at our disposal

(passage 47), 12 out of the 18 mutations were already present at a frequency of 100%. Low-frequency

variants were identified along the genome in all passages. Sequencing of passages after the vaccine

strain showed evidence of genetic drift during cell passages, especially in cells expressing the SLAM

receptor targeted by PPRV. However, 15 out of the 18 mutations related to attenuation remained fixed

in the population. In vitro experiments suggest that one mutation in the leader region of the PPRV

genome affects virus replication. Our results suggest that only a few mutations can have a serious

impact on the pathogenicity of PPRV. Risk of reversion to virulence of the attenuated PPRV strain

Nigeria 75/1 during serial passages in cell cultures seems low but limiting the number of passages

during vaccine production is recommended.

Keywords: PPR; morbillivirus; attenuation; virulence; wild strain; vaccine; deep sequencing

1. Introduction

Peste des Petits Ruminants (PPR) is a highly infectious disease caused by a virus of the Morbillivirus

genus, within the Paramyxoviridae family [1]. Small ruminants (sheep and goats) are the main hosts of

PPR. PPR is an important disease burden and threatens the livelihoods and food security of smallholder

farmers across Africa, the Middle East, and Asia [2]. Because of its impact, the FAO and OIE launched

a campaign for the global eradication of PPR [3].

The virus causing PPR is a non-segmented RNA virus of the genus Morbillivirus in the family

Paramyxoviridae. Recently, the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) has changed

the name of the virus from peste des petits ruminants virus to Small ruminant morbillivirus [4]. Here, the

abbreviation PPRV will be used throughout the text for the PPR virus to avoid confusing non-specialist

readers interested in the global PPR eradication campaign.

PPRV is an enveloped virus with a single negative RNA strand encoding six structural proteins:

nucleoproteins (N), phosphoproteins (P), matrix proteins (M), fusion proteins (F), hemagglutinin

proteins (H) and large proteins (L). The P gene also encodes two non-structural proteins, V and C.

The N protein encapsidates the viral genome and forms a helical nucleocapsid which interacts with the

Viruses 2019, 11, 724; doi:10.3390/v11080724 www.mdpi.com/journal/viruses
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P and L proteins (RNA-dependent RNA polymerase) to form the ribonucleoprotein (RNP) complex [5].

The two membrane glycoproteins F and H are involved respectively in membrane fusion and in

binding the virus to its cell receptor during infection. The M protein appears to play a complex role in

virus assembly and is also necessary for infection during which the matrix protein dissociates from the

viral membrane for the F glycoprotein to become fusogenic and the nucleocapsid to be released into

the host’s cytoplasm [6].

PPR eradication efforts rely mainly on massive vaccination campaigns. Like for other

morbilliviruses such as measles and rinderpest virus, PPRV vaccines are the product of the successful

attenuation of wild virus strains [7,8]. One of the most widely used PPR vaccines is the Nigeria

75/1 strain obtained after attenuation by repeated passages in cell cultures of the wild-type isolate

collected from sick sheep and goats during PPR outbreaks in Nigeria [9]. Seventy-five cell passages

were performed on Vero cells to produce the attenuated vaccine strain. To assess residual virulence

during the attenuation process, susceptible goats were infected with intermediate passages. Infection

with the 20th passage still induced mild and transient hyperthermia for 48 h, but no other clinical signs.

The 55th, 58th, and 61st passages induced no clinical signs but were able to confer protection against

additional experimental infection with PPRV [10]. Additional passages were necessary to obtain a

purified clone to be used for vaccine production (Adama Diallo, personal communication).

The mechanisms and factors involved in the attenuation of morbilliviruses remain poorly known.

Attenuation processes generally involve the occurrence and selection of several mutations along the

genome. Mutation rates and selection pressure depend on the virus strain and on the cells used for

isolation and attenuation.

In the measles virus (MeV), another morbillivirus, it has been shown that a strain isolated from

the same patient with acute measles, whether isolated in B95a cells or on Vero cells, induced typical

measles or no clinical signs at all, respectively, in infected monkeys. Both isolates differed in only two

nucleotide mutations, one on the P/V/C gene and the other on the M gene. In this case, these differences

appeared to be responsible for discrepancies in the cell tropism and pathogenicity of MeV [11,12].

Better assessment of the evolution of attenuation and of viral populations in cell cultures is

especially important for PPRV, as it may help identify specific mutations or genome positions which

influence the virulence/attenuation of PPRV. The safety and efficacy of the Nigeria 75/1 vaccine strain

is already well characterized [13], and its genome has been fully sequenced, notably using deep

sequencing in the framework of quality control of the master seed held by CIRAD (Sequence Read

Archive, accession number SRP100964). Currently, more than 20 government-backed and private

companies produce the Nigeria 75/1 vaccine. Producers are typically advised not to go further than

five cell passages of the vaccine seed during production to avoid risks of reduced vaccine efficacy and

of eventual reversal to virulence [14]. However, limited information is available on whether these

guidelines are followed or even adopted.

Risk of reversion to virulence is poorly studied in morbilliviruses, maybe because so far, there

have been no reports from the field of potential reversion to virulence of PPR, rinderpest or measles

vaccines. However, due to the genetic plasticity of the RNA viruses, it would be possible for mutations

associated with a reversion to virulence to be generated in a viral population. Notably, work with live

attenuated vaccines of other viruses, such as Rift Valley Fever virus, show that genetic drift during cell

passage may present a risk of reversal [15].

High throughput sequencing is a powerful tool to explore virus genetic diversity, and therefore,

to monitor the emergence and fixation of new variants over time. In particular, the technique has

been used to study intra-host diversity of RNA viruses, including West Nile, Newcastle Disease,

Chikungunya, and Dengue fever viruses [16–19]. The technique could be used to monitor the evolution

of genetic diversity in viral population in vitro during the attenuation process and could help identify

specific mutations and genome positions which influence the virulence/attenuation of PPRV. CIRAD

holds the original wild type strain at the origin of the vaccine Nigeria 75/1, some of the historical cell

culture passages that led to the attenuation of this strain, and also up to the 140 passages produced after
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the vaccine. These passages offer a unique opportunity to explore the evolution of attenuation of the

PPR vaccine strain Nigeria 75/1, its genetic plasticity and risk of virulence reversion, over cell passages.

In this study, we applied high throughput sequencing to the different cell passages of PPRV

during and after attenuation of the Nigeria 75/1 strain in different cell types. Additionally, we used

intermediate PPRV passages to infect a murine cell line known to be differentially affected by virulent

and attenuated PPRV strains [20]. The immunofluorescence test was used to analyze the level of

infection at different passages in the murine cell line to help identify mutations with a putative role in

virus attenuation.

2. Material and Methods

2.1. Viral Strains

Viral strains available at CIRAD include the wild type Nigeria 75/1 strain, and intermediate

passages 47 to 75 (passage 75 corresponds to the vaccine master seed). In the case of P47, titer was

extremely low, and an additional passage on CV1 cells expressing the goat-sheep Signaling Lymphocyte

Activation Molecule SLAM (CHS cells) [21] was needed to recover a culture with a sufficiently high

titer to allow genome sequencing and infection studies.

During the development of the PPR Nigeria 75/1 vaccine, the viral strain, attenuated after 75

passages in cell cultures, underwent additional passages (from passage 75 up to passage 140). CIRAD

also stores some of these posterior passages (P89, P90, P99, P130, P149). However, the passages directly

following the vaccine strain (passages 76 to 85) were not available. To test the genetic stability of the

vaccine in the first few passages in a different type of cells, 10 additional passages were performed

starting from the 75th passage on two types of cells in parallel: Vero cells and CHS cells.

2.2. Cell Culture Passages

The Vero and CHS cells cultured in a MEM medium (minimum essential medium Eagle).

C3H/10T1/2 (10T1/2) cells, a mouse fibroblastic embryonic cell line (ATCC CCL-226, Manassas, Virginia,

USA) were cultured in basal medium Eagle (BME). All media were supplemented with 2 mM

L-Glutamine and 10% fetal bovine serum.

The additional passages of the vaccine master seed from 76 to 85 were obtained by sequential

infection from the previous passages on Vero and CHS cells. Virus solutions were first titrated on Vero

cells using the method of Spearman–Karber [22]. Infection was carried out directly in 96-well plates.

After a freezing-thawing procedure, supernatants from virus-infected wells were collected and titrated.

The titrated cells were directly used for infection of the following cell passages.

2.3. High Throughput Genome Sequencing of PPR Virus Populations

Viral RNA extraction was performed with a KingFisherTM mL extraction robot and the ID kit Gene™

Mag Universal Extraction (IDvet, Grabels, France), following the manufacturer’s instructions. cDNA

synthesis and PCR amplification of the complete PPRV genome was performed on five overlapping

fragments: F1 (4050 pb), F2 (3663 pb), F3 (3816 pb), F4 (3800 pb) and F5 (3335 pb). The details of the

primers used are provided in Supplementary Table S1. cDNA synthesis was performed with a Reverse

Transcriptase (RT) (RevertAid RT kit, Thermo Scientific, Courtaboeuf, France) and the specific primers

of each fragment (F1 to F5), following the instructions provided with the kit. The RT-PCR program

was set up as follows: 65 ◦C for 5 min, 42 ◦C for 60 min and 70 ◦C for 5 min. First-strand cDNA of each

fragment was then amplified by PCR according to the kit protocol KAPA DNA Polymerase 250 unit

(KAPA HiFi PCR Kit Kapa Biosystems, Champagne-au-Mont-d’Or, France). PCR of fragment 1 was

performed with the following program: 95 ◦C for 3 min, 10 amplification cycles (20 s at 98 ◦C, 15 s at

55 ◦C and 4 min at 72 ◦C), 25 amplification cycles (20 s at 98 ◦C, 15 s at 58.9 ◦C and 4 min at 72 ◦C) and

a final extension step at 72 ◦C for 4 min. The PCR program for the other fragments was 95 ◦C for 3 min,

10 amplification cycles (20 s at 98 ◦C, 15 s at 50 ◦C and 4 min at 72 ◦C), 25 amplification cycles (20 s at
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98 ◦C, 15 s at 55.2 ◦C and 4 min at 72 ◦C) and a final extension step at 72 ◦C for 4 min. The PCR products

were then separated by electrophoresis on 1.5% agarose gel and the fragments of the expected sizes

excised and purified using the NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit purification kit following the

manufacturer’s instructions (Machery-Nagel, Hoerdt, France). The different amplified fragments were

quantified using a Qubit fluorometer (Qubit® 2.0 fluorometer, Thermo Scientific, Courtaboeuf, France)

and pooled in a single tube in an equimolar manner. The pool was used to prepare sequencing libraries.

For the wild type Nigeria 75/1, library preparation and sequencing had been done before this study

using the HiSeq Illumina platform (Macrogen, South Korea). For the vaccine strain, deep-sequencing

data had already been obtained in our laboratory (Kwiatek, personal communication). For all the

other strains, the protocol below was followed. The vaccine strain was sequenced again with the

following protocol.

Samples were diluted to 0.2 ng/µL, and library preparation was performed according to the

instructions provided in the Nextera kit (Illumina). The libraries were prepared in “dual index”,

i.e., using two indexes for each sample.

The quantitative PCR (Q-PCR) “Library quantification kit” (Takara Clonetech, St-Germain-en-Laye.

France) was performed according to the manufacturer’s instructions on a LightCycler instrument

(Roche, France) to assess the exact quantity of material for each library. The distribution of fragment

sizes within each library was analyzed on an Agilent 2100 bioanalyzer with the Agilent high sensitivity

DNA kit (Agilent Technologies, Les Ulis, France), according to the manufacturer’s instructions.

The quantity and average size of each library were used to pool the libraries in an equimolar manner.

Sequencing was done on a MiSeq Illumina machine at the AGAP sequencing platform (CIRAD,

Montpellier, France). The samples were pooled in a group of maximum eight samples to increase

the chances of obtaining a minimum depth of 100× across the entire PPR genome to study genetic

diversity within viral populations.

The extremities of the genomes are usually very difficult to obtain by NGS sequencing because

only a few or no good quality reads are obtained in these regions. To complete the extremities of the

genome, RACE PCR (rapid amplification of cDNA-ends by polymerase chain reaction) was performed

following the instructions in the 5′/3′ RACE kit second-generation (Roche, France) [23]. The PCR

products obtained were sequenced using classical Sanger method at Genewiz (Bishop’s Stortford,

United Kingdom).

2.4. Bioinformatic Analyses

At the end of the Illumina sequencing, the raw data obtained were first analyzed using a homemade

bioinformatics pipeline (https://github.com/loire/Varhap) to determine the consensus sequence within

the sample, as well as to detect nucleotide variations (SNVs) within the population. The pipeline calls

for modules available on SAMtools [24] for the different steps of the analysis, including alignment of

reads (BWA) and variant calling freebayes [25]. Variant Call Format (VCF) files summarised the exact

proportion of each variant detected. These variants were determined by applying a filter on raw data.

The filter most frequently used to detect variants in this study was (vcffilter -f “QA/AO > 10 & AO/RO

> 0.01 & DP > 100 & RPL > 2 & RPR > 2 & SAF > 2 & SAR > 2”) where QA represents the addition of

base? “A” qualities, A0 (A for Alternative) represents the number of reads on the alternative base, R0

(R for reference) represents the number of reads on the reference base, DP represents the depth, RPR

and RPL reads “balanced” to each side (left and right) of the site. SAF/SAR represent the number of

reads on the forward/reverse sequences.

For the wild type Nigeria strain, the genome of the vaccine strain Nigeria 75/1 (GenBank Accession

n◦ KY628761) was first used as a reference. For all other passages, the genome of the wild type

Nigeria strain was used as a reference to highlight evolution towards attenuation. The analysis

was performed on the SouthGreen computing cluster (CIRAD, Montpellier, France). Geneious R11

and IGV (Integrative Genome Viewer) software were used to visualize variants and to double-check

alignment quality.
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The genetic distance between the consensus sequence pairs obtained was calculated using the

Manhattan distance method. The Manhattan distance between the viral population and consensus of

the same sample was used as a measure of intra-sample genetic diversity [26]. A matrix was constructed

where the part below the diagonal contains the inter-sample Manhattan distances between pairs of

consensus sequences, the part above the diagonal contains the inter-sample Manhattan distances

between the frequencies of the variants, and the diagonal represents the intra-sample Manhattan

distances between the consensus sequence and the frequency of the variants. The different distance

matrices obtained were used to visualize in two dimensions the genetic difference between strains

following Höper et al. (2015) using the package Classical (Metric) Multidimensional Scaling (cmdscale)

in R Studio version 1.1.456.

For the wild type, data on variant frequencies were not used for the analyses, as different

sequencing protocols had been used and the results concerning genetic diversity were, therefore,

not comparable.

All genomes obtained were aligned to PPRV genomes publicly available on GenBank using Clustal

W as implemented in the Bioedit software to assess nucleotide variability across PPRV strains.

2.5. Immunofluorescence on 10T1/2 Cells

The 10T1/2 cell line was used in this study to evaluate the virulence status of different PPRV

passages. Indeed, this cell line has previously shown different infection phenotype when infected

by the PPRV vaccine strain or wild Nigeria 75/1 strain [20]. Virus infection was observed using

immunofluorescence based on antibodies targeting the viral N protein [27]. Viral suspensions were

first titrated using the method of Spearman–Karber. A 96-well flat-bottom plate was seeded with 2.104

cells per well. Different wells were infected with different viral suspensions with a multiplicity of

infection (MOI) between 0.1 and 0.001 (depending on the different titers obtained). Parallel infections

were carried out on Vero cells. Once the cytopathogenic effect (CPE) reached 50–60% in the Vero cells,

infection of both cell types was stopped by removing the culture medium and adding an ice-cold 80%

acetone solution to permeabilize cell membranes after which the cells were incubated at −20 ◦C for

30 min. Acetone was removed and the cells were washed three times with PBS 1X to remove excess

acetone. N-antibody coupled with TRITC fluorochrome was added at a dilution of 1:100. The cells

were incubated at 37 ◦C for 30 min and then washed three times with PBS 1X. A volume of 100 µl of

PBS was then added to each well before the cells were observed using a fluorescence microscope.

3. Results

3.1. Comparison of Consensus Genome between PPRV Wild Type and Vaccine Nigeria 75/1 Strain

Sequencing coverage and the depth obtained for each genome are shown in Figure 1 (sequencing

read archive accession number XXXX, GenBank accession numbers: xxxx-yyyy). Except for the wild

type strain, RACE amplification was necessary to obtain the last 1–10 bp of each extremity of the

genome. Comparison of the consensus sequences for the wild type and vaccine Nigeria 75/1 strains

showed that only 18 mutations differentiate the two strains. Seventeen out of 18 mutations were

present at a frequency of 100% in sites with above 100x coverage, while the wild type variant at position

36 was still present at 14% frequency in the vaccine strain (Table 1). These mutations were distributed

throughout the genome both in coding and non-coding regions and in the leader and trailer regions of

the genome (Table 1). Nine mutations were synonymous and nine were not.
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(A) 

(B) 

Figure 1. Summary of the different viral strains made available during this study. Coverage and depth

of all the sequenced passages are shown in both (A) and (B). CHS: CV1 cell line stably expressing the

goat SLAM.
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Table 1. Evolution of the mutations that led to mitigation of the vaccine strain before the vaccine was obtained.

Mutations Regions POS
Passages

Wild Type Vero 47 CHS1 Vero 50 Vero 58 Vero 62 Vero 65 Vero 67 Vero 69 Vero 70 Vero 75 Vaccin CIRAD

1 Leader 5* A . . . . A/G A => G . . . .

2 Leader 36 A
A => G
(100%)

. .
A/G

(3%)(97%)
A/G

(0%)(100%)
.

A/G
(2%)(98%)

A/G
(100%)

A/G
(2%)(97%)

A/G
(14%) (85%)

3 N CDS 221 T
T => C
(100%)

. . . . . . . . .

4 N CDS 1513 T
T => C
(100%)
L => P

. . . . . . . . .

5 P mRNA 1795 C
C => T
(99%)

. . . . . . . . .

6 P CDS 3158 G
G => A
(99%)

G => E
. . . . . . . . .

7 M CDS 3694 A
A => G
(100%)
K => R

. . . . . . . . .

8 M CDS 4046 A
A => C

(1%) (99%)
R => S

. . . . . . . . .

9
M

mRNA
4559 G

G => A
(100%)

. . . . . . . . .

10 F CDS 5627 A .
A => G

(14%)(85%)

A/G
(4%)

(96%)
. . . . . . .

11 F CDS 6422 A
A => C
(100%)
K => E

. . . . . . . . .

12 F CDS 6846 A .
A/G

(68%)(32%)

A => G
(1%)

(99%)
. . . . . . .

13 H CDS 7384 A
A => C
(100%)
N => T

A/C
(3%)

(97%)
. . . . . . . .

14 H CDS 8645 C .
C/T

(91%)
(9%)

C => T
(4%)

(96%)
. . . . . . .
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Table 1. Cont.

Mutations Regions POS
Passages

Wild Type Vero 47 CHS1 Vero 50 Vero 58 Vero 62 Vero 65 Vero 67 Vero 69 Vero 70 Vero 75 Vaccin CIRAD

15 H CDS 8829 C . .
C/A

(74%)
(26%)

C => A
(100%)
R => S

C/A
(17%)(83%)

C/A
(3%)

(97%)
. . . .

16 L CDS 12193 A
A => C
(100%)
D => A

. . . . . . . . .

17 L CDS 15777 G
G => A
(100%)

D => N
. . . . . . . . .

18 Trailer 15946* C / / C => G . . . . . . .

Mutations (1:18) represent the 18 mutations separating the wild type Nigeria strain from the vaccine strain; POS, position in the PPRV genome; Vero x CHS y, virus obtained after x
passages in Vero cells and y passages in CHS cells; (/) no data obtained; (.) Change equal to the change observed in the previous passage. Percentages represent the frequency of presence of
certain bases within the population. The positions highlighted are those that host non-synonymous mutations. * Results obtained after RACE analysis.
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Non-synonymous mutations were observed at positions: 1513 (L => P), 3158 (G => E), 3694 (K =>

R), 4046 (R => S), 6422 (K => E), 7384 (N => T), 8829 (R => S), 12193 (D => A) and 15777 (D =>N). All

this information is summarized in Table 1.

Twelve out of the 18 mutations observed are at genome positions that are not variable in other

PPRV genome strains available publicly (see Supplementary Material). The vaccine variants at position

5 and 1513 are shared with another vaccine strain (Sungri 1996). Positions 36, 221, 4046, and 4559 are

variable in multiple PPRV genome included in the alignment (see Supplementary Material).

3.2. Appearance of Variants in Intermediate Attenuation Passages

The distribution of single nucleotide polymorphisms (SNP) along the genomes is shown in

Figure 2. Variants were found throughout the genome, although fewer were observed along the L

viral protein.

 

Figure 2. Distribution of SNP frequencies according to positions in the genome. SNP: Single nucleotide

polymorphism. Position: PPRV genome from 0 to 15,948 bp. The Vero47CHS1 passage represents 47

passages on the Vero cells and one passage on the CHS cells. The Vero75CHS5 passage represents 75

passages on Vero cells and five passages on CHS cells.
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At the earliest passage at our disposal (Passage 47 on Vero cells + one passage on CHS cells), 12 out

of the 18 mutations were present at a frequency of 100% (Table 1). However, a variant was identified

at a low frequency (2–3%) at position 36 in most passages after passage 47. Five of the remaining

six mutations appeared between P47 and P62. Three of these mutations were already present at a

frequency of 100% at P62, whereas the “vaccine” variant reached 100% frequency at P65 for position

36 and at P69 for position 8829. RACE PCR and Sanger sequencing of the PPRV genome leader and

trailer regions showed that the mutation at position 15,946 appeared in the population at passage 58

on Vero cells. Both vaccine and wild type variants were observed on the chromatogram at position 5 in

the leader region of PPRV genome for P65. Only the vaccine variant was observed at P67 at the same

position (Supplementary Figure S1).

3.3. Appearance of Genetic Variants in Passages after the Vaccine Master Seed

All 18 mutations differentiating the wild type and vaccine strains remained fixed in the population

with no change in frequency except for mutations at positions 36, 4046 and 5627 at which the wild type

variant sometimes reappeared at low frequencies (Table 2). Low-frequency variants were observed in

other regions of the genome in these passages. The distribution of low-frequency variants was similar

to that observed in intermediate attenuation passages, except that more variants appeared in the L

gene at P90, P99, P130, and P140 (Figure 2). Some new variants increased in frequency and reached

100% in passages after the vaccine strain (Supplementary Figure S2).

Two types of cells (Vero or CHS) were used to produce up to 10 new passages from the vaccine

strain. Comparison of viral genetic diversity within the two types of cells (Vero or CHS) revealed

a strong increase in the amount of SNPs in the 5th passage produced on CHS (called Vero75 CHS5)

compared to the 5th passage produced on Vero cells (called Vero80, 81 SNPs in Vero 80 versus 394

SNPs in Vero 75 CHS 5). However, after 10 passages, the same amount of SNPs was observed in

both types of cells (Vero 85 = 366 SNPs, Vero 75 CHS 10 = 377). NMDS analyses showed that the

evolution of passages after the vaccine strain differed between historical passages (P90, P99, P130,

P140) and the newly produced passages (P80, P85, V75C5, V75P10, Figure 3). When only the consensus

sequences were used to calculate genetic distances, the distribution of strains in the graph coincided

with sequential cell passages (Figure 3A). When all the variants in each population were taken into

account to compute genetic distances, the distribution appeared to be more complex (Figure 3B).

The genetic differentiation of V75C5 and V75C10 from other passages was more apparent. Genetic

diversity appeared especially high in P70, isolating this passage from previous or subsequent passages.

P90 was in an intermediate position between wild type and vaccine strains.
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Table 2. Evolution of the mutations that led to the mitigation of the vaccine strain after the vaccine was obtained.

Mutations Regions POS
Passages

Vaccin CIRAD Vero 75 CHS 5 Vero 75 CHS 10 Vero 80 Vero 85 Vero 90 Vero 99 Vero 130 Vero 149

1 Leader 5 G / / / / / / / /

2 Leader 36
A/G

(14%) (85%)
A/G

(30%) (70%)
A/G

(33%) (67%)
A/G

(9%) (90%)

A/G
(13%)
(87%)

A/G
(4%)(95%)

A/G
(7%) (93%)

A/G
(3%) (97%)

.

3 N CDS 221 C . . . . . . . .
4 N CDS 1513 C . . . . . . . .
5 P mRNA 1795 T . . . . . . . .
6 P CDS 3158 A . . . . . . . .
7 M CDS 3694 G . . . . . . . .

8 M CDS 4046 C . .
A/C

(8%) (91%)
A/C

(100%)
A/C

(4%)(96%)
A/C

(100%)
. .

9 M mRNA 4559 A . . . . . . . .

10 F CDS 5627 G . .
A/G

(2%) (98%)
A/G

(100%)
. . . .

11 F CDS 6422 C . . . . . . . .
12 F CDS 6846 G . . . . . . . .
13 H CDS 7384 C . . . . . . . .
14 H CDS 8645 T . . . . . . . .
15 H CDS 8829 A . . . . . . . .
16 L CDS 12193 C . . . . . . . .
17 L CDS 15777 A . . . . . . . .
18 Trailer 15946 G / / / / / / / /

Mutations (1:18) represent the 18 mutations that led to the mitigation; (/) no data obtained; (.) Change equal to change observed in the previous passage. Percentages represent the
frequency of presence of certain basis within the population. The positions highlighted are those that host non-synonymous mutations.
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Figure 3. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) between each sequenced passage. The obtained

NMDS was calculated from matrix (Supplementary Table S2). A: NMDS of consensus sequence, B:

NMDS of intraspecific diversity. WT cons: Wild type consensus. P47CHS1: Passage 47 on Vero cells +

one passage on CHS cells. P50 50th passage on Vero cells (like other P . . . in these plots).
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3.4. In Vitro Infection of 10T1/2 Cell Line

In this cellular model, immunofluorescence tests revealed a large number of viral particles in cells

infected by the wild type Nigeria strain, and in all intermediate passages up to passage 65. No or few

viral particles were detected in cells infected with the vaccine strain, or in passages 67 and beyond

(Figure 4).
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Figure 4. Infection of 10 T1/2 cells with different cellular passages leading to the attenuation of the

vaccine strain Nigeria 75/1.
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4. Discussion

Mechanisms leading to attenuation in morbilliviruses are poorly understood. Many studies

have been conducted on the attenuation of the measles virus, but all focused on the final formulation

of the vaccine and did not investigate the process that led to the attenuation process [8,12]. High

throughput sequencing of the original wild type strain and attenuation passages that led to vaccine

Nigeria 75/1 strain offers a unique opportunity to identify mutations that are potentially important for

PPRV attenuation and to better understand the evolution of morbillivirus during serial passages in

cell cultures.

Our results show that only 18 mutations separate the wild type strain and the vaccine strain.

Even if the wild type strain was not highly pathogenic, it still provoked clinical symptoms and could

be transmitted [10]. Therefore, some of these mutations may play an important role in determining

PPRV pathogenicity.

Thirteen mutations were located in coding regions of the viral proteins, of which nine were

non-synonymous mutations. Some of these mutations may modify important protein-protein

interactions. Mutations in glycoproteins F and H may affect the capacity of the viral particle to

bind to cell receptors, and therefore, could directly affect the virus entry mediated by F protein and

triggered by an interaction with H protein [11]. As observed in the measles virus, adaptation of PPRV

to Vero cell culture may procure the ability to use the complement regulator CD46 as a major receptor

to mediate virus entry and intercellular fusion [28].

Unlike virulent strains, PPRV vaccine strains are only lymphotropic and no longer epitheliotropic,

impeding virus shedding, and transmission between animals [10]. Mutations in the coding sequence

of P/V/C and M proteins may modify cell tropism and pathogenicity of the vaccine strain. Notably,

comparative nucleotide sequence analyses revealed that only two nucleotide differences separated two

measles virus strains with different cell tropism and pathogenicity, one in the P/V/C gene and the other

in the M gene [11].

Mutations in the L and P coding sequence may induce dysfunctional activity of the polymerase

and variable efficiency of transcription, which can directly affect protein expression [29]. The L gene of

an attenuated MeV strain has also been shown to reduce gene expression and virus propagation in cell

culture and in mice expressing hSLAM [30]. Therefore, mutations in the polymerase protein in PPRV

could contribute to an attenuated phenotype, but also to the stability of attenuated phenotype and the

increase in viral replication [31].

Synonymous mutations and mutations in non-coding regions may also be important for the

Nigeria 75/1 attenuation process. Synonymous mutations may lead to codon deoptimization, a process

linked to attenuation of several viruses including Zika and influenza A viruses [32,33]. Sequences

of nine vaccine MeV strains compared with Edmonston wild-type measles virus sequence revealed

differences in the noncoding regions of the genomes as well as in coding regions in all viral proteins [12].

The 5′/3′ UTR regions are involved in the fixation of the transcription factor for the RNA-dependent

viral polymerase. All cis-acting regulatory elements such as promoters and encapsidation signals are

contained in the first 107 and the last 109 nucleotides of the genome [34]. Consequently, mutations

detected in the leader and trailer regions may interfere with viral replication. The mutation observed in

the inter-regions between M and F could affect PPRV replication and cytopathogenicity. By having both

long M and F UTRs, MeV may replicate efficiently and minimize cytopathogenicity [35]. Moreover,

regions rich in GC could fold in complex secondary RNA structures and play a role in regulating

transcription of the M and F genes [12].

Taken together, these studies of MeV suggest that all 18 mutations observed between virulent

and attenuated PPRV Nigeria 75/1 strains could play a role in its attenuation. Our study provides

only a few clues to whether some mutations are more important than others. Indeed, 12 out of 18

mutations were already fixed in the viral population at passage 47. According to the results of the

original attenuation experiments [10], after 20 passages in cell cultures, Nigeria 75/1 strain provoked

only a transitory rise in temperature over a period of 48 h following the incubation period (5–6 days)
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when inoculated in goats. From the 55th passage on, infected animals presented no clinical signs of the

infection, and were unable to infect naïve goats through direct contact. Therefore, the key mutations for

attenuation of the wild type strain should be among the 12 mutations that appeared before passage 55.

Sequencing of the passages before passage 47 would be necessary to identify the time of appearance of

the 12 mutations during the attenuation process and perhaps to be able to link some of them with the

loss of symptoms in goats.

Results of in vitro infections of 10T1/2 cells suggested that the mutation at position 5 in the leader

region of the PPRV genome is very important for the capacity of virus replication in this cell type.

It is not clear if this mutation is also important for in vivo virulence. However, comparisons of PPRV

genomes available in GenBank show that, to date, this mutation has only been found in vaccine strains

and in one strain isolated in Ethiopia in 1994 (GenBank accession number: KJ867542). This mutation is

present in other paramyxoviruses, either in vaccines or virulent strains [36,37]. In addition, IFIT-1,

an interferon-induced antiviral effector, can bind to the 5′ UTR region. Mutations in the 5′ UTR have

been reported to block recognition of IFT-1, and therefore, could disrupt the function of this antiviral

protein [38]. Conversely, the attenuation process may involve mutations in the 5′ UTR, which could

facilitate IFIT-1 binding and immune restriction.

Unfortunately, it was only possible to obtain the extremity of the genomes by Sanger sequencing,

so the importance of low frequency variant could not be fully explored. Still, the presence of the two

variants was identified in passage 65, a passage still able to infect cells 10T1/2, suggesting that the

appearance of the vaccine variant did not impede the capacity of some of the viral population to infect

these cells. Further in vitro and in vivo experiments are needed to explore the role and importance of

this mutation.

Our results also identified some diversity of variants in each virus population. Low-frequency

variants appeared to be distributed along the whole genome in a consistent manner across passages.

Our results showed no low-frequency variants at the positions of the 18 mutations potentially associated

with attenuation, except position 36 and 4046. These two positions are variable across PPRV lineages,

suggesting that the presence or absence of specific variant at these positions is not important for the

attenuation of PPRV. In some instances, some variants increased in frequency and became fixed in the

population (for example T1359A, fixed after the passage 130, Supplementary Figure S2), suggesting

selection pressure possibly favoring adaptation to the cell culture system [28]. Results from passages

performed in parallel on Vero and CHS cells show that diversity is higher in CHS cells, especially

after five passages. Notably, a wild type variant at one of the 18 mutations potentially associated with

attenuation (position 5627) re-appeared at low frequency. These results suggest that the virus is subject

to different selection pressure in different types of cells, with CHS cells representing a higher risk of

reversal or loss of vaccine efficacy, possibly due to the expression of SLAM receptors in these cells. This

hypothesis is supported by results of a previous infection study showing that cell culture passages

affect the pathogenicity of PPRV strains, with strains passaged in cells expressing SLAM demonstrating

stronger virulence [39].

Multidimensional analysis showed that the new passages produced were genetically different

from historical passages after the vaccine strain. This may be due to differences in the cell culture and

in the passage methodology used, resulting in a different virus replication rate, and therefore, different

viral population diversity and selection pressures in the system. Therefore, the pathway to attenuation

or to evolution in cell cultures, in general, may differ even for the same PPRV strain depending on the

method used. For example, in another attempt to produce vaccine from the same wild-type strain, loss

of clinical symptoms of PPRV was not observed before the 65th passage [40] much later than the 20th

passage in the first study [10].

Our study suggests that only a few mutations can have a serious impact on the pathogenicity of

PPRV. Further work on the effect of these mutations on virus replication or protein-protein interactions

may provide advance our understanding of the mechanisms of attenuation in morbilliviruses. Moreover,

information on the mutations involved in attenuation may help design live-attenuated viruses, notably
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through genome re-encoding [41]. Importantly, our results show that the risk of reversal of PPRV

strain Nigeria 75/1 after serial passages in Vero, and even CHS cell cultures, seems low. However, it is

still recommended to limit the number of passages during vaccine production to ensure the quality of

vaccines to be used in the eradication campaign.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1999-4915/11/8/724/s1.
Table S1: Primer set used for long fragment analysis of the PPRV genome, Table S2: Pairwise Manhattan
distances calculated based on the base frequencies and the consensus sequences (diagonal from top/left to
bottom/right highlighted in bold), the base frequencies in the populations (above the diagonal), or the consensus
sequences (below the diagonal), respectively; Figure S1: Chromatogram alignment of the RACE PCR Sequencing,
Figure S2: Variants appeared and/or disappeared during cell passages, Supplementary FASTA file: Genomes
PPRV-aligned.fas.
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b. Etude comparative des souches virulentes PPRV MA08 et 
PPRV IC89 

Suite à l'identification de mutations associées à l'atténuation dans la souche 

vaccinale Nigeria 75/1, les souches PPRV Côte d'Ivoire 1989 (IC89) et Maroc 2008 

(MA08) qui ont montré une virulence différente chez les chèvres Saanen ont été 

analysées pour la présence de ces mêmes types de mutations. Pour ce faire, la même 

méthodologie que celle utilisée pour analyser les mutations de la souche vaccinale a 

été utilisée.  

Dans un premier temps, ces différentes souches ont été utilisées pour infecter les 

cellules murines 10T1/2 ayant montré leur permissivité à la réplication virale des 

souches virulentes du PPPRV. Les résultats obtenus nous indiquent la souche IC89 

ainsi que la souche MA08 continuent à se répliquer dans ce modèle (Figure 10).

IC89 MA08 

Cellules Vero Cellules 10T1/2 Cellules Vero Cellules 10T1/2 

N
P

P
R

V
 

Figure 10. Infections des cellules Vero et 10T1/2 par les souches virulentes 

PPRV IC89 et MA08. nfection des différents types cellulaires a été faite en 
topathogènes sur les cellules Vero, les 

infections ont été arrêtées puis révélées en utilisant le protocole 
 dans Eloiflin et al. (2019). 
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Dans un second temps, nous avons séquencé les différentes souches suivant la 

méthode décrite dans Eloiflin et al. 2019. Le séquençage en profondeur de ces souches 

virales a fourni une bonne couverture et une bonne profondeur sur la quasi-totalité du 

génome viral.  

Cependant, la région inter-génique entre les gènes M et F du virus a révélé un niveau 

de profondeur de séquençage plus faible (Figure 11A), probablement associé à la 

richess du motif « GC » dans cette région, entrainant des erreurs de séquençage. 

Les génomes consensus ainsi obtenus ont été comparés aux génomes publiés. Ainsi, le 

génome de la souche IC89 a été comparé au génome complet EU267273.1 d'une souche 

PPRV Côte d'Ivoire 1989 et le génome de la souche MA08 a été comparé au génome 

complet KC594074.1 d'un isolat PPRV Maroc 2008.  

Les différences entre ces comparaisons sont matérialisées par la présence de 

polymorphismes de nucléotides simples (SNP) dans les différentes régions du 

génome.  

Ces SNP ont été obtenus en appliquant le filtre suivant : QA/AO > 10 & AO/RO> 0.01 

& DP > 100 & RPL > 2 & RPR > 2 & SAF > 2 & SAR > 2. Dans ce filtre, QA représente 

l'ajout des qualités de la base "A", A0 (A pour Alternative) représente le nombre de 

lectures sur la base alternative, R0 (R pour référence) représente le nombre de lectures 

sur la base de référence, DP représente la profondeur, RPR et RPL les lectures 

"équilibrées" de chaque côté (gauche et droite) du site et SAF/SAR représentent le 

nombre de lectures sur les séquences avant/arrière. 

Les mutations (SNP) fixées dans le génome viral ont une fréquence >50% ce qui signifie 

que plus de 50% de la population virale possède la version alternative du nucléotide. 

Ainsi, lors de la comparaison du génome MA08 au génome KC594074.1, une seule 

mutation passe ce filtre et se situe dans la région intergénique entre les gènes M et F 
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(Figure 11B). Cette mutation étant située dans une région intergénique, elle n'induit 

aucun changement d'acide aminé (Tableau 1).  

A 

B 

Figure 11. Analyse du séquençage des souches virulentes de PPRV IC89 et 

MA08. (A) Couverture et profondeur obtenues par séquençage illumina sur chaque 
région du génome viral. La profondeur est donnée en logarithme (Log (Depth)). (B) 
Distribution des fréquences des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) en 
fonction des positions du génome. Les zones grises représentent les régions codantes 
(CDS) des gènes viraux suivants : N (Nucléocapside), P (Phosphoprotéine), M 
(Matrice), F (Fusion), H (Hemmaglutinine) et L (Polymérase). 
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En comparant le génome IC89 au génome complet EU267273.1, on remarque 

génome viral et se concentrent dans la région intergénique entre les gènes M et F et 

dans la région codante du gène F (Figure 10B).  

Certaines mutations sont synonymes et  sont non synonymes comme indiqué 

dans le Tableau 1

ce tableau rassemble les informations sur les positions et les changements provoqués 

par Les résultats de la comparaison entre les génomes 

IC89 et EU267273.1 nous indiquent que la mutation dans la région codante du gène M 

et onze des quatorze mutations présentes dans la région codante du gène F, induisent 

des changements s aminés dans les différentes protéines virales.  

Comme observé chez un virus de la rougeole isolé de deux manières différentes (soit 

avec des cellules Vero ou des cellules B95a), la mutation non synonyme observée dans 

le gène c

(Takeuchi et al. 2000). Il a été démontré que les 

mutations dans la région intergénique entre les gènes M et F, modulent la virulence 

du virus de la maladie de Carré (CDV) en contrôlant par exemple la transcription du 

gène F (Anderson & Messling 2008).  

De plus, plusieurs mutations non synonymes ont été observées dans la région codante 

du gène de la protéine de fusion et ont été représentées dans la Figure 11. La protéine 

de fusion des morbillivirus est 

deux sous unités F1 et F2 par la furine. Les différentes parties de cette protéine sont 

composées de différents domaines essentiels à la structuration du monomère et à la 

formation du trimère (Yin et al. 2006; Plattet et al. 2016). La zone codante de la protéine 

F du génome de la souche IC89 arbore plusieurs mutations non synonymes situées 

dans le peptide signal (Tableau 1 et Figure 11).  
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Ce peptide signal -F0 dans le réticulum 

endoplasmique (ER) et est clivé pour former F0 (Cherpillod et al. 2004).  

Chez le CDV, ce domaine module  et la stabilité de la protéine F à la 

membrane cellulaire et par conséquent module indirectement le pouvoir fusogène 

(Messling & Cattaneo 2002; Plattet et al. 2007). La sous-unité F2, appartenant au 

domaine de tête globulaire de la protéine F, présente 4 mutations non-synonymes dont 

une dans le domaine HRC (Figure 12). Cette mutation, très proche de celle observée 

dans la protéine F du virus de la rougeole, pourrait modifier les interactions de cette 

glycoprotéine et ses propriétés fusogènes en agissant, par exemple, sur la formation 

des syncytiums (Plemper & Compans 2003). Outre les mutations de la sous-unité F2, 

une mutation non synonyme a été observée dans le domaine de liaison de 

l'hémagglutinine (H) de la sous-unité F1 et peut également avoir un impact sur les 

capacités fusogènes de la protéine F (Ikegame et al. 2021). 

En somme, ces mutations sont potentiellement responsables de la différence de 

virulence observée dans la souche IC89, qui se révèle très virulente en l'absence de ces 

mutations chez les boucs britanniques (Baron et al. 2014).  Des études in silico des gènes 

portant les mutations pourraient nous permettre de déterminer si certaines d'entre 

elles induisent des changements de conformation des protéines virales qui 

modifieraient leur action au niveau cellulaire (Benfield et al. 2021).  

Malgré la faible virulence la souche 

IC89, les résultats in vitro des cellules murines nous indiquent que la souche 

IC89 ainsi que la souche MA08 continuent à se répliquer dans ce modèle. Ces souches 

conservent donc un caractère virulent dans ce modèle, cependant, nous n'avons pas 

pu vérifier si la réplication virale s'accompagnait de la libération des virus. 

Outre le modèle in vitro, la souche IC89 a fait preuve d'une virulence très élevée 

lorsqu'elle a été inoculée a des chèvres naines d'Afrique de l'Ouest, les animaux ayant 

survécu en moyenne 9 jours (Couacy-Hymann et al. 2007).   
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Cette souche a également été virulente chez les moutons Djallonke (Traoré et al. 

données non publiées) et chez des chèvres indigènes britanniques (Baron et al. 2014). 

Ainsi, la suite des expériences effectuées dans le cadre de cette thèse servira à évaluer 

souches PPRV de 

différentes virulences in vivo.  

A 

Figure 12. Représentation des différents domaines de la protéine de fusion.

(A) La protéine F est composée de deux principales parties : le domaine de la tête 
globulaire et la tige. Ces domaines sont formés à partir des sous unités F1 et F2. Ces 
sous unités dérivent du clivage de F0 et sont composés des domaines DI (jaune), DII 
(rouge), DIII (Violet), peptide fusion (rose), HRB (Bleue) et GCNt (gris). SP : peptide 
signal ; HRA-C : région de répétition des heptades A-C ; HBD : région de liaison de 

synonymes dans le génome IC89. (B) Forme trimérique de la protéine de fusion 
virale. (C) Répartition des domaines DI, DII, DIII, HRB et HBD dans un monomère 
de la protéine de fusion. (D) Interaction entre la forme trimérique de la protéine de 

Représentation adaptée de (Plattet et al. 2016; Yin et al. 2006; Ikegame et al. 2021).  
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Tableau 1. Représentation des SNP à haute fréquence . Les SNP à haute 
fréquence représentent des mutations fixes dans le génome viral. Les SNP trouvés 
dans la comparaison IC89 vs EU267273.1 sont représentés dans le tableau du haut. 
Les SNP provenant de la comparaison MA08 vs KC594074.1 sont représentés dans 
le tableau du bas. Les mutations non synonymes sont marquées d'un astérisque. 

Positions du 

génome 

Nucléotides 

EU267273.1 

Nucléotides   

IC89 

Fréquences 

des SNP 

Acides aminés 

EU267273.1 

Acides 

aminés     

IC89 

N
 C

D
S

 

1711 TTAATT GCAGCA 99.87 

M
 C

D
S

 

4315 G A* 99.46 292R 292Q 

R
é

g
io

n
 i

n
te

r 
g

é
n

iq
u

e
 M

_F
 4446 ACCGG TTCAC 100

4957 ATC AC 100
4963 G C 100
4971 T A 100
5208 AT CT 94.84 
5473 G T 100
5499 GCGATCGCC ACAAC 99.37 
5509 AA AGCACA 99.37 
5516 T G 99.73 
5518 AA ATA 97.11 

F
 C

D
S

 

5532 AC CG* 100 3T 3R
5538 C G* 99.65 5P 5A
5548 A C* 100 8K 8T
5559 T C* 99.68 12F 12L
5563 C T* 99.79 13S 13F
5569 T A* 100 15I 15N
5644 G A* 99.7 40R 40K
5657 GCA GCC* 96.96 45Q 45P
5660 AGC AAG* 97.75 46A 46S
5782 CTC CTA* 82.69 87L 87M
6020 A G 57.32 
6104 T G 99.85 
6122 T C 100
6773 G T* 99.89 416W 416C

Positions 

du génome 

Nucléotides 

KC594074.1 

Nucléotides   

MA08 

Fréquences 

des SNP 

Acides 

aminés 

KC594074.1 

Acides 

aminés     

MA08 

Région inter 

génique  

M_F 

5203 TCT CCT 95.1 
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2. Identification in vitro des facteurs de la réponse immunitaire 

associés à la sensibilité de l'hôte à l'infection par le PPRV  

Pour identifier les différents mécanismes immunitaires impliqués dans la 

 l'infection par le PPRV, les souches virales (IC89, MA08) ayant 

une virulence différente in vivo et le vaccin Nigeria 75/1 (VN751), ainsi que les cellules 

immunitaires de la chèvre ont été utilisés. 

La compréhension de ces différents mécanismes passe par la connaissance de la voie 

d'infection du PPRV. Comme le montre la Figure 9, le PPRV ainsi que d'autres 

morbillivirus pénètrent dans l'organisme par l'épithélium nasopharyngé. Les 

particules virales sont ensuite transportées vers les ganglions lymphatiques 

proximaux où une réplication intense du virus a lieu. Le virus infecte ensuite les 

lymphocytes activés (exprimant le récepteur SLAM) et se propage dans tout 

l'organisme. 

En suivant cette voie d'infection, il est nécessaire de comprendre comment des souches 

de virulences différentes interagissent d'abord avec les cellules présentatrices 

d'antigènes (monocytes, cellules dendritiques et macrophages) et ensuite avec les 

lymphocytes activés.  

a. par des 
souches de différentes virulences du PPRV  

Ces travaux ont été réalisés dans le cadre du stage de Master 2 (parcours IMHE) de 

Vincent Lasserre que 

suivante : https://agritrop.cirad.fr/599352/  
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 monocytes, les cellules dendritiques (DC), les macrophages et le 

PPRV reste encore peu connue. Ces cellules sentinelles constituent la première ligne 

de défense du système immunitaire contre les infections virales (cf. introduction). Les 

monocytes peuvent, en présence de cytokines, se différencier en macrophages 

(Monocyte-derived macrophages : MoMs) ou en cellules dendritiques (Monocyte-derived 

dendritic cells : MoDCs). 

Le facteur de stimulation des colonies de macrophages (M-CSF) induit la 

différenciation des monocytes en MoMs. Les MoMs partagent les fonctions des 

macrophages résidents classiques, mais produisent davantage de médiateurs pro-

inflammatoires. Le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de

macrophages (GM-CSF) et l'interleukine 4 (IL-4) induisent la différenciation des 

monocytes en MoDCs. Les MoDCs sont spécialisées dans l'activation des cellules T 

CD4 et ces cellules sont de grandes productrices de médiateurs pro-inflammatoires. 

Trois chèvres alpines adultes et une chèvre Saanen adulte naïves pour la PPR ont servi 

de donneuses pour des prélèvements sanguins. Ces prélèvements ont été effectués en 

conformité avec la réglementation française sur le bien-être animal et au maximum 

une fois par semaine. Les PBMCs de chèvre ont été isolées à partir du sang 

périphérique par séparation en gradient de densité. Ces cellules ont ensuite été 

utilisées pour l'isolement par séparation magnétique des monocytes exprimant le 

marqueur cellulaire CD14.  

Les monocytes CD14+ ont ensuite été mis en culture avec les cytokines recombinantes 

bovines IL4 et GMCSF pour permettre la différenciation en MoDCs et avec le bM-CSF

pour permettre la différenciation en MoMs.  

Les cytokines bovines recombinantes IL-4, GM-CSF et M-CSF ont été produites par 

transfection transitoire de cellules HEK-293T avec des plasmides codants pour les 

. Ces plasmides ont été fourni

es en utilisant des 
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 différenciation des 

monocytes est résumé dans la Figure 13.  

Une fois obtenus, les monocytes, les MoMs et les MoDCs ont été caractérisés par leurs 

tailles, granulosités et par l'expression de plusieurs marqueurs cellulaires en 

cytométrie en flux. Le nivea CD14, CD6, CMHII, 

CD172a, CD11c, CD209, CD205 et SLAMF9 a été évalué.  

Le marqueur CD14 est fortement exprimé à la surface des monocytes mais varie 

fortement chez les M ur 

être retrouvé chez une sous-population de lymphocytes B, a principalement été utilisé 

pour vérifier la pureté des préparations de monocytes.  

Figure 13. Schéma récapitulatif de la différenciation des monocytes en 

cellules dendritiques (MoDCs) et macrophages (MoMs).  Les cellules 
mononuclées du sang périphérique (PBMCs) ont été extraites par séparation en 
gradient de densité à partir du sang d . Par la suite, les 
monocytes CD14+ ont été séparé magnétiquement des PBMCs totaux (étape 5) puis 
mis en culture pendant 5 à 6 jours en présence des cytokines recombinantes bovines 
IL4, GM-CSF et MCSF (étapes 6 et 7).  
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gnée myéloïde a aussi été évaluée chez les différents 

types cellulaires. Le CMH II est une molécule présente à la surface des cellules 

CPA) dont les monocytes, les DC, les macrophages et les 

lymphocytes B. Cette molécule permet la présentation des antigènes aux lymphocytes 

T naïfs. Le CD172a ou signal regulatory protein

de la lignée myéloïde comme les monocytes, les DC, les macrophages ou les 

granulocytes. Par son interaction avec CD47, c

.  Le CD11c est une intégrine exprimée 

entre autres chez les monocytes, les cellules dendritiques et les macrophages.  

rs de la 

modulation immunitaire tels que le CD209 et le CD205 a aussi été évaluée.   Le CD209

ou DC-SIGN est un récepteur lectine de type C. un PRR qui permet 

est présent sur les DCs et les macrophages. Le CD209 est également impliqué dans 

morbillivirus et est impliqué dans leur 

dissémination.  

Le CD205

cellules apoptotiques et nécrotiques. Il est exprimé sur les DC ch

espèces, il est exprimé ou non par les monocytes.  

L  SLAMF9, 

protéines de la famille des SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) a aussi été 

évaluée. Le récepteur SLAMF1 est présent à la surface des lymphocytes, DC, 

macrophages et monocytes activés.  

Les monocytes, MoDCs et MoMs ont ensuite été infectés par les souches PPRV de 

virulences différentes avec une multiplicit  de 

ces cellules a aussi été déterminé par cytométrie en flux en utilisant un anticorps
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ciblant la protéine N virale. La Figure 14 récapitule le processus de marquage cellulaire 

cellules.  

Figure 14. Schéma récapitulatif du processus de marquage cellulaire des 

cellules infectées par le PPRV.

(PBS1X) et incubées à froid (4°C) en présence des anticorps primaires. Après 10 min 
avec les anticorps 

secondaires pendant 10 min. Les cellules sont ensuite fixées à la paraformaldéhyde 
(PFA) puis marquées de manière intracellulaire avec l  couplé 
à un fluorochrome   

i. Caractérisations morphologiques des monocytes, 

MoMs et MoDCs  

Les CPA présentent différentes morphologies cellulaires. L'observation par 

microscopie optique a montré qu'il n'y a pas de changements morphologiques 

significatifs lorsque les monocytes sont laissés en culture. En ajoutant des cytokines de 

différenciation au milieu de culture, les cellules semblent grossir et se couvrir

d'excroissances (MoDCs) ou se remplir de vésicules (MoMs) (Figure 15A). 

L'observation par cytométrie en flux a confirmé ces différences de taille des cellules. 
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Les monocytes sont plus simples en taille et en structure que les MoDCs et les MoMs 

(Figure 15B).

A B 

Figure 15. Aspects morphologiques des ce

de chèvres. (A) Observations par microscopie optique du processus de 
différenciation des monocytes. Les monocytes CD14+ ont été différenciés en MoMs 
et MoDCs par l'addition de cytokines bovines recombinantes : M-CSF, IL4 et GM-
CSF. Des photographies à différents moments (72 et 168h) ont été prises au cours de 
la différenciation. (B) Analyses par cytométrie en flux de la morphologie des 
monocytes, MoMs et MoDCs. La taille (FSC-A) et la granularité (SSC-A) permettent 
de différencier les trois populations cellulaires. Les différentes données ont été 
acquises avec des voltages identiques. 

ii. Niveaux d'expression de différents marqueurs 

cellulaires et caractérisation des schémas d'infection 

des CPA 

Après plusieurs purifications, le pourcentage moyen de monocytes CD14+ est 

de 5% dans la population totale de PBMC avec une pureté d'extraction de plus de 80% 

(Figure 16A). Ces cellules ont été utilisées pour obtenir des MoMs et des MoDCS.  
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La caractérisation des marqueurs cellulaires dans ces différents types de cellules a 

permis de déterminer des profils d'expression différents.  

Ainsi, les monocytes de chèvre sont : CD14+, CD6-, MHCII+, CD172a+, SLAMF9+, 

CD11c+, CD209+, CD205- (Figure 16B) et les MoMs et MoDCs de chèvre sont : CD14+, 

CD172a+, SLAMF9+, CD205+ (Figure 16C, D).

Figure 16. Marqueurs cellulaires exprimées à la surface des cellules 

 (A) Pourcentage de monocytes CD14+ 
contenu dans les PBMCs de chèvres. Pourcentage de monocytes (B), MoMs (C) et 

Les cellules ont ensuite été infectées pendant 48 heures avec les différentes souches 

impliquées dans cette étude à une MOI de 0,1. Tous les types de cellules ont été infectés 

de manière égale par la souche IC89, tandis que la souche MA08 semble 

préférentiellement infecter les MoMs et les MoDCs. La souche vaccinale présente le 

plus faible niveau d'infection, quel que soit le type de cellule (Figure 17, partie du 

haut).  
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La quantité de virus libérée dans le surnageant après l'infection a été évaluée par 

titrage. Aucun virus n'a été libéré par les monocytes, alors que les souches IC89 et 

MA08 ont été libérées dans le surnageant des MoMs et MoDCs infectés.  

La souche MA08 semble être libérée plus efficacement par les cellules différenciées, 

alors que seuls les MoDCs libèrent IC89. La souche vaccinale n'est présente dans aucun 

des surnageants de culture (Figure 17, partie du bas). 

Figure 17. Infection des cellules présentatrices 

souches du PPRV. Les monocytes, MoMs et MoDCs ont été infectés avec la souche 
vaccinale Nigeria75/1 (VN751) et les souches virulentes IC89, MA08 à une MOI de 
0.1 pendant 48h. Dans un premier temps le pourcentage de cellules infectées a été 
déterminé en marquant de manière intracellulaire la protéine N du PPRV (partie du 
haut). Ensuite le relargage des particules virales dans le surnageant a été quantifié 
par titrage viral (partie du bas). Les p values ont été calculées en utilisant le test de 
Turkey : * :P<0.05, **:P<0.01 et ***:P<0.001.   
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iii. Discussion des résultats préliminaires de cette étude  

Le processus de purification des monocytes a permis d'obtenir une moyenne de 

5% de cellules CD14+ (monocytes). Ce pourcentage est en moyenne de 10% chez 

l'Homme et de 20% chez la vache (Autissier et al. 2010; Corkum et al. 2015; Ceciliani et 

al. 2021). Ce faible pourcentage chez la chèvre n'a pas été un obstacle à l'obtention de 

cellules dérivées.   

Cependant, la pureté des extractions peut biaiser l'interprétation des résultats obtenus. 

En effet, une pureté d'environ 80% signifie la présence de 20% de contaminants. 

L'analyse de ces contaminants a révélé qu'il s'agissait principalement de cellules T 

(exprimant le marqueur CD6). La présence de ces contaminants pourrait être due soit 

à l'utilisation de billes CD14+ humaines qui sélectionneraient des molécules peu 

similaires chez la chèvre, soit à l'ajout d'un trop grand nombre de PBMCs lors de la 

purification ou encore à la présence de doublons cellulaires (cellules CD14+ liées à des 

cellules CD6+) qui permettraient aux contaminants de passer à travers la colonne de 

sélection positive.  

Néanmoins, ces cellules T, qui ont généralement une courte durée de vie sans 

stimulation dans le milieu de culture, meurent lors de la différenciation des monocytes 

en MoMs et MoDCs. Ces contaminants posent essentiellement un problème lors de 

l'infection des monocytes, car les monocytes sont infectés le jour de l'extraction, 

contrairement aux MoMs et MoDCs qui sont infectés 6 jours après. 

L'expression de marqueurs cellulaires nous a permis de commencer la caractérisation 

de ces CPA. Les résultats obtenus montrent que les monocytes de chèvre ont le profil 

d'expression suivant :  CD14+, CD6-, MHCII+, CD172a+, SLAMF9+, CD11c+, CD209+, 

CD205- alors que les MoMs de chèvre ainsi que les MoDCs sont : CD14+, CD172a+, 

SLAMF9+, CD205+.   
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Les monocytes humains et bovins expriment certains de ces marqueurs de manière 

similaire. Les marqueurs CD14, CD6 (marqueur des cellules T), MHCII, CD172a sont 

exprimés de la même manière dans les monocytes humains, bovins et caprins (Pilling

et al. 2009; Talker et al. 2018). Le marqueur CD11c est exprimé par les monocytes bovins 

alors que, selon le sous-type de monocyte (classique, intermédiaire ou non classique), 

ce marqueur est exprimé différemment chez l'Homme (Thomas et al. 2017). Les 

monocytes humains expriment le marqueur CD205 (Kato et al. 2006) tandis que les 

nt pas (Talker et al. 2018).  

Le marqueur CD209 n'est exprimé sur aucun des monocytes humains ou bovins (Park

et al. 2016; Chometon et al. 2020). Ainsi, l'expression du marqueur CD209 semble être 

spécifique aux monocytes de chèvre.  

De même que pour les chèvres, l'expression du marqueur SLAMF9 a été vérifiée sur 

les monocytes humains (Zhang et al. 2001). Le récepteur de l'entrée du morbillivirus 

dans le système immunitaire est documenté comme étant SLAMF1 et non SLAMF9 

(Tatsuo et al. 2001). Cependant, il existe un haut degré d'homologie entre les récepteurs 

de la famille SLAM et, comme SLAMF1, SLAMF9 est généralement exprimé à la 

surface des lymphocytes activés, comme c'est le cas pour les CD4 et CD8 bovins (Park

et al. 2015).  

En résumé, la caractérisation des monocytes de chèvre est très comparable à celle des 

monocytes bovins, mais ces cellules se distinguent par l'expression du marqueur 

CD209 spécifique à la chèvre. 

À l'exception du marqueur CD14, très faiblement exprimé chez les MoDCs humains 

(Guinan & Lopez 2020), les marqueurs étudiés pour les MoDCs et les MoMs de chèvre 

présentent le même profil d'expression chez les humains et les bovins (Park et al. 2016; 

Guinan & Lopez 2020; Nunez et al. 2004).  Une étude a montré que le marqueur CD14 

n'était pas exprimé par les MoDC de chèvre (Nfon et al. 2012).  
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Cette différence pourrait potentiellement s'expliquer par les concentrations des 

cytokines utilisées, qui étaient beaucoup plus élevées que les nôtres. Pour confirmer 

ces résultats, l'expression des marqueurs des MoDCs et des MoMs devrait être testée 

pour plusieurs concentrations de cytokine au cours de la différenciation de ces cellules. 

A ce jour, les marqueurs étudiés ne permettent pas de différencier les MoDCs des 

MoMs chez la chèvre, mais l'expression du marqueur CD205 semble les différencier 

des monocytes. Néanmoins, ces cellules présentent des morphologies cellulaires 

différentes. En effet, les MoDCs présentent des excroissances cellulaires qui peuvent 

être assimilées à des dendrites. L'analyse par cytométrie en flux montre que les MoDCs 

de chèvre obtenus dans cette étude ont des caractéristiques communes avec les MoDCs 

de mouton (Rojas et al. 2021a).  Les MoMs ont une plus grande complexité 

cytoplasmique qui peut être expliquée par la présence de vésicules. 

L'infection de ces différents types de cellules avec les différentes souches de virulence 

a permis de déterminer plusieurs phénotypes d'infection. Le niveau d'infection des 

cellules a été mesuré par la présence de la protéine N virale. Tous les types de cellules 

sont infectés par les différents virus mais à des niveaux différents. La souche IC89

semble infecter les monocytes plus efficacement que les autres souches. Cependant, 

aucune souche virale n'est libérée dans le surnageant lorsque ces cellules sont infectées. 

Les niveaux d'infection observés dans les monocytes peuvent être dus à la phagocytose 

des lymphocytes contaminants infectés. Lors d'une infection in vivo, il a été observé 

que les monocytes circulants ne sont pas infectés par le PPRV, ce qui signifierait que

ces cellules jouent un rôle minime dans l'infection par le PPRV (Wani et al. 2019).    

Les MoMs et les MoDCs sont infectés de manière efficace et similaire par les souches

MA08 et IC89 alors que la souche vaccinale présente un faible niveau d'infection et 

n'est libérée dans aucun des milieux de culture. Cette souche, ayant subi de nombreux 

passages cellulaires dans les cellules Vero (Eloiflin et al. 2019), peut avoir perdu sa 

capacité à se répliquer efficacement dans ces modèles cellulaires.  



                                                                          Travaux de recherche : Expériences in vitro 

99

Comme en témoigne une étude sur les DCs de souris suggère que la souche vaccinale 

Nigeria 75/1 n éplique pas (Li et al. 2019a). La souche IC89 est libérée dans le 

surnageant uniquement par les MoDCs, alors que la souche MA08 est libérée à la fois 

par les MoMs et les MoDCs. Les MoDCs infectés par la souche MA08 libèrent 10 fois 

plus de virus que ceux infectés par la souche CI89.  

Les MoDCs semblent être un hôte privilégié et un cheval de Troie parfait pour la 

dissémination du PPRV dans l'organisme, notamment pour atteindre les ganglions 

lymphatiques. Les DC humains sont aussi infectés de manière efficace par le virus de 

la rougeole. Cette infection non seulement productive (augmentation de la quantité de 

virus infectieux dans le surnageant) (Grosjean et al. 1997) 

lation de ces cellules (Grosjean et al. 1997; Romanets-Korbut et 

al. 2016). Ainsi, le transport du MV par les DC facilite la propagation du virus vers les 

organes lymphoïdes et la réplication du MV dans les DC peut jouer un rôle central 

dans la suppression immunitaire générale observée pendant la rougeole (Grosjean et 

al. 1997; Marie et al. 2001; Romanets-Korbut et al. 2016).  

 place lors de 

oDCs par la souche MA08.  Le défaut de relargage de la souche IC89 

entretenue au CIRAD pourrait également être lié à la présence dans cette souche de 

mutations dans les protéines F et M (voir section II.1.b), ce qui pourrait expliquer la 

différence de capacité de bourgeonnement dans les macrophages (Harrison et al. 2010).  

Les macrophages sont également des cellules clés dans le déroulement de l'infection 

par le PPRV. Des macrophages alvéolaires  PPRV ont 

été découverts chez des chèvres infectées lors d'une épidémie de PPR au Bangladesh 

(Chowdhury et al. 2014).   

Cette observation a également été faite chez des chèvres lors d'une infection 

expérimentale au cours de laquelle des syncytia de macrophages (CD68+) se sont 

révélés positifs pour la présence du PPRV 8 jours après infection (Truong et al. 2014). 
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Puisque cette détection a été faite de manière tardive dans les deux cas, il pourrait

s'agir d'un rôle tardif de ces cellules dans l'élimination des cellules infectées restantes

ou dans le processus d'excrétion virale.  

Les différences dans le profil d'infection des MoMs observées dans notre étude 

pourraient être un point de départ pour expliquer la différence de virulence observée 

entre les souches. Ces observations nous ont conduit à l'hypothèse présentée dans la 

Figure 18. Dans ce scénario hypothétique, nous supposons la présence de SLAMF1 

dans les macrophages, bien que son expression n'ait pas encore été confirmée sur les

MoMs de la chèvre. 

Figure 18. Mécanisme hypothétique du rôle des macrophages (MoMs) dans 

les premiers stades de l'infection par le PPRV.  Dans les premiers stades de 
l'infection, les particules virales présentes dans le mucus sont absorbées par les 
macrophages et conduites vers les ganglions lymphatiques. La souche MA08, très 
virulente, peut pénétrer et facilement induire une lyse cellulaire des macrophages, 
ce qui entraîne la migration d'un plus grand nombre de macrophages vers le site de 
l'infection. La souche faiblement virulente, en revanche, peut pénétrer dans les 
macrophages sans induire de lyse cellulaire, alors que les souches vaccinales ont du 
mal à pénétrer dans ce type de cellules. Les macrophages infectés migrent vers les
ganglions lymphatiques et le processus d'infection se poursuit. 
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b. Infection des lymphocytes activés par des souches du PPRV de 
virulences différentes 

Au cours de l'infection par le PPRV, les CPA migrent vers les ganglions 

munité 

adaptative. A ce stade, ces cellules, principalement des lymphocytes, sont infectées 

lorsqu'elles sont activées et expriment le récepteur SLAMF1. Les lymphocytes sont les 

principales cellules qui disséminent le virus dans tout l'organisme (Figure 9). 

L'infection des lymphocytes est suivie de l'induction d'une lymphopénie, qui est 

marquée par un nombre très faible de cellules immunitaires circulantes.  

Plusieurs études tentent de déterminer les facteurs qui induisent la lymphopénie au 

cours d'une infection virale (Guo et al. 2021). Par exemple, la réduction de la 

prolifération des PBMC suite à la stimulation antigénique ou par un mitogène, la 

modification des profils de cytokines, ainsi que la 

déplétion des lymphocytes mémoires sont certains des mécanismes qui ont été 

proposés pour expliquer la nature de l'immunosuppression induite par le MV 

(Laksono et al. 2016).  

Les facteurs induisant cette lymphopénie  sont encore très 

mal connus chez le PPRV. Il a été démontré que 

l'infection in vitro des lymphocytes par des souches de PPRV pourrait être impliqué 

(Mondal et al. 2001).  

Afin d'élucider les effets du PPRV sur les lymphocytes, nous avons entrepris d'infecter 

des lymphocytes de chèvres Saanen saines avec les différentes souches de PPRV 

impliquées dans cette étude. Les lymphocytes activés étant les cibles principales lors 

de l'infection par le PPRV, nous avons décidé de stimuler 

la concanavalline A (ConA) dans le milieu de culture.  
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La stimulation par la ConA induit une augmentation de l'expression de l'ARN 

messager codant pour le SLAMF1 et augmente le niveau d'infection des cellules par le 

PPRV (Pawar et al. 2008b; Nizamani et al. 2014). Ainsi dans ce contexte favorable à la 

réplication virale, nous avons évalué les effets des virus sur la viabilité et la 

prolifération des cellules. Les mécanismes qui sous-tendent les phénotypes observés 

ont été analysés spectrométrie de 

masse.  

Les résultats indiquent que toutes les souches virales sont capables de réduire la 

viabilité et la prolifération des cellules, avec un effet précoce et plus prononcé pour la 

souche hautement virulente (MA08) qui se réplique plus efficacement. La réponse 

interféron de type I antivirale est induite indépendamment de la virulence de la souche 

et a été détectée par les approches transcriptomiques et protéomiques.  

La souche hautement virulente a induit une réponse pro-inflammatoire plus forte et 

une dégradation du métabolisme cellulaire conduisant à une forte induction de 

l'apoptose. Une induction de mécanismes complémentaires à la réponse antivirale a 

Ces mécanismes complémentaires semblent jouer un rôle essentiel dans le contrôle de 

la réplication virale 

 Ces résultats nous permettent de comprendre qu'une réplication virale efficace, telle 

que celle de la souche MA08, est essentielle pour déjouer la réponse immunitaire des 

cellules. 

i. Article 2: Identification of differential responses of goat 

PBMCs to PPRV virulence using a multi-omics approach



Identification of Differential
Responses of Goat PBMCs to
PPRV Virulence Using a
Multi-Omics Approach
Roger-Junior Eloiflin1,2*, Gaël Auray3,4, Sylvie Python3,4, Valérie Rodrigues2,5,

Martial Seveno6, Serge Urbach7, Khadija El Koulali6, Philippe Holzmuller1,2,

Philippe Totte1,2, Genevieve Libeau1,2, Arnaud Bataille1,2* and Artur Summerfield3,4*

1 CIRAD (Agricultural Research Centre for International Development), UMR (Unité Mixte de Recherche), ASTRE (Animal,
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Peste des petits ruminants (PPR) is an acute transboundary infectious viral disease of

small ruminants, mainly sheep and goats. Host susceptibility varies considerably

depending on the PPR virus (PPRV) strain, the host species and breed. The effect of

strains with different levels of virulence on the modulation of the immune system has not

been thoroughly compared in an experimental setting so far. In this study, we used a multi-

omics approach to investigate the host cellular factors involved in different infection

phenotypes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from Saanen goats were

activated with a T-cell mitogen and infected with PPRV strains of different virulence:

Morocco 2008 (high virulence), Ivory Coast 1989 (low virulence) and Nigeria 75/1 (live

attenuated vaccine strain). Our results showed that the highly virulent strain replicated

better than the other two in PBMCs and rapidly induced cell death and a stronger

inhibition of lymphocyte proliferation. However, all the strains affected lymphocyte

proliferation and induced upregulation of key antiviral genes and proteins, meaning a

classical antiviral response is orchestrated regardless of the virulence of the PPRV strain.

On the other hand, the highly virulent strain induced stronger inflammatory responses and

activated more genes related to lymphocyte migration and recruitment, and inflammatory

processes. Both transcriptomic and proteomic approaches were successful in detecting

viral and antiviral effectors under all conditions. The present work identified key

immunological factors related to PPRV virulence in vitro.
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INTRODUCTION

Peste des petits ruminants (PPR) is an acute transboundary
infectious viral disease of small ruminants, mainly sheep and
goats which threatens the livelihoods and food security of
smallholder farmers across Africa, the Middle East and Asia
(1, 2). Recent outbreaks in Georgia, Bulgaria and the current
distribution of the disease point to potential risks to Europe
(3–5). Wild and captive artiodactyls, cattle, camelids and suids
can also be infected by the disease (6, 7). The causal agent of this
disease is the peste des petits ruminants virus (PPRV) (family:
Paramyxoviridea, genus: Morbillivirus). Genotypic classification
of PPRV has identified four lineages. These lineages are all
circulating in Africa (8) while lineages III and IV are
circulating in Middle East (9) and lineage IV in Asia (10) with
a recent incursion in Europe (11).

Infected animals are characterised by marked hyperthermia,
apathy, anorexia, diarrhoea, ocular and nasal discharge, and lip
and nose lesions. Mortality can reach 50-100% in naïve small
ruminant populations. Due to the impact of the disease on food
security and on the global economy, the OIE and FAO launched
a worldwide campaign to eradicate PPRV by 2030 (12). Such an
eradication programme requires effective vaccines and diagnostic
tests. Two live attenuated PPRV vaccines, Nigeria 75/1 and
Sungri96, are currently in use worldwide. Both vaccines
provide complete clinical protection against all four PPRV
lineages (13), irrespective of whether they are administered
intranasally or subcutaneously (14). One dose of Nigeria75/1
vaccine (102.5 TCID50) has been shown to induce protective
immunity for at least 3 years in vaccinated animals (15). Host
susceptibility varies considerably depending on the PPRV strain,
and on the species and breed of the host (16, 17). Identifying
factors that influence host-pathogen interactions and the
outcome of an infection may greatly help develop efficient PPR
control strategies.

Like other morbilliviruses, PPRV is lymphotropic and
epithel iotropic . PPRV infect ion is associated with
immunosuppression, as indicated by leukopenia and
lymphopenia, providing a window of opportunity for the virus
to replicate and spread (18). This phenomenon appears to be a
multifactorial process involving interactions between PPRV
haemagglutinin H and the cellular receptors (PRR and SLAM)
and the suppression of the interferon antiviral response by the
non-structural viral proteins V and C (19, 20). Vaccination with
live attenuated vaccines may also cause transient leukopenia
without significantly affecting the immune response (21, 22).

Immune cells (lymphocytes, monocytes and dendritic cells)
are responsible for transport of the virus to the tonsillar tissue
and lymph nodes draining the initial site of infection where
extensive viral replication occurs before propagation to epithelial
and lymphoid tissues of other organs (23). In-vitro studies using
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) have shed some
light on the immune response to PPRV infections (24–26). In
PBMCs infected with PPRV apoptotic indices were found
including peripheral condensation of chromatin, nucleus and
cell fragmentation leading to the formation of apoptotic bodies
(27). These findings suggest that PPRV can induce apoptosis in

goat lymphocytes. Transcriptome analysis of PBMCs infected by
the PPRV vaccine strain Sungri/96 showed the dysregulation of
both immune regulatory pathways and the expression of genes
encoding the transcription factors that govern the response to
viral infection (24). Innate immune molecules and antiviral
genes seem to play an important role at the earliest state in
infection of PBMCs, suggesting a link between innate and
adaptive immune response to PPRV infection (25, 26).

In-vitro studies have generally only focussed on either a
vaccine strain or highly virulent strains. The effect of strains
with different levels of virulence on the modulation of the
immune system has not been thoroughly compared in an
experimental setting so far. Furthermore, gene expression
studies of immune response to PPR have never been combined
with protein expression analyses to confirm patterns of immune
responses, except for the modulation of microRNA expression
(28, 29). Multi-omics approaches are now favoured to increase
our understanding of complex biological processes (30).

Reliable and reproducible challenge models to study host-
PPRV interactions are needed for in-depth investigation of host-
PPR interactions. In a previous study by our team, a model of
PPRV challenge in Saanen goats was developed to test PPR
vaccine efficacy (31). In that experiment, two virulent strains of
PPRV were used to infect Saanen goats. In the Saanen goat breed,
the Morocco 2008 PPRV strain was highly virulent, while the
Ivory Coast 1989 PPRV strain only induced mild symptoms of
the disease. No symptoms or virus shedding were observed with
the PPRV vaccine strain Nigeria 75/1. In the present study, we
use an in-vitro approach to explore the mechanisms behind the
different levels of virulence of these three PPRV strains in the
new challenge model.

In this study, we infected PBMCs from Saanen goats with the
two virulent strains, Morocco 2008 and Ivory Coast 1989, and
also with the vaccine strain Nigeria 75/1, the most commonly
used PPRV vaccine strain (32). PPRV is known to interact with
the signalling lymphocyte activation molecule (SLAM) (33). The
mitogen Concanavalin A (ConA) was used to enhance virus
susceptibility through enhanced SLAM expression and T cell
activation. The level of SLAM expression in ConA-stimulated
PBMCs is higher than in unstimulated cells and thus increases
viral replication and titer (34). In this favourable context, PPRV
strains have an optimal level of infectivity and inhibit
lymphoblastogenesis in a dose-dependent manner (35). In the
present study, we explored the response of PBMCs to infection
by PPRV strains of different virulence using flow cytometry,
transcriptomic analyses and proteomic analyses.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement
Five adult Saanen goats (males, castrated) kept at the Institute of
Virology and Immunology IVI in Mittelhäusern, Switzerland
served as blood donors. Blood sampling was performed in
compliance with the Swiss animal protection law (TSchG SR
455; TSchV SR 455.1; TVV SR 455.163) under the authorization
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number BE8/19. The experiments were reviewed by the cantonal
committee on animal experiments of the canton of Bern,
Switzerland, and approved by the cantonal veterinary authority
(Amt für Landwirtschaft und Natur LANAT, Veterinärdienst
VeD, Bern, Switzerland).

PBMC Isolation, Proliferation Assay
and Virus Infection
Goat PBMCs were isolated from whole blood (n = 5 healthy adult
Saanen goat donors) by gradient density separation using
Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) according to the
manufacturer’s instructions. Isolated PBMCs from each goat
were divided into two sets of cultures.

Cell trace violet-labelled (see below) PBMCs were used for
flow cytometry-based proliferation analysis, while unlabelled
cells were used for RNA sequencing and proteomic analysis.
PBMCs were cultured in DMEM supplemented with 10% foetal
bovine serum, 1% non-essential amino acids, 1% sodium
pyruvate, 1% Hepes and 0.02 mM beta-mercaptoethanol (all
components were purchased from ThermoFisher Scientific).

The highly virulent PPRV strain Morocco 2008 (PPRVMA08
VSD2 Vero 4 VSD1, lineage IV), the weakly virulent PPRV strain
Ivory Coast 1989 (PPRV IC89 PM3 Vero 5, lineage I), and
vaccine PPRV strain Nigeria 75/1 (PPRV N75/1, Cirad Master
seed batch LK1 BK1 Vero 75, lineage II) were used to infect
PBMCs. The 50% tissue culture infective dose per ml (TCID50/
ml) was 103.7 TCID50/ml for PPRV MA08, 105.0 TCID50/ml for
PPRV IC89 and 105.6 TCID50/ml for PPRV N75/1.

For virus infection, labelled and unlabelled goat PBMCs were
seeded in 96-well plates at a density of 2.5 105 cells per well and
inoculated with the different strains at a multiplicity of infection
(MOI) of 0.001. PBMCs from different donors were distributed
and then infected in different plates. After 1 h of absorption,
infected PBMCs were washed with 1X PBS and maintained in
DMEM supplemented with 2% of FBS and Concanavalin A
(ConA, 2.5 µg/ml, Sigma Aldrich). Mock-infected PBMCs
underwent the same treatment and were used as controls. A
pool of three culture replicates of PPRV- and mock-infected
cultures of PBMCs was harvested at 24, 48, 72, 96 and 120 hours
post infection (hpi).

Flow Cytometry Assay
A cell proliferation assay was performed using the CellTrace
Violet Cell Proliferation Kit (ThermoFisher Scientific) according
to the manufacturer’s instructions. Infected PBMCs were
analysed by flow cytometry (BD FACSCanto II Cell Analyzer,
BD Biosciences) using an anti-PPRV-N-FITC monoclonal
antibody (clone 38-4, CIRAD, Montpellier, France). PBMCs
were washed and 7AAD (Biolegend) was added in the dark 10
min prior to acquisition to assess the percentage of live cells. For
the intracellular staining of the virus, cells were fixed in 4%
paraformaldehyde (PFA) and permeabilised in 1X PBS
supplemented with 0.1% of Saponin. Fixed and permeabilised
cells were stained with a FITC-conjugated monoclonal antibody
against PPRV N protein (1:100) diluted in 1X PBS supplemented
with 0.3% of Saponin.

RNA Isolation and RNA
Library Construction
Total RNA was extracted from goat PBMCs using TRIzol
(Invitrogen). Briefly, PBMCs were harvested in TRIzol (Life
Technologies), and Chloroform : IAA (49:1, Sigma-Aldrich)
was added to each tube. After a centrifugation step at 12,000g
at 4°C for 15 min, the upper aqueous phase was transferred to a
fresh tube containing 0.5 ml of 75% ethanol. After 10 minutes
incubation at room temperature, the nucleic acids in 75% ethanol
were loaded onto a NucleoSpin RNA column placed in a
collection tube. The remaining RNA isolation steps were
performed using the NucleoSpin RNA kit (Macherey Nagel)
according to the manufacturer’s instructions. Total RNA quality
and concentration were measured and the library prepared at the
Next Generation Sequencing platform of the University of Bern,
Switzerland. Only samples with RNA Quality Number (RQN)
score ≥ 8 were sequenced on a NovaSeq 6000 instrument using
an SP flow cell.

RNA Seq Data Processing
Raw sequencing reads from each library were aligned with the
Capra hircus Ensembl genome (ARS1 GCF_001704415.1) and
the PPRV genome (GCF_000866445.1_ViralProj15499) using
Hisat2 (v.2.1.0). Read count data were obtained using StringTie
(v.2.0.3) and were imported in RStudio software (v.1.1.456) using
the tximport package (v.1.20.0). Differential expression analysis
between PPRV-infected and not-infected PBMCs was performed
using the DESeq2 package. A false discovery rate (FDR) < 0.05
and a |log2 Fold Change| > 1 were set as the default thresholds for
significant differential expression. Venn diagrams between up-
and downregulated genes were drawn with InteractiVenn
(accessible at http://www.interactivenn.net/). Gene ontology
categories based on biological processes, molecular functions
and cellular components were retrieved for all up- and down-
regulated genes using gProfiler (36).

Ingenuity Pathways Knowledge Base in QIAGEN’s IPA
software (QIAGEN, Redwood City, USA) was used with the
lists of differentially expressed genes to identify the canonical
pathways, upstream regulators and the most significant biological
processes. Core and multiple analyses were performed for each
dataset to identify the activated (Z score > 2) or inactivated (Z
score < −2) canonical pathways and bio functions.

DEG lists were also ranked based on the P-values adjusted
(FDR) for a gene set enrichment analysis with goat blood
transcriptional modules (BTM). BTM represent gene sets
created based on a high level of interactions identified ex vivo

in human PBMC (37), we had previously adapted for use in
sheep (38) and pigs (39). The annotation of these genes was
based on either the gene descriptions given in the ENSMBL data
based or on homology with other species, including cattle, pigs,
human and/or mouse. Homologies were obtained using the
Biomart software accessible on the ENSEMBL web site. The
goat BTMs were adapted to the goat by replacing human genes
with their goat homologs. This step required extensive manual
curation for genes that differed in name or have not yet been
annotated in goats. The homologies, novel annotations, and the
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final lists of BTM genes are provided in Supplementary

Materials. Module activity during the different infections was
compared using a false discovery rate < 0.01. This threshold was
set to select specific BTMs and to reduce false positive BTMs.

Proteomic Data Acquisition
and Processing
PPRV-infected and not-infected PBMCs were prepared for
proteome analysis using a homemade protocol. First PBMCs
were washed twice with 1X PBS and collected in DIGE buffer at
different times. DIGE buffer comprised 7 M urea, 2 M thiourea,
4% 3-[ (3 -cho lamidopropy l ) -d imethy lammonio] -1-
propanesulfonate (CHAPS) and 30 mM TrisHCL. The pH was
adjusted to 8 with HCl. This step allowed cell lysis and the
conservation of protein structure. The quantity of proteins
obtained was evaluated using a 2D gel and colorimetric dosage.

Samples were transferred to the Functional Proteomics
Platform (FPP, Montpellier, France) where tryptic digestion of
the samples was carried out on S-Trap Mini Spin columns
(Protifi). Samples were loaded onto a 50-cm reversed-phase
column (75 mm internal diameter; Acclaim PepMap 100 C18;
Thermo Fisher Scientific) and separated with an UltiMate 3000
RSLC system (Thermo Fisher Scientific) coupled to a QExactive
HF system (Thermo Fisher Scientific). Tandem mass
spectrometry analyses were performed in a data-dependent
mode. Full scans (375–1,500 m/z) were acquired in the
Orbitrap mass analyser with a resolution of 60,000 at 200 m/z.
For the full scans, 3 × 106 ions were accumulated within a
maximum injection time of 60 ms. The 12 most intense ions with
charge states ≥2 were sequentially isolated (1 × 105) with a
maximum injection time of 100 ms and fragmented by higher-
energy collisional dissociation in the collision cell (normalised
collision energy of 28%) and detected in the Orbitrap analyser at
a resolution of 30,000.

Raw spectra were processed with MaxQuant (v 1.6.10.43) (40)
using standard parameters with label-free quantification (LFQ),
iBAQ and matched between run options using Andromeda (41).
Tandem mass spectrometry spectra were matched against the
UniProt reference proteomes (release 2020_04; http://www.
uniprot.org) of C. hircus and Peste-des-petits-ruminants virus
(proteome IDs UP000291000 and UP000118493, respectively)
and 250 frequently observed contaminants, as well as reversed
sequences of all entries. The maximum false peptide and protein
discovery rate was set at 0.01. The representative protein ID in
each protein group was automatically selected using our in-
house Leading tool (v3.4) (42). The protein-protein interaction
was predicted using the STRING database (STRING: functional
protein association networks, accessible at string-db.org) with
Capra hircus as the reference species (43).

Statistical Analysis
Differences in survival between PPRV-infected and not-PPRV-
infected PBMCs at different times were analysed using two-way
ANOVA. Differences between goat proteins detected by
proteomics were analysed using Student’s t-test. Statistical tests

were carried out with graphpadprism (v7) and Perseus
(v1.6.10.43) on LFQ data (44).

RESULTS

PPRV Infection Induces a Decline in
Viability and Cell Division in PBMCs
Survival and proliferation of ConA stimulated PBMCs in
response to infection with different PPRV strains were assessed
by flow cytometry. Cell viability significantly decreased at 96
hours post-infection (hpi) after infection with MA08 compared
to mock-infected cells. This significant effect was also observed
with all PPRV strains at 120 hpi (Figure 1A). ConA stimulation
induced multiple divisions of PBMCs. During the experiment,
the proportion of undivided cells decreased from 100% to 20% in
mock-infected PBMCs, from 100% to 50% in PBMCs infected
with IC89, from 100% to 60% in PBMCs infected withMA08 and
from 100% to 40% in PBMCs infected with VN751. This
decrease started to significantly differ from that in the controls
at 72 hpi when PBMCs were infected with MA08, at 96 hpi with
IC89 and at 120 hpi with VN751 (Figure 1B).

Viral Replication in PBMCs Differs Among
PPRV Strains
The level of infection in PBMCs was first determined by staining
for the intracellular presence of PPRV N. In ConA-stimulated
PBMCs, MA08 showed higher infectivity over time compared to
IC89 and VN751 (Figure 2A). This was linked with higher levels
of mRNA in many viral genes (N, P, V, C, M, F, H, and L) at 72
hpi quantified by RNA sequencing (Figure 2B) and viral
proteins quantified by mass spectrometry (Figure 2C).

More Genes Are Differentially Regulated
During Infection With the Highly Virulent
PPRV Strain
Principal component analysis of the transcriptomic data at 72 hpi
revealed distinct clusters that allowed further analysis. In this
analysis, only the MA08 group was clearly distinguished from the
IC89 and VN75/1 groups and the control group (Supplementary

Figure 1A). Infections of PBMCs with PPRV strains induced up
and downregulation of genes compared to mock-infected cells.
Analysis of mRNA expression at 72 hpi showed that VN751 and
IC89 strains mainly induced gene upregulation while MA08
induced both gene up- and downregulation. A total of 82
upregulated genes were common to the three infection groups,
while 20 genes were specific to VN751 and IC89, and 19 genes were
specific to VN751 and MA08. In addition, MA08 strain induced
upregulation of 132 genes and downregulation of 242 genes not
observed in other groups (Figure 3). The upregulated genes
identified in the annotated reference genome and common to all
treatment groups show similar expression levels. Categories
retrieved from gene ontology show that most of commonly
expressed genes are involved in immune processes such as the
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type I interferon-mediated antiviral response (Supplementary

Figure 2A). Complementary genes such as those encoding
RNASEL, TDRD7, UBA7 and UBE2L6 of this antiviral response
are activated in common between IC89 and VN75/1 infections
(Supplementary Figure 2D). Several non-coding RNA (7SK,
Metazoa_SRP, U1 and 5_8S_rRNA) involved in the transcription
mechanisms are expressed in common between the IC89, MA08
and MA08, VN751 infections (Supplementary Figures 2E, F).
Genes involved in endoplasmic stress response, immune response,
gene transcription and cytokine and chemokine activity are
specifically upregulated upon infection with MA08
(Supplementary Figure 2B) while those involved in biosynthesis
processes, development and maintenance of cell shape and function
are downregulated (Supplementary Figure 2C).

PPRV Infection of Cells Induces
Differential Expression of Antiviral Genes
and Proteins
DEG lists were used to identify pathways, functions and regulators
that are dysregulated in the different infection groups. Production of
cytokines and chemokines, PRR recognition of virus, IRF activation
and the role of PKR in antiviral pathways were upregulated in all
conditions. Specifically, upregulation of MAPK TREM1 and IL17
signalling pathways and downregulation of erythropoietin and
cholesterol biosynthesis pathways were observed after infection
with MA08. These pathways have been classified as belonging to
the antiviral response, cell death and survival and/or lipid
metabolism (Figure 4A). More upstream regulators were also
observed after infection with MA08 than with the other strains.

A

B

FIGURE 1 | Effect of PPRV strains on ConA stimulated PBMC survival and proliferation over a period of five days. (A) Viability of the cells during infection expressed as

the percentage of live cells (7AAD negative cells). (B) Frequencies of undivided cells after infection with the different virus strains. Five goats were used to obtain PBMCs.

Goat PBMCs were infected with PPRV strains IC89, MA08 and VN75/1 at MOI of 0.001. The sixth point observed in 1A represents an additional experiment performed

on one animal to confirm the results obtained. P-values were calculated using two-way ANOVA: “*” = P-values < 0.05; “**” = P-values < 0.01; “***” = P-values < 0.001;

“****” = P-values < 0.0001.
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Like the pathways, these regulators have been classified for their
potential role in antiviral response, cell death and survival, MAPK
signalling, cell proliferation and/or lipid metabolism (Figure 4B).
Biological functions involved in antiviral response, differentiation
and apoptosis of immune cells (lymphocytes and phagocytes) were
activated in all infection groups. VN751 and IC89 activated similar
functions. MA08 also activated several other functions. These
specific functions were mainly related to the formation of

lymphocytes and natural killer cells, migration, recruitment and
inflammatory processes such as cell degranulation (Figure 5A).
Biological functions involved in replication of the virus were
significantly repressed across infections, particularly VN751 and
IC89 strains that have a greater number of functions with a zscore
lower than -2 (Figure 5B). Genes involved in this mechanism are
shown in Supplementary Figure 3. Gene set enrichment analysis
detected activated blood transcriptional modules (BTMs) involved
in the antiviral type I interferon response and in antigen
presentation by dendritic cells. BTMs involved in the role of
myeloid cells in inflammation were found to be repressed upon
infection with VN751 (Figure 5C).

Proteins differentially expressed between infections were
analysed using a proteomic approach. Principal component
analysis of the proteomic data at 48, 72 and 96 hpi revealed
distinct clusters that reflect the course of the infections. The IC89
and VN751 groups had similar protein distribution and expression,
while the MOCK and MA08 groups showed distinctive patterns
(Supplementary Figure 1B). A set of proteins involved in the
antiviral response was differentially expressed among the infection
groups from 72 to 96 hpi (Figure 6). These proteins were
significantly detected in all infections but at different expression
levels. Fewer proteins were detected in the MA08 infection group.
Some proteins identified at 72 hpi were no longer detected at 96 hpi,
e.g., ISG15 in all conditions, IFIT1 and DDX58 (RIG I) in theMA08
group only. In addition, some proteins were detected only in specific
infection groups: EIF2B5, POLE4 and LYPLA1 at 48 hpi, TCHHL1,
RPF2 at 72 hpi and JAK3, NT5C3 and TNFAIP8L2 at 96 hpi for
VN75/1; TCHHL1, PARP10 at 72 hpi and TCHHL1, JAK3 and
ANXA4 at 96 hpi for IC89; FN1, MX2 and IFIT2 at 48 hpi, FN1,
NT5C3 and LAMTOR5 at 72 hpi and TOMM6, CNTRL,
ASPSCR1, APOC3 and TNFAIP8L2 at 96 hpi for MA08 (Figure 6).

DISCUSSION

The virulence of PPR viral strains depends on the host, the
environment and the intrinsic abilities of the strains to replicate
in infected cells. Host susceptibility has already been described in
several in-vivo studies (17, 45) but the host factors underlying the
differences in virulence of the viral strains are not yet clearly
understood. In this study, an in-vitro approach was used to
explore the mechanisms behind the different levels of virulence
of three PPRV strains in Saanen goat PBMCs.

A very low MOI was used to monitor viral replication and its
effect on lymphocyte survival and proliferation. After infection,
PBMCs were stimulated with ConA, allowing increased surface
expression of SLAM receptors and higher infectivity of PPRV
strains (35, 46). In this context, the highly virulent Morocco 2008
(MA08) strain had a higher level of replication than the vaccine
Nigeria 75/1 (VN75/1) and Ivory Coast 1989 (IC89) strains. In
addition, all the strains used in this study had a negative impact on
cell viability and inhibited lymphocyte proliferation, and the effect
was earlier and stronger when PBMCs were infected with theMA08
strain. The inhibition of lymphocyte proliferation was concluded
from a significantly higher level of undivided cells compared to that

A

B

C

FIGURE 2 | Detection of viral genes and proteins during PPRV infections of

PBMCs. (A) Detection of PPRV N-nucleoprotein positive cells by flow

cytometry. P-values were calculated using two-way ANOVA. (B) Distribution of

mapped reads of viral genes in RNA sequencing data at 72 hpi. (C) Viral

proteins accumulated at 72 hpi and detected by mass spectrometry. Five goats

were used to obtain PBMCs. The sixth point observed in 2A represents an

additional experiment performed on one animal to confirm the results obtained.

P-values were calculated using two-way ANOVA: “*” = P-values < 0.05; “***” =

P-values < 0.001; “****” = P-values < 0.0001.
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in the control group. Taken together, these results indicate that, in
this cellular context, the highly virulent strain MA08 was able to
replicate better and rapidly induce cell death and inhibit lymphocyte
proliferation. Vaccine Nigeria 75/1 (VN75/1) and Ivory Coast 1989
(IC89) replicated more slowly and had a delayed inhibitory effect on
lymphocyte proliferation. Therefore, this model was effective in
distinguishing between highly and weakly virulent PPRV strains
and suggests that the death of infected cells may play an important
role in the in vitro inhibition of lymphocytes proliferation by PPRV.
Similar behaviour has been observed in other Morbilliviruses.
Measles virus-induced immunosuppression is caused by direct
killing of infected memory T and B lymphocytes and indirect
mechanisms such as deregulation of cytokines or surface contact-
mediated signalling, which may lead to apoptosis or alter the
proliferative response of uninfected PBMCs (47).

RNA sequencing and proteomic approaches were used to
investigate the host cellular factors associated with the difference
in replication between strains in stimulated PBMCs.
Differentially expressed genes (DEGs) were widely present
upon infection with the highly virulent MA08 strain, whereas
VN75/1 and IC89 induced milder gene regulation and almost no
down-regulation at 72 hpi. With respect to the upregulated genes
expressed in a common way between strains, most of them
appear to be IFN antiviral response genes that are induced at a
similar level between infections. Previous studies have also
shown that these interferon-stimulated genes (ISGs) are
upregulated in the early stages of PPRV infection (25, 26). In
addition, these ISGs help to strengthen host defence and reduce
PPRV replication in goats and cattle (48).

Some upregulated genes were common to the VN751 and
IC89 infection groups, but not expressed in MA08 infection. This

small set of genes include genes such as HAVCR2, TDRD7,
UBA7, UBE2L6 and RNASEL involved in altering viral
replication. HAVCR2, also known as TIM3, is known to
induce downregulation of cytokine production, in particular
IL2, by T cells, and to suppress NFAT dephosphorylation (49).
The interaction between galectin-9 and TIM3 expressed on the
surface of activated CD4+ T cells induce resistance of activated
CD4+ T cells to HIV-1 infection and replication (50). TDRD7
(Tudor Domain-containing 7) is a novel antiviral ISG expressed
at low endogenous levels in various cell types and
transcriptionally upregulated upon viral infection or IFN
treatment. TDRD7 is antiviral by inhibiting the cellular
autophagy pathway, which is required for paramyxo-/
pneumovirus replication (51). UBA7 and UBE2L6 are essential
enzymes for ISG15 conjugation (ISGylation). ISGylation plays an
important role in establishing the antiviral state of infected cells
(52). RNASEL (Ribonuclease L) limits viral infections by
degrading viral and cellular RNA, inducing autophagy and
apoptosis, and producing RNA degradation products that
enhance type I interferon (IFN) production via RIG-I
receptors (53). The regulatory status of genes involved in
RNASEL synthesis, such as PDE12 (a negative regulator of the
innate immune response), could be a major factor in resistance to
PPRV replication (48). Taken together, our results and
observations in the literature confirm that PPRV infections
induce an antiviral state characterised by the induction of an
antiviral IFN response. Other mechanisms involved in the
inhibition of viral replication are induced by the activation of
specific ISGs during infections with IC89 and VN75/1 strains.
These mechanisms may explain the lower level of replication
observed when these strains are used to infect PBMCs. A higher

FIGURE 3 | Venn diagrams of up- and down-regulated genes between PPRV infections determined using DESeq2. Venn diagrams were obtained using InteractiVenn.

The gene lists were obtained by comparison with DESeq2 of each infection and the mock control (mock-infected cells) at 72 hpi. A threshold of |Log2FoldChange| >1

and an adjusted p-value < 0.05 were set.
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number of DEGs was found in the infection with the MA08
strain. This stronger regulation may be due to the higher
replication capacity of this strain, which induces greater
alteration in cell metabolism. This response at 72 hpi also

correlates with the beginning of the decrease in cell viability
and the inhibition of cell proliferation induced by this strain.

DEGs lists were used to analyse pathways and regulators
involved in the response of cells to infection with PPRV strains of

A

B

FIGURE 4 | Identification of pathways and upstream regulators modified by PPRV infections at 72 hpi. Qiagen’s IPA software provided a Zscore that informs on the

activation status of pathways (A) and upstream regulators (B). Positive zscores (upregulated) are represented by an orange gradient while negative zscores (downregulated)

are represented by a blue gradient. Pathways and upstream regulators have been classified in categories related to antiviral cell responses (dark blue square), MAPK

signalling (light blue square), lipid metabolism (yellow square), cell death, survival (violet square) and proliferation (green square).

A B

C

FIGURE 5 | Analysis of the activation of biofunctions and BTMs during PPRV infections at 72 hpi. Activated (A) and inactivated (B) biofunctions were found during

the analysis. Qiagen’s IPA software provided a zscore that determines the activation (zscore>2) and the inactivation (zscore<-2) status of biological functions. All

inactivated functions represent virus infection and replication functions and therefore reflect the induction of antiviral activities in the cells. (C) Analysis of goat blood

transcriptional modules (BTMs) during PPRV infections of PBMCs at 72 hpi. Goat BTMs were activated or inactivated during infections (significance level: FDR < 0.1).

Positive normalised enrichment score (NES > 0) means activation of a set of genes while negative NES (NES < 0) means inactivation.
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different virulence. Production of large amount of cytokines
(hypercytokemia/hyperchemokinemia), B cell signalling,
pathogen recognition receptors (PRRs) recognition of viruses,
activation of interferon regulatory factors (IRF) by cytosolic
PRRs (MDA-5, RIG-I and LGP2) and the role of protein
kinase R (PKR) in interferon induction were found to be
upregulated in all infection groups at 72 hpi. These pathways,
involved in the induction of the antiviral state and cell death,
further confirmed the common effect on PBMCs generated by
PPRV infections. BTM analysis of the lists of ranked DEGs at 72
hpi also confirmed the involvement of type I interferon modules
in the response to infection by all PPRV strains. Overall, the
genes involved in these pathways and in BTMs seemed to
orchestrate a classical antiviral response regardless of the
virulence of the PPRV strain. In addition, specific upregulation
of the MAPK, TREM1 and IL17 signalling pathways was induced
after infection with MA08. These specific pathways are part of
the cellular pro-inflammatory and antiviral response induced by
this strain (54, 55). These specific responses were also
accompanied by downregulation of erythropoietin (EPO)

signalling pathways and cholesterol biosynthesis. Therefore,
our results suggest that the highly virulent MA08 strain is
capable of inducing a more diverse response of cells. For
instance, cell death could be indirectly activated by the
inhibition of the anti-apoptotic EPO signalling (56). This strain
could also have an impact on cellular metabolism by altering
cholesterol biosynthesis, a complementary mechanism that
enhances the antiviral response of cells (57). BTM analysis
succeed in the detection of the main induced response of
infected cells and was also able to detect inactivation of certain
modules involved in the role of myeloid cells in inflammation,
dendritic cell activation and in the cell cycle. Thus, this tool has
confirmed its effectiveness and could be used in the future to
detect the mechanism of action and factors related to the
response of veterinary species to infection or vaccination (38).

Upstream regulators are genes or transcriptional regulators
that govern multiple pathways and gene activation. These
regulators may explain the observed changes in gene
expression and pathway activation. Upstream regulator
analysis is based on knowledge of the expected effects between

FIGURE 6 | Protein-protein networks generated during PPRV infections of PBMCs. Data at 48, 72 and 96 hpi were obtained by comparing each infection (VN751,

IC89, MA08) to the control (Mock infected cells). Each protein is represented by a different colour circle, picked randomly by the software. The colour of a same

protein may differ between each analysis. The colours of the lines between the proteins determine the level of interactions. Known interactions are represented by

pink (experimentally determined) and blue (from curated databases) lines. Green (text mining), black (co-expression) and grey (protein homology) lines represent

other interactions.
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transcriptional regulators and their target genes stored in the
Ingenuity knowledge database. Since the activation zscore of
these regulators is obtained by a calculation based on the
presence and activation status of their known targets, it is not
surprising to have inactivated upstream regulators although
there are no downregulated genes in the data set (58).
Categories extracted from the IPA analysis showed that these
regulators are involved in the activation of the antiviral response
of cells, cell death and proliferation, MAPK signalling and lipid
metabolism. The activation status of these regulators is
consistent with the pathway’s activation status. For instance,
the inactivation of the cholesterol biosynthetic super-pathway
must be governed by the downregulation of GAPDH, ACOX1,
SREBF1/2 and the upregulation of INSIG1. INSIG1 is an
important upstream regulator that effectively controls the
transcription of SREBF elements preventing the activation of
lipid biosynthesis genes (59). Upstream regulators involved in
the control of cell proliferation are specifically activated upon
infection with PPRV MA08 strain. These regulators have
typically double-edged sword abilities, as they are involved in
both cell proliferation and cell death and survival. Taken
together, these results suggest that the induction of the
antiviral state is governed by the activation of several upstream
regulators. These regulators could have many effects on cellular
responses and, therefore, these experiments provide some
specific key targets to study that could be involved in the cell
division inhibition induced by PPRV infection.

Many of them had the same regulatory status in all the
conditions, but some of them were specific to the MA08
infection. For instance, the upregulation of MAPK14 and
MAPKAAPK2 could explain the upregulation of MAPK
signalling pathways observed after infection with MA08.

Several biological functions were regulated in similar ways in
all infection groups at 72 hpi, with a higher number of functions
activated after infection with MA08. These functions included
antiviral response, differentiation and apoptosis of immune cells
(lymphocytes and phagocytes). VN751 and IC89 have mainly
activated similar functions, while MA08 induced the activation
of several other functions. These specific functions are related to
cell formation and migration (lymphocytes and natural killer
cells) and granule cell degranulation. In addition, the biological
functions involved in virus replication were significantly
repressed during infections, especially VN751 and IC89 strains.

Genes specifically involved in the repression of viral replication
such as HAVCR2, TDRD7, UBA7, UBE2L6 and RNASEL were
first found in the comparison of DEGs between the two infections
VN751 and IC89. The repression of biofunctions related to viral
replication thus confirmed the previous analysis and furthermore
suggests the potential involvement of these mechanisms in the
virulence of a PPRV strain. These genes were upregulated
in VN751 and IC89 infections, while not in MA08 infection.
For instance, HAVCR2 involved in NFAT dephosphorylation
(49) was not significantly regulated in MA08 infection and was
accompanied by upregulation of IL2 and downregulation
of NFATC2 (nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 2).
The downregulation of one of the cytoplasmic form of NFAT

in the MA08 infection (Supplementary Figure 3) suggests
dephosphorylation and translocation of this factor into
the nucleus. AGO4, SNX9, SCD were also downregulated after
infection with MA08. Decreased expression of AGO4 (Argonaute
4) leads to a reduction of replication in RSV infection (60), but a
contradictory role for this gene was found in vivo in mice infected
with the influenza virus. AGO4 deficiency in influenza infection
results in higher viral titres in vivo (61). The opposing effects of
decreased expression of this gene may raise questions about
its pro- or antiviral role in PPRV infection. Downregulation of
SNX9 (Sorting nexin-9) is associated with a state of chronic
inflammation and immunosuppression and its monitoring,
together with that of CD247 expression, could serve as an
“optimal sensing” tool to define the severity of chronic
inflammation and induced immunosuppression (62). SCD1
(Stearoly-CoA desaturase 1) inhibition disrupts virus replication
and induces the production of non-infectious virus particles (63,
64). Taken together, these results may indicate that the high
replication rate of the highly virulent PPRV MA08 strain may
be due to the involvement of certain viral proteins that interact
directly with the activation of certain antiviral gene such as
HAVCR2 and RNASEL. However, complementary mechanisms
seemed to be induced to compensate for the absence of these
genes. SNX9 could be an in-vitro marker for the interruption of
mitogen-induced immunosuppression by PPRV.

A proteomic analysis was performed in an attempt to link
gene and protein expression. As observed in the transcriptomic
data, the proteins involved in the type I interferon antiviral
response were observed in all infections. Clear kinetics of this
response were observed during infection with MA08, starting
with the production of ISGs, IFIT2 and MX2 at 48 hpi. The
induction of interferon antiviral molecules has already been
observed at earliest infection stages (26, 65). Then, the results
of our study confirmed that interferon stimulated elements are
not only transcriptionally but also translationally activated in the
early stages of infection.

A core of interferon-related proteins was detected in all
infections at 72 hpi, although expression of XAF1 and PARP10
was also detected only after infection with IC89. At 96 hpi,
overall expression of proteins belonging to the core interferon-
related proteins was similar in IC89 and VN75/1 infections. At
this stage, fewer proteins were detected after infection with
MA08. This could be due to the exhaustion of the cells, which
started to react at 48 hpi. Some specific proteins also appeared at
different stages of the infections. For example, after infection
with MA08, these were proteins such as CNTRL involved in cell
cycle progression and the late stages of cytokinesis, TNFAIP8L2,
involved in the different stages of chronic viral infection, and
LAMTOR5, are essential for the coordination of nutrient and
inflammatory signals to shape optimised immune response
(66–68). These proteins may play a role in the phenotype
observed upon infection with this strain. Some other specific
proteins such as JAK3 were expressed in IC89 and VN75/1
infections. JAK3 is a well-known protein involved in JAK/STAT
pathway which plays a major role in cytokine receptor signalling
and IFN response (69).
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Finally, upregulation of key antiviral genes detected by RNA
sequencing was confirmed by their translation using proteomic
analysis. Both transcriptomic and proteomic approaches were
successful in analysing the antiviral response of cells. However,
proteins involved in stress responses and other mechanisms
were not significantly detected in the proteomics-based
approach. Multilevel analyses of cellular response to infection
with PPRV strains of different virulence provided insights into
the factors underlying the observed phenotypes. In the model
used in this study, the Nigeria 75/1 vaccine and the weakly
virulent Ivory Coast 1989 strain acted broadly similarly during
infection. Both strains replicated slowly but were able to inhibit
cell proliferation and induce activation of the antiviral response
and cell death. The induction of specific genes such as
HAVCR2, TDRD7, UBA7, UBE2L6 and RNASEL may be
associated with the lower replication capacity of these strains.
The highly virulent Morocco 2008 strain replicated more

rapidly and acted earlier on cell metabolism by more strongly
inhibiting proliferation, inducing antiviral responses and
apoptosis using several means. Its high level of replication
could be partially explained by mechanisms inhibiting
activation of the same genes. The lack of activation of these
genes seems to be compensated by the induction of other
complementary mechanisms that are insufficient to inhibit
viral replication of this strain. A summary of the mechanisms
involved in this in vitro PPRV infection of activated PBMCs is
shown in Figure 7.

These in-vitro results provide only a partial explanation for
the variability observed in the field. To gain further knowledge,
this type of analysis should be carried out in an in-vivo model to
confirm the trends we observed and to identify other factors that
could explain the variability in virulence. This kind of research,
repeated to other virus strains and host species, could provide a
better understanding of the factors underlying the spread of the

FIGURE 7 | Representation of the mechanisms involved in the infection of activated PBMCs by different virulence strains of PPRV. The first steps of PPRV

infectioninclude the transport of the virus by antigen-presenting cells (represented by dendritic cells) from the site of infection to the lymph nodes. Once in the lymph

nodes, these cells trigger the activation and proliferation of T cells. This activation is associated with the expression of the SLAM receptor, as observed upon

stimulation byConA. The virus may exit the DCs and then encounter the activated cells. The common effects of PPRV strains upon infection of activated T cells are

the activation of an antiviral response, the inhibition of cell proliferation and the induction of cell death and apoptosis. In the case of a highly virulent strain, these

activated cells are further infected and the inflammatory response is greater. Created with BioRender.com.
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disease and help to improve surveillance and control of peste des
petits ruminants.
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Supplementary Figure 1 | Principal component analysis (PCA) of the RNA

sequencing and proteomic data collected from PPRV infections of PBMCs. (A) PCA

of RNA sequencing data obtained in each condition at 72 hpi. (B) PCA of proteomic

data obtained in each condition at 48 hpi (J2), 72 hpi (J3) and 96 hpi (J4). CTRL in

proteomic data represent the Mock group.

Supplementary Figure 2 | Common and specific regulated genes between

PPRV infections. (A) Gene ontology (GO) analysis of commonly upregulated genes

between all infections. (B) GO analysis of specifically upregulated and

downregulated genes (C) in MA08 infection. Source represents significant (adjusted

pvalue < 0.05) GO categories BP (biological processes), CC (Cellular Components),

MF (Molecular Functions) and KEGG pathways obtained from g:Profiler. The rich

factor is the number of genes found in the analysis divided by the number of genes

in the GO category. (D–F) represent the log2 fold change values of upregulated

genes found in common between VN75/1 and IC89 (D), MA08 and VN75/1 (E) and

VN75/1 and IC89 infections.

Supplementary Figure 3 | Representation of genes involved in the repression of

viral replication during PPRV infections. Red circles, squares, triangles or diamonds

represent genes that are upregulated during infection, while green ones represent

genes that are downregulated. Genes found several times in the analysis are tagged

with an asterisk. The broken lines represent the predicted relationships between

genes and biofunction. Blue lines lead to inhibition, yellow lines represent results

inconsistent with the state of the downstream molecule and grey lines represent

non-predicted effects.
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3. Identification in vivo des facteurs de la réponse immunitaire associés

à la sensibilité de l'hôte à l'infection par le PPRV  

a. Pathologie induite par les différentes souches 

La susceptibilité des chèvres e lors 

(Enchery et al. 2019). En effet, ces animaux sont sensibles à 

nts à 

que la souche vaccinale Nigeria 75/1 (VN751) est efficace pour protéger les animaux 

contre les souches très virulentes du PPRV.  

Néanmoins, les effets pathologique

s sur la pathologie induite 

par le PPRV et la plupart des connaissances acquises dans ce domaine proviennent de 

la pathologie induite par le virus de la rougeole. Aussi, dans la majorité des cas, les 

Ainsi, une étude de la variabilité des pathologies induites par les souches PPRV de 

virulences différentes a été entreprise chez des chèvres Saanen obtenues 

08 et IC89) dans ce 

modèle.  

anticorps neutralisants) anti-PPRV est essentielle pour contrôler la virémie et 

es, les sécrétions 

oculaires et certains tissus ont été positifs pour la présence des ARN viraux chez les 

animaux vaccinés en plus des animaux infectés, bien que e chez les 
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animaux vaccinés ait ogie a permis de 

déterminer que les lésions macroscopiques ainsi que les lésions observées dans les 

organes lymphoïdes sont plus sévères chez les animaux infectés par la souche 

hautement virulente MA08.  

s différentes souches démontre 

de  pas sur la virulence des souches 

sureté du vaccin, mais peut potentiellement induire une courte excrétion virale au 

cours de la vaccination.     

i. Article 3: Comparative pathogenesis of peste des 

petits ruminants virus strains of difference virulence
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 14 

ABSTRACT 15 

Peste des petits ruminants (PPR) is an acute disease of small ruminants caused by a 16 

morbillivirus. Clinical observation of the disease in the field revealed that several species of 17 

small ruminants are affected to varying degrees. This difference in disease-related effects could 18 

depend either on the host or on the virulence of the virus strain. A previous study highlighted 19 

the difference in virulence between two strains of PPRV used to infect Saanen goats. For this 20 

breed, PPRV Morocco 2008 strain (MA08) was highly virulent while PPRV 21 



 

2 

 

(IC89) strain induced mild disease. Experimental studies generally based on healthy and 22 

young animals do not permit exploration of the natural variability of the host susceptibility to 23 

PPRV. Therefore, building on the previous study on Saanen goats, the current study focussed 24 

on this breed of goat and used commercially available animals with an unknown history of 25 

infection with other pathogens. Results confirmed the previous disease pattern for PPRV IC89 26 

and MA08 strains. Viral RNA detection, macroscopical and histological lesions were stronger 27 

for the highly virulent MA08 strain. We show here for the first time that viral RNA can be 28 

detected in the tissues of vaccinated animals. Viral RNA was also detected for the first time in 29 

serum samples, which is in agreement with the role of circulating immune cells in transporting 30 

the virus into host target organs. Thus, this study provides insight into the pathogenesis of 31 

strains of different virulence of PPRV and will help to better understand the onset of the 32 

disease. 33 

Keywords: Peste des petits ruminants, Virulence, Pathogenesis 34 

 35 

 36 

INTRODUCTION 37 

Peste des petits ruminants (PPR) is one of the most widespread and devastating infectious 38 

diseases of domestic and wild small ruminants. The huge impact on small ruminant 39 

production has led the FAO and OIE to develop and endorse the PPR Global Control and 40 

Eradication Strategy (PPR GCES), aiming to eradicate the disease by 2030 [1,2]. Since the first 41 

recorded description of a PPR virus (PPRV)-related disease made by Gargadennec and 42 

Lalanne in Côte d'Ivoire in 1942 [3], the disease has steadily progressed over time across Africa, 43 

the Middle East, Asia and Europe [4].  44 



 

3 

 

PPRV is a morbillivirus that generally causes an acute disease in small ruminants characterised 45 

by high fever, oral lesions, pneumonia and diarrhoea leading to severe dehydration and often 46 

death. In the subacute form, the lesions are less pronounced and clinical signs are often limited 47 

to ocular and nasal discharge. Subclinical forms of infection can be observed in endemic areas, 48 

especially in sheep [5 8]. This means a wide range of clinical outcomes is observed, ranging 49 

from mild to acute respiratory disease and death. PPRV is transmitted mainly by direct 50 

contact. Large quantities of virus are found in nasal and ocular discharges, saliva and faeces 51 

of infected animals. Virus shedding goes on for a long period, starting from the beginning of 52 

the incubation period to the end of the diarrhoea phase. Detection of PPRV during this period 53 

can be made from swabs of ocular and nasal discharges or, less reliably, from unclotted blood 54 

samples or faeces [9 11]. PPRV detection is routinely performed with molecular biological 55 

methods such as RT-PCR or RT-qPCR and virus isolation. It has been demonstrated that 56 

animals vaccinated with the known conventional vaccines do not shed the vaccine virus [12].  57 

Clinical observation of the disease in the field has revealed that several species of small 58 

ruminants are affected to varying degrees. Goats are generally more severely affected than 59 

sheep [13]. Some wild species and other endangered wild artiodactyl populations are clinically 60 

affected by PPRV in a similar manner to domestic sheep and goats, while others show no 61 

apparent sign of infection but produce antibodies against PPRV [14,15]. For these animals the 62 

impact of the disease remains largely unknown [16]. In recent years, the list of domestic and 63 

wild species susceptible to PPRV with or without clinical signs has been increasing [17]. Host 64 

susceptibility to infections by the same virus vary considerably depending on the host species, 65 

breeds, their immune status and certain environmental factors [18]. It is likely that, in the host-66 

virus interaction, this difference in disease severity greatly depends on the susceptibility of the 67 



 

4 

 

host and on the virulence of the virus [19]. Also, passages in cell cultures can affect the degree 68 

of pathogenicity of an isolate [20]. Upon infection, PPRV can be found in both lymphoid tissue 69 

(spleen, tonsil, mesenteric, sub-maxillary, bronchial, retropharyngeal and pulmonary nodes) 70 

and non-lymphoid tissue (nostrils, trachea, abomasum, jejunum, ileum, cecum, lung, intestine, 71 

liver, kidney and heart) [21,22].  72 

A previous study highlighted the difference in virulence between two strains of PPRV when 73 

used to infect Saanen goats either by the intravenous or intranasal route [9]. For this breed, the 74 

PPRV Morocco 2008 strain (MA08) was highly virulent while the PPRV  1989 75 

(IC89) strain induced mild disease. This study has therefore provided a reliable model for 76 

evaluating the susceptibility of Saanen goats to these two different PPRV strains. Alongside 77 

this study, others have described the pathogenesis of PPRV related to virulent strains. These 78 

reports have highlighted signs of the disease in animals and how to assess them, thereby 79 

providing evidence to improve our understanding of the disease [23 28]. A sequential study 80 

designed to define the early disease establishment and pathogenesis of a highly virulent PPRV 81 

strain revealed that the nasal cavity, trachea, bronchi, tongue and lymph nodes draining these 82 

tissues are positive for PPRV RNA from 1 day post infection. After viremia and secondary 83 

replication in generalised lymphoid tissues, PPRV infects and replicates in epithelial cells [29]. 84 

However, only a few studies have described signs associated with a difference in virulence 85 

between strains [20].  86 

Importantly, most experimental studies are based on healthy young animals, which makes 87 

difficult to explore the natural variability of host susceptibility to a pathogen [25,24,29]. Studies 88 

of viral and host interactions are critical for elucidating why PPRV manifests differently 89 

among species and breeds, and providing information for the design of adapted control 90 
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strategies. For these reasons, we investigated in detail the clinical outcome of infection by three 91 

different PPRV strains (high virulence, low virulence and vaccine) on adult Saanen goats with 92 

unknown infection histories for other pathogens. Several key parameters such as clinical 93 

scores, lymphocyte counts, PPRV RNA presence in blood circulation and secretions, 94 

seroconversion and the appearance of neutralising antibodies and pathology were also 95 

followed during the course of the infection of Saanen goats.  96 

 97 

MATERIALS AND METHODS 98 

Animal Experiment 99 

Twenty-four Saanen goats ranging from 2 to 12 years old were used for this experiment. The 100 

animals were randomly divided into 4 groups (mock-inoculated, vaccinated, IC89-infected 101 

and MA08-infected) of 6 animals each with an average age of 1.98 (± 0.2), 2.58 (± 2), 3.84 (± 4.36) 102 

and 2.63 (± 1.3) years respectively. Before viral inoculation, all animals were kept in the stables 103 

for one week to allow adaption to the new environment.  104 

Two PPRV strains differing in virulence in Saanen goats were selected for this study. The low-105 

virulence IC89 strain was passaged three times on sheep skin explant cells and five times on 106 

VERO cells. In addition, the highly virulent MA08 strain was passaged twice on VERO SLAM-107 

dog cells, four times on VERO cells and once on VERO SLAM-dog cells. Virus solutions were 108 

first titrated on Vero cells using the Spearman Karber method [30,31].  Goats were inoculated 109 

with IC89 or MA08 strains at day 0 (D0) with a total of 4 log10 TCID50 per animal by the 110 

intranasal route (IN, 1 ml/nostril) using a specific intranasal mucosal atomization device 111 

(LMA® MAD NASALTM). Another group of goats was vaccinated at D0 using a subcutaneous 112 

injection with a low viral load (2.2 log10 TCID50/dose of 1 ml) of the live attenuated Nigeria 113 
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75/1 vaccine. Finally, a group of animals (mock-inoculated group) was intranasally inoculated 114 

with  (MEM, Sigma Aldrich) supplemented with an equivalent 115 

amount of Vero cell culture supernatant.  116 

The goats were clinically evaluated daily during the 3 days before inoculation (D0). From D0 117 

onwards, the clinical evaluation was done once or more times per day depending on the health 118 

condition of the animals until the end of the study (D14). Follow-up of clinical signs was 119 

carried out by the same person. For all animals, the clinical signs recorded have been 120 

summarised in Additional Table 1. Animals reaching a critical clinical status were euthanised 121 

for ethical reasons. Criteria for discontinuation of the experiment included a cumulative score 122 

of 14 (or more), a score of 3 for at least one of the parameters 1, 3 or 5 (single criterion) or if 123 

signs of severe or chronic pain were observed. These signs were rolling, frequently looking or 124 

kicking at abdomen, falling over, walking backward, rapid shallow respiration, teeth grinding, 125 

grunting, vocalisation on handling, rigidity and unwillingness to move. Daily blood samples 126 

and ocular swabs (Sarstedt) were collected from animals in each group until D14. Serum was 127 

extracted from blood samples collected in S-Monovette neutral tubes (Sarstedt) and stored at 128 

-70°C until further analysis. Swabs were immersed in 750 µl of lysis buffer RA-1 (Macherey-129 

Nagel -Mercaptoethanol (ThermoFisher Scientific) and also kept at -130 

70°C.  131 

High throughput genome sequencing of PPR virus 132 

The virulent strains IC89 and MA08 used in this study were sequenced prior to the start of this 133 

study using a previously published protocol [32]. cDNA was synthesised from viral RNA and 134 

amplified by PCR using five overlapping fragments: F1 (4050 bp), F2 (3663 bp), F3 (3816 bp), 135 

F4 (3800 bp) and F5 (3335 bp). The synthesis of cDNA was performed with a reverse 136 
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transcriptase (RT) (RevertAid RT kit, Thermo Scientific) and the specific primers for each 137 

fragment (F1 to F5), following the instructions provided with the kit. Libraries were prepared 138 

using the Nextera kit (Illumina) according to the manufacturer s instructions. Sequencing was 139 

performed on an Illumina MiSeq machine at the AGAP sequencing platform (CIRAD). 140 

Consensus sequences were obtained from the raw data using a bioinformatics pipeline 141 

(https://github.com/loire/Varhap) and were compared to sequences available online for 142 

related viruses. Thereby the consensus sequence obtained for the MA08 strain was compared 143 

to the complete genome KC594074.1 of a PPRV Morocco 2008 isolate, while the sequence 144 

obtained for IC89 was compared to the complete genome EU267273.1 of a PPRV ICV89 virus 145 

strain. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) were determined by applying the following 146 

filter: QA/AO > 10 & AO/RO> 0.01 & DP > 100 & RPL > 2 & RPR > 2 & SAF > 2 & SAR > 2. In 147 

this filter, QA represents the addition of base A  qualities, A0 (A for Alternative) represents 148 

the number of reads on the alternative base, R0 (R for reference) represents the number of 149 

reads on the reference base, DP represents the depth, RPR and RPL represents balanced  to 150 

each side (left and right) of the site and SAF/SAR represents the number of reads on the 151 

forward/reverse sequences. 152 

Blood cell counting 153 

Five hundred µl of whole blood collected in EDTA Monovette (Sarstedt) tubes was used to 154 

determine the absolute amount of white blood cells and lymphocytes. The blood cell count 155 

was monitored with Vetscan® (Abaxis) using the software parameters for goats. 156 

Antibody detection and virus neutralisation test 157 

Serum samples were tested for the presence of antibodies against PPRV using the IDScreen® 158 

PPR competition ELISA kit (IDvet). Virus neutralisation was assessed for positive sera as 159 
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follows: positive sera were first treated at 56°C for 30 minutes and diluted in 2-fold serial 160 

dilutions (from 1:10 to 1:640) in MEM supplemented with 2% penicillin-streptomycin and 1% 161 

GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific). Next, 100µl of each serum dilution was added to a 96-162 

well plate in triplicate or quadruplicate. A virus stock of 103 TCID50/ml of the Nigeria 75/1 163 

vaccine strain was prepared in MEM medium and 100 µl (102 TCID50) of this virus dilution was 164 

 of Vero cell 165 

suspension of 2x105 cells/ml was added to each well of the plate. Results were obtained after 166 

seven days of incubation at 37°C in 5% CO2 atmosphere. The observation of a cytopathic effect 167 

(CPE) indicated the absence of neutralising antibodies in the tested condition. Viral infectivity 168 

was further confirmed by an immunofluorescence assay based on the detection of N PPRV 169 

viral particles. Immunofluorescence was performed according to the protocol previously 170 

described [32]. Briefly, supernatants were removed and an ice-cold 80% acetone solution was 171 

added to each well. The cells were then incubated at -20°C for 30 minutes. After the incubation 172 

time, the acetone was removed and the cells were washed three times with 1X PBS. Anti-PPRV 173 

N antibody (clone 38-4, CIRAD) coupled to the TRITC fluorochrome was added at a 1:100 174 

dilution to the cells and they were incubated at 37°C for 30 minutes. After the incubation time, 175 

the cells were washed three times with 1X PBS and 100µl of PBS was added prior to 176 

observation with a GloMax® Discover Microplate Reader (Promega). Serum neutralisation 177 

(SN) titres were calculated as the reciprocal of the highest dilution of serum that shows 178 

complete inhibition of cytopathic effects in 50% of wells. The SN titres >10 were considered as 179 

protective [33]. 180 

PPRV RNA detection in sera, swabs and organs 181 
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Sera samples were processed directly at the Institute of Virology and Immunology (IVI, Bern) 182 

-Mercaptoethanol, Machery 183 

Nagel) and organs (crushed and stored in TRIzol) were shipped and processed at the ASTRE 184 

unit (CIRAD, Montpellier). Total RNA was extracted from sera and swab samples using the 185 

186 

Purification System (Thermo Fisher Scientific). During necropsy, samples from oral mucosa, 187 

abomasum, colon, Peyer patches, lung, spleen, tonsils, tracheal, mesenteric and pharyngeal 188 

lymph nodes were collected for the quantification of virus presence. Total RNA was extracted 189 

from goat organs using TRIzol (Invitrogen). Briefly, organ pieces were harvested and ground 190 

in TRIzol (Life Technologies), and Chloroform:IAA (49:1, Sigma-Aldrich) was added to each 191 

tube. After a centrifugation step at 12000 g and 4°C for 15 minutes, the upper aqueous phase 192 

was transferred to a fresh tube containing 0.5 ml of 75% ethanol. After incubation for 10 193 

minutes at room temperature, nucleic acids in 75% ethanol were loaded onto a NucleoSpin 194 

RNA column placed in a collection tube. The remaining RNA isolation steps were performed 195 

using the NucleoSpin RNA kit (Macherey Nagel) according to the manufacturer s instructions. 196 

PPRV-specific RNA was quantified in sera, ocular swabs and organs samples by real time RT-197 

PCR (RT-qPCR), by amplifying the partial end of the N protein gene using a one-step method 198 

este des Petits Ruminants Duplex kit (IDvet).  199 

Pathology  200 

Full post-mortem examinations were performed from all goats immediately after euthanasia. 201 

Samples from the following organs were collected for histological examination: palate, lip, 202 

tongue, pharynx, tonsil, nasal mucosa lymph nodes (retropharyngeal, tracheobronchial and 203 

mesenteric), trachea, lung, heart, liver, spleen, urinary bladder, kidney, oesophagus, rumen, 204 
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abomasum, duodenum, jejunum, ileum, cecum, colon, brain, bone marrow and uterus. When 205 

macroscopical lesions were observed, samples comprised the affected areas and, when 206 

possible, their border with normal tissue. These samples were placed in 10% formalin, 207 

routinely processed for histology and stained with haematoxylin and eosin (H&E). Gross and 208 

histological lesions typical of PPRV infection within alimentary and respiratory tracts as well 209 

as within lymphoid tissue were semi-quantified as described below.  210 

Observed and assessed gross changes within the alimentary tract consisted of erosive-211 

ulcerative lesions, while within the respiratory system the assessed parameters were changes 212 

suggestive of bronchointerstitial pneumonia. These lesions were graded from 0 to 3 as follows: 213 

0: absence; 1: focal or a few multifocal; 2: moderate and multifocal; 3: multifocal to coalescing 214 

or diffuse. Cumulative macroscopic scores ranging from 0 to 21 were calculated for each goat 215 

by summing the scores of macroscopical lesions in the oral cavity (lip, palate and tongue), 216 

oesophagus, abomasum, large intestine and lung and the mean of each group was compared 217 

(see statistical analysis section).  218 

Within the lymphoid organs, lymphocytic depletion was the only consistent lesion observed 219 

and it was semi-quantitatively assessed histologically as follows: 0: normal; 1: mild; 2: 220 

moderate; 3: severe. For each goat, a cumulative index of lymphocytic depletion ranging from 221 

0 to 18 was calculated by summing the scores of all assessed lymphoid organs. Within the 222 

alimentary tract, the histological presence (1) or absence (0) of erosive-ulcerative lesions was 223 

noted and the inflammation within the lamina propria was graded from 0 (absence) to 3 224 

(severe), generating a lesional score from 0 to 4 by summing these values. The anatomically 225 

related tissues were grouped together by calculating their mean values (i.e.: oral mucosa 226 

lesional score  was the mean of the lesional scores in the tongue, lip, palate and pharynx; 227 



 

11 

 

forestomach lesional score  the mean of rumen, reticulum and omasum scores; small intestine 228 

lesional score  the mean of the lesional scores in duodenum, jejunum and ileum; and large 229 

intestine  the mean of cecum and colon lesional scores), and a cumulative histologic lesional 230 

score for the alimentary tract per goat ranging from 0 to 24 was calculated. Within the 231 

respiratory tract, the degree of inflammation within the nasal cavity and trachea as well as 232 

lesions of bronchointerstitial pneumonia were graded from 0 to 3 (absence to severe). For each 233 

goat, a cumulative histologic lesional score of inflammatory lesions within the respiratory tract 234 

ranging from 0 to 9 was calculated by summing the lesional histologic scores of the assessed 235 

tissues. The mean lesional scores for all these parameters in each studied group of goats were 236 

calculated and compared. In addition, the presence of any other relevant lesions was also 237 

assessed macroscopically and histologically. Table 1 summarises the assessment of the lesions 238 

made during the study. 239 

Statistical analysis 240 

Statistical tests were carried out with Graphpad Prism (v9). A mixed effects model (REML) 241 

was used with the Geisser-Greenhouse correction. In this model the measures recorded over 242 

time for each of the animals were considered as matched values. P-values between the mean 243 

of the groups (vaccinated, IC89 or MA08-infected animals) and the mean of the control group 244 

(mock-245 

246 

comparison test. In Asterisks on the 247 

graphs highlight statistical differences between the comparisons. - -248 

- -values < 0.0001. The correlation between ELISA 249 

and VSNT data was evaluated using the Pearson coefficient R-Squared calculation. 250 
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 251 

RESULTS 252 

Sequenced genomes contain a few mutations 253 

Sequencing of PPRV strains IC89 and MA08 was carried out to determine if there were any 254 

differences between these strains and those found in the literature. Good coverage and depth 255 

were obtained, showing that the sequencing approach chosen was effective in obtaining reads 256 

across the entire viral genome (Genbank accession numbers OL741724 and OL741725). 257 

However, the intergenic region between the M and F genes was less covered than the rest of 258 

the genomes (Figure 1A). Several high-frequency single nucleotide polymorphisms (SNPs) 259 

were found, mainly in the F gene and the intergenic region between the M and F genes, in the 260 

comparison between the IC89 and EU267273.1 genomes (Figure 1B). Twelve of the 14 SNPs 261 

found in the coding region (CDS) of the F gene caused non-synonymous amino acid mutations. 262 

SNPs in the CDS of the N gene induce a synonymous mutation while the one in the CDS of 263 

the M gene induces a non-synonymous mutation (Table 2). A single difference was found in 264 

the intergenic region between the M and F gene comparison between the MA08 and 265 

KC594074.1 genome (Figure 1B, Table 2). 266 

Changes in biological parameters due to PPRV infection 267 

After vaccination or intranasal infection of Saanen goats, clinical signs, rectal temperature, 268 

lymphocyte count and viral load in sera were assessed. Clinical signs and rectal temperature 269 

started to increase 4 days post infection (dpi) in animals infected with the highly virulent PPRV 270 

MA08 strain. In contrast, vaccinated, mock-inoculated and IC89-infected animals did not show 271 

any obvious signs of disease at this time. However, a slight increase in rectal temperature from 272 

6 to 10 dpi was observed in some IC89-infected animals. A sharp decrease from 100% to 20% 273 
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(p<0.001) of the lymphocyte count starting at 4 dpi was observed in MA08-infected animals, 274 

while a slight and not significant decrease from 100% to 80% was observed in vaccinated, IC89-275 

infected and mock-inoculated animals. One of the IC89-infected animals appeared to have a 276 

sharp decrease in lymphocyte count between 6 and 14 dpi (Figure 2).  277 

Viremia and virus shedding  278 

Serum is not a commonly used sample for the detection of PPRV RNA. We decided to include 279 

this sample because this blood fraction is used for the detection of RNA for several other 280 

viruses [34 40]. No PPRV RNA was detected in the sera of vaccinated or mock-inoculated 281 

animals, while a low and transient level of PPRV RNA was detected from 6 to 12 dpi in sera 282 

collected from some IC89-infected animals. PPRV RNA was detected in ocular secretions in 283 

some vaccinated animals from day 4 to 14, while at day 10 all samples were positive. Ocular 284 

secretions from IC89-infected animals were also positive for the presence of PPRV RNA from 285 

6 to 14 dpi. PPRV RNA was detected on days 4 to 14 in sera collected from MA08-infected 286 

animals. Peak viremia was reached at 8 dpi and it was followed by a progressive decrease to 287 

14 dpi. All MA08-infected animals were positive for the presence of PPRV RNA in ocular 288 

secretions from 5 to 14 dpi (Figure 3).  289 

Antibody responses 290 

Based on the established positivity thresholds, a majority of vaccinated or IC89-infected 291 

animals showed seroconversion at 9 dpi while this seroconversion occurred at 7 dpi in most 292 

of the MA08-infected animals. Neutralising antibodies were detected from 7 dpi in all 293 

vaccinated and infected animals. The SN titre peaked at 9 dpi in MA08-infected animals 294 

whereas it peaked at 11 dpi in most animals vaccinated or infected with IC89. The relationship 295 

between the SN titre and the percentage of inhibition (obtained by ELISA) were moderately 296 
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positive in vaccinated or IC89-infected animals while it was strongly positive in MA08-297 

infected animals (Figure 4).  298 

PPRV induced lesions are found in lymphoid and non-lymphoid 299 

organs 300 

Erosive-ulcerative lesions were only observed in goats infected with IC89 and MA08, and were 301 

more commonly seen within the oral cavity (all animals from the MA08 group and 5 out of 6 302 

from the IC89 group) (Figure 5A). In the MA08 group, the lesions were of greater severity and 303 

some animals also showed lesions in the oesophagus (2 out of 6), abomasum (1 out of 6) and 304 

large intestine (1 out of 6). In the IC89 group, these lesions, when present, were always of a 305 

mild intensity and were observed only in the oral cavity or abomasum (2 out of 6 animals) 306 

(Figure 6A). Macroscopic lesions suggestive of bronchointerstitial pneumonia were seen only 307 

in animals from the MA08 group (3 out of 6). The mean of the accumulative scorings of the 308 

macroscopical lesions in the MA08 group was higher than the VN751, IC89 and mock-309 

inoculated groups (p<0.001) (Figure 6E). 310 

Histologically, MA08-infected animals showed higher mean scores of lymphocytic depletion 311 

in most of the assessed organs as well as the accumulative scores compared to the other groups 312 

(p<0.001), while no significant differences were present between vaccinated, mock-inoculated 313 

and IC89-infected groups (Figures 6B and 6D). In addition, moderate lymphocytosis was 314 

-infected group. This lesion was, 315 

however, not observed in any other tissue or animal.  316 

The histological lesional scoring of the respiratory tract (i.e. trachea or lung) in the MA08-317 

infected group was significantly higher than the others (p<0.05) (Figure 6C), although no 318 

significant differences were observed when comparing the accumulative scoring of the 319 
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respiratory tract (Figure 6E). Regarding the histological lesions of the alimentary tract, the 320 

lesions found in the oral cavity (oral mucosa, pharynx and tongue), oesophagus and large 321 

intestine were discriminating between group MA08 and the other groups. The lesions found 322 

in the abomasum and small intestine showed a discrimination between the IC89 and VN751 323 

groups. The remaining scores in the assessed alimentary organs did not show significant 324 

differences between the groups (Figure 6D). The mean of the accumulative scoring of 325 

histological lesions in the lymphoid and alimentary tract organs in the MA08 group was 326 

significantly higher than the VN751, IC89 and mock-inoculated groups (Figure 6E). In addition 327 

to the scored parameters, convincing features characteristic of PPRV infection (syncytial cell 328 

formation and/or inclusion bodies) were observed in the respiratory and/or alimentary tract 329 

of 4 goats, all of them belonging to the MA08-infected group (Figure 5B). 330 

Viral RNA detection in organs 331 

Some lymphoid and non-lymphoid organs were selected according to the literature and 332 

screened for the presence of PPRV RNA. Viral RNA was detected in vaccinated and IC89- and 333 

MA08-infected animals, with a higher proportion of negative samples found in the vaccinated 334 

group. Statistical differences between vaccinated and MA08-infected animals were observed 335 

in the abomasum, colon, Peyer  patches, mesenteric lymph node and lung. In addition, a 336 

significant difference was observed in the lung samples between vaccinated and IC89-infected 337 

animals (Figure 7). 338 

Non-PPRV related lesions 339 

The majority of the goats used in this study showed some pre-existing pathologies (mostly 340 

parasitic). Goats from all 4 groups had macroscopical and/or histological lesions of verminous 341 

pneumonia, trematodal cholangitis, nematodal abomasitis, intestinal nematodiasis/cestodiasis 342 
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and intestinal coccidiosis (Additional Table 2). In addition, one goat from the IC89-infected 343 

group suffered from an oral squamous cell carcinoma (SCC) with abscess formation and a 344 

secondary sepsis with a thromboembolic pneumonia, one goat from the MA08-infected group 345 

had a pyometra and one from the mock-inoculated group presented a mediastinal abscess. 346 

Five goats distributed among all 4 experimental groups (two being in the mock-inoculated 347 

group) showed the presence of a few multifocal lymphocytic perivascular cuffs in the brain. 348 

No relevant lesions were observed in the kidneys, heart, urinary bladder and bone marrow. 349 

Apart from the oral SCC observed in one goat, which was subsequently excluded from the 350 

study, none of the other observed lesions were severe. Considering that all the goats showed 351 

good body condition, these lesions were judged to be incidental. 352 

 353 

DISCUSSION 354 

The purpose of this study was to understand the pathological processes underlying the 355 

different clinical outcomes observed in Saanen goats infected with PPRV strains of different 356 

virulence [9]. A previous study in this breed showed that the PPRV IC89 strain induced only 357 

mild disease, whereas the PPRV MA08 strain was highly virulent and infected animals showed 358 

all the signs associated with PPRV infection. The vaccine strain Nigeria 75/1 was effective in 359 

immunising and protecting animals against PPRV infection [9,41]. In the current study, adult 360 

Saanen goats, obtained from commercial sources, were either vaccinated with the Nigeria 75/1 361 

vaccine or infected with PPRV strains of different virulence (IC89 and MA08). Clinical scoring 362 

during the experiment showed similar results to those observed in the previous experiment 363 

[9]. The animals in the current study infected with PPRV MA08 developed clinical signs of the 364 

disease accompanied by high rectal temperature and reached a peak of clinical signs with 365 
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lymphocyte depletion, after which the animals in this group started to recover. The return to 366 

normal body temperature highlighted this recovery stage as well as the general decrease in 367 

clinical score. In recovering animals, the lymphocyte count was not restored until the end of 368 

the experiment. One animal in this group was euthanized when it reached the criteria of 369 

cessation at day 9 post-infection. Mock-inoculated, IC89-infected and vaccinated animals did 370 

not show clear clinical signs of the disease. However, a slight nasal discharge and an increase 371 

in rectal temperature were observed during the course of the experiment in some IC89-infected 372 

animals.  373 

The slight decrease in lymphocyte count observed in mock-inoculated, IC89-infected and 374 

vaccinated animals is not necessarily linked to infection, as daily blood sampling may induce 375 

a decrease in the circulating white blood cell count [42]. Taken together, the results of this 376 

study confirm the reliability of the infection model. The PPRV MA08 strain induced acute 377 

disease as observed in previous studies [43].  The PPRV IC89 strain held in our laboratory, 378 

which induced acute disease in West African dwarf goats, caused mild to unapparent disease 379 

in Saanen goats. However, the West African dwarf breed from the rainy tropical region is more 380 

susceptible to PPRV infection than the West African long-legged goat breed from the Saharan 381 

region and this difference in susceptibility is related to the breed and not the virus [44,19].  It 382 

has also been observed that this virus strain causes severe disease in British Saanen goats [26].  383 

A comparison of the complete genome of the IC89 strain used in our laboratory and the 384 

genome available on GenBank reveals that the strains appear to be different, with 26 385 

nucleotide differences separating the two genomes. One of the major issues with this analysis 386 

is that the genome of both strains was not obtained using the same sequencing method. The 387 

genome available on GenBank was obtained using Sanger sequencing while the one in our 388 
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study was obtained using illumina sequencing. The un-optimised Sanger method is less 389 

effective in sequencing high GC containing sequences [45], therefore differences in the M-F 390 

intergenic region may be due to sequencing errors. The F CDS of the PPRV IC89 genome 391 

obtained in our study harbours a lot of bases in common with the F gene of other PPRV 392 

genomes, whereas the GenBank sequence presents variants in regions that are not variable in 393 

other PPRV genomes, suggesting a sequencing error in the latter (Additional Figure 1).  394 

Taken together, these results indicate the possibility that most differences between sequences 395 

are due to the different method used and the Illumina sequence appears to be more reliable. It 396 

is interesting to note that one difference at position 87 in the F gene CDS seems to be specific 397 

to the sequence obtained in the present study. This mutation, which is very close to the one 398 

observed in the F protein of the measles virus, could modify the interactions of this 399 

glycoprotein and its fusogenic properties by acting, for instance, on syncytium formation [46]. 400 

New sequencing using high-throughput technology of the IC89 strain held at the Pirbright 401 

Institute (the origin of the GenBank sequence) would help identify the real nucleotide 402 

differences separating the two virus stocks. Furthermore, cell culture passages are capable of 403 

generating defective interfering particles that could make PPRV less virulent by preventing 404 

replication of the standard virus [47]. The presence of interfering particles may explain the 405 

difference in virulence observed between the two strains. This hypothesis should be further 406 

investigated. 407 

The samples collected during the current experiment were analysed for the presence of virus 408 

and antibodies. Results indicate that virus circulation in MA08-infected animals influences the 409 

dynamics and level of neutralising antibodies. Antibody levels rise earlier depending on the 410 

initial amount of circulating virus. However, total and neutralising antibodies to PPRV were 411 
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detected even in the absence or presence of small amounts of circulating virus in sera collected 412 

from vaccinated or IC89-infected animals. The decrease in lymphocyte count and the high 413 

viremia and increased antibody response in MA08-infected animals may suggest that B cells 414 

are not affected by the lymphopenia or that there may be activation of antibody responses 415 

independently of T cells. The role of antibodies is crucial in controlling the disease, as clinical 416 

signs and viremia decreased within days of their onset, coinciding with the rise of neutralising 417 

antibodies. 418 

Early presence of MA08 RNA in excreta may play a role in the probably rapid transmission of 419 

this strain, with animals excreting the virus before showing signs of the disease [48]. The low 420 

circulation of the IC89 strain in the bloodstream may be related either to the inability of this 421 

strain to infect white blood cells or to a mechanism that may occur during the initial transport 422 

of the virus to the proximal lymph nodes. No significant decrease in leukocytes was induced 423 

in the present experiment and a lower replication rate was observed when peripheral blood 424 

mononuclear cells were infected in vitro with PPRV IC89, which may support the first 425 

hypothesis [49]. The presence of IC89 viral RNA in ocular excretions, also observed in previous 426 

experiments with West African dwarf goats and Saanen goats [15,27], points towards the 427 

maintenance of an epithelial tropism for this strain. Therefore, the interactions between 428 

epithelial cells or epithelial resident antigen-presenting cells and low virulent strains need to 429 

be studied to better understand the mechanisms behind this low virulence.  430 

Unexpectedly, vaccine RNA was detected in ocular excretions from vaccinated animals. In the 431 

current study, viral RNA was detected in swabs from 6 to 11 days after vaccination, although 432 

the amounts of RNA were lower than those seen in animals infected with either MA08 or IC89. 433 

Other recent publications have not shown any evidence of the presence of viral RNA in ocular 434 



 

20 

 

excretion from vaccinated animals, but less sensitive molecular methods were used [9,50]. On 435 

the other hand, we have received confirmation from the Pirbright Institute that results similar 436 

to ours had been obtained in some of their previous experiments (Satya Parida, personal 437 

communication). The presence of RNA does not mean the presence of live virus. 438 

Unfortunately, we could not attempt to isolate live virus from the ocular swabs as the samples 439 

were inactivated to allow for their shipment. Attempts from other labs have failed (Satya 440 

Parida, personal communication). Moreover, no clinical signs or lesions were observed in 441 

vaccinated animals in this study and the detection of vaccine virus RNA occurred mostly after 442 

the appearance of antibodies at 8 dpi. These results still provide support for an inability of the 443 

vaccine to be transmitted by animal-to-animal contact, as was proven during the development 444 

of the vaccine strain [41]. Our findings again underline the need to carry out such studies in 445 

animals of a broad spread of ages and species. Researchers, notably those working in the field 446 

with vaccinated animals, should be aware of the possibility, although low, of detecting PPR 447 

genetic material in vaccinated animals during a short window of time, and be reminded that 448 

it does not put into question the safety and efficacy of the PPR vaccine. 449 

For measles vaccines, viral RNA in urine specimens from vaccine recipients was detected early 450 

as 1 day or as late as 14 days after vaccination, but secondary transmission of the vaccine virus 451 

has never been documented [51].  In France, measles virus was isolated in a throat swab of a 452 

vaccinated child 4 days after the onset of fever. The virus was then further genetically 453 

characterised as a vaccine-type virus, showing that subcutaneous injection of an attenuated 454 

vaccine may result in respiratory excretion of this virus. Such events are very rare for this live 455 

attenuated vaccine and have only exceptionally been documented [52]. For rinderpest vaccine, 456 

viral RNA was detected in ocular secretions of Angus calves on days 9, 12 and 14 post 457 
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vaccination with the rinderpest bovine Old Kabete (RBOK) strain. However, no 458 

seroconversion was detected in contact animals during the experiment, highlighting the fact 459 

that the presence of RNA in animal secretions is not necessarily related to the presence of live 460 

virus [53].   461 

The systematic scoring of macroscopic and histological lesions during necropsy allowed us to 462 

discriminate, to some extent, between the studied groups. Macroscopical lesions showed 463 

higher lesional scores in IC89-infected and MA08-infected animals than in vaccinated and 464 

mock-inoculated animals. These data indicate that some of the parameters assessed are useful 465 

to differentiate between the groups of goats infected with the highly virulent PPRV MA08 466 

strain from those infected with the low-virulence PPRV IC89 strain and, in turn, to 467 

discriminate these two groups from the rest. Specifically, these parameters are macroscopic 468 

erosive-ulcerative lesions in the alimentary tract, macroscopic lesions suggestive of 469 

bronchointerstitial pneumonia, lymphocytic depletion of lymphoid organs and mucosal 470 

inflammatory lesions of the alimentary tract. The presence of virus and virus-related lesions 471 

observed in several studies have been confirmed for highly and weakly virulent strains [21,54472 

56,28]. A recent sequential study on the pathology of PPR in black Bengal goats showed that 473 

in the early stage, the virus multiplied mostly in the lymphoid organs of the pharyngeal region 474 

and caused extensive lymphoid destruction and hemorrhages. Subsequently, the virus spread 475 

to other organs causing necrotic and hemorrhagic lesions, as well as the virus localized in the 476 

upper respiratory, oral and intestinal mucosa resulting in catarrhal, erosive, and ulcerative 477 

lesions [22]. Post-mortem evaluation in the present study confirmed this pattern in animals 478 

infected with the highly virulent PPRV MA08 strain. Interestingly, the vaccine strain was also 479 

found in all the tested organs, suggesting that, although not detected in sera, the vaccine could 480 
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be carried silently in the body by immune cells. As far as we know, this is the first time that 481 

viral RNA has been detected in tissue from vaccinated animals.  482 

Finally, this study validates the infection model and may help to find discriminatory signs of 483 

the disease. To our knowledge, this is the first time that the PPRV genome has been detected 484 

in sera. However, a comparison with the detection of viral RNA in whole blood could not be 485 

undertaken, which could have made the results obtained even more significant. These new 486 

results also indicate that the treatment of suspected PPR-positive sera must be rigorous to 487 

avoid any risk of transmission of the disease. Sera collected from infected animals with 488 

rinderpest virus (RPV) have been considered to be RPV Containing Material (RVCM), 489 

although the risk of RPV presence in sera was negligible. A protocol for heat treatment 490 

established by the FAO and OIE has proven to be very effective in mitigating this risk and 491 

could be used to treat sera collected from PPRV-infected animals [57].  492 

Neutralising antibodies are essential to control virus circulation in the bloodstream. The highly 493 

virulent MA08 strain succeeded in inducing typical clinical signs of the disease, macroscopical 494 

and histological lesions and a prolonged shedding in ocular secretions in infected animals. The 495 

low-virulence IC89 strain acted weakly, inducing only nasal discharges and a slight transient 496 

viremia in infected animals. This strain actively shed and induced macroscopical and 497 

histological lesions but in a milder way compared to the highly virulent strain. Patterns of 498 

detection of PPRV genetic material in serum supported observations of different immune 499 

responses of the host to PPRV strains of different virulence. As expected, the vaccine strain 500 

did not induce any clinical signs of the disease including or tissue lesions, however presence 501 

of viral RNA was observed for the first time in ocular excretions and organs from vaccinated 502 

animals. The high sensitivity of the method used made it possible to detect a low PPRV RNA 503 
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level, for a short period, in vaccinated animals. This detection does not implies a potential risk 504 

of spreading the vaccine strain, as a large number of past experimental studies and field work 505 

has confirmed that vaccinated animals do not transmit the vaccine to contact animals [41]. 506 

Further studies are needed to better understand the mechanisms behind this phenomenon. 507 
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Figures 533 

Figure 1. Sequencing analysis of virulent PPRV IC89 and MA08 strains. (A) Gene coverage 534 

(Log(Depth)) obtained by illumina sequencing on each region of the viral genome.. (B) 535 

Distribution of single nucleotide polymorphism (SNP) frequencies according to the genome 536 

positions. Grey areas represent the coding regions (CDS) of the following viral genes: N 537 

(nucleocapsid), P (phosphoprotein), M (matrix), F (fusion), H (haemagglutinin) and L 538 

(polymerase). 539 

Figure 2. Clinical scores, rectal temperatures and circulating lymphocyte counts. Saanen goats 540 

were grouped in vaccinated (VN751), mock-inoculated (MOCK) or infected with PPRV strains 541 

of different virulence IC89 (mild) and MA08 (high). (A) Comparison between the vaccinated 542 

and control groups. (B) Comparison between the IC89-infected and control groups. (C) 543 

Comparison between the MA08-infected and control groups. Single dark lines in each group 544 

assessment represent the median. P-values were calculated using a Dunnett multiple 545 
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comparison test with individual variances computed for each comparison. Asterisks highlight 546 

the statistical differences observed between the infected or vaccinated groups and the mock 547 

inoculated group. - - -values < 0.001. 548 

Figure 3. Detection of viral RNA in serum and ocular swabs from vaccinated (A), IC89-infected 549 

(B) and MA08-infected (C) animals by RT-qPCR. The Ct 40 value represents the absence of the 550 

viral genome in samples. This graph plots 40-Ct values. Single dark lines in each group 551 

assessment represent the median. P-values were calculated using a Dunnett multiple 552 

comparison test with individual variances computed for each comparison. Asterisks highlight 553 

the statistical differences observed between the infected or vaccinated groups and the mock 554 

inoculated group. - - -values < 0.001. 555 

Figure 4. Detection of antibodies against PPRV in (A) vaccinated (VN751), (B) IC89-infected 556 

and (C) MA08-infected animals. Detection of PPRV antibodies was monitored by competitive 557 

ELISA (expressed in % of inhibition). Thresholds are defined as follows: from 0% to 40% = 558 

negative, from 40% to 50% = doubtful and from 50% to 100% = positive. Detection of 559 

neutralised antibodies against PPRV was monitored by VSNT. Thresholds are defined as 560 

follows: seroneutralisation titres from 1 to 10 = negative and from 10 to 1000 = positive. The 561 

correlation between ELISA and VSNT was evaluated using a Pearson coefficient R-Squared 562 

calculation. 563 

Figure 5. (A) Ulcerative glossitis, tongue, goat number 15, PPRV MA08-infected. There are 564 

multifocal erosions and ulcerations (arrows) in the dorsal aspect of the tongue. (B) Ulcerative 565 

stomatitis, lip, goat number 14, PPRV MA08-infected. The epithelium of the oral mucosa and 566 

the mucocutaneous junction is multifocally ulcerated and focally extensive covered and 567 

infiltrated by abundant neutrophils, lymphocytes and plasma cells. The remaining mucosal 568 
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epithelium is multifocally hyperplastic. Inset: Numerous intracytoplasmic, round, 569 

eosinophilic inclusion bodies of 1 to 5 µm in diameter are present within the affected 570 

epithelium (arrow). Hematoxylin eosin stain. 571 

Figure 6. Pathological evaluation of PPRV-induced lesions. A shows macroscopic lesions in 572 

digestive and respiratory tracts, while B, C and D depict histological scoring in lymphoid 573 

organs, respiratory and digestive tracts. E represents the accumulative macroscopical and 574 

histological scoring of suspected PPRV-induced post-mortem lesions. LN: lymph nodes. 575 

Single lines in each organ or group assessment represent the median. P-values were calculated 576 

using Tukey multiple comparison tests with individual variances computed for each 577 

comparison. Asterisks highlight the statistical differences observed between the infected or 578 

vaccinated groups and the mock-inoculated group. - -values < 0.01; 579 

- -values < 0.0001. 580 

Figure 7. Detection of viral RNA in lymphoid and non-lymphoid organs by RT-qPCR. Organ 581 

samples from vaccinated (VN751), IC89-infected and MA08-infected animals were analysed 582 

for the presence of PPRV. The Ct 40 value represents absence of viral genome in samples. This 583 

graph plots 40-Ct values. Single lines in each group assessment represent the median. P-values 584 

were calculated using Tukey multiple comparison tests with individual variances computed 585 

for each comparison. Asterisks highlight the statistical differences observed between the 586 

- -587 

values < 0.01. 588 

Tables 589 

 590 

 591 
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Table1. Assessment of macroscopical and histological PRRV-related lesions. 

  Organ or tissue Lesions  

Macroscopy 

 Palate 

Erosive-ulcerative lesions (0 to 3*) 

 Lip 

 Tongue 

 Esophagus 

 Abomasum 

 Large intestine 

 Lung Bronchointerstitial Pneumonia  (0 to 3) 

 Accumulative scoring Sum (0 to 21) 

Histopathology 

 Tonsil 

Lymphocytic depletion (0 to 3) 

 Tracheal Lymph nodes 

 Retropharyngeal 
Lymph nodes 

 Peyer's Patches 

 Spleen 

 Mesenteric Lymph 
nodes 

 Accumulative scoring Sum (0 to 21) 

 Oral mucosa (tongue, 
lip, palate pharynx) 

Inflammation within the lamina propria 
(0 to 3) + erosive-ulcerative lesions (0-

1**) 

 Esophagus 

 Forestomach (rumen, 
reticulum, omasum) 

 Abomasum 

 Small Intestine 
(duodenum, jejunum, 

ileum) 

 Large Intestine (cecum, 
colon) 

 Accumulative scoring Sum (0 to 18 ) 

 Nasal Cavity Inflammation within the lamina propria 
(0 to 3)  Trachea 

 Lung Bronchopneumonia (0 to 3) 

 Accumulative scoring Sum (0 to 9) 
* 0: absence; 1: mild; 2: moderate; 3: severe 
**0: absence; 1: presence 
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Table 2. Representation of high frequency SNPs. 

 
Genome 

positions 

Nucleotides 

EU267273.1 

Nucleoti

des IC89 

SNP 

Frequenc

ies 

Amino acids 

EU267273.1 

Amino 

acids  

IC89 

N 

CDS 
1711 TTAATT 

GCAGC
A 

99.87   

M 

CDS 
4315 G A* 99.46 292R 292Q 

M_F 

inter

genic 

regio

n 

4446 ACCGG TTCAC 100   
4957 ATC AC 100   
4963 G C 100   
4971 T A 100   
5208 AT CT  94.84   
5473 G T 100   

5499 
GCGATCGC

C 
ACAAC 99.37   

5509 AA 
AGCAC

A 
99.37   

5516 T G 99.73   
5518 AA ATA 97.11   

F 

CDS 

5532 AC CG* 100 3T 3R 
5538 C G* 99.65 5P 5A 
5548 A C* 100 8K 8T 
5559 T C* 99.68 12F 12L 
5563 C T* 99.79 13S 13F 
5569 T A* 100 15I 15N 
5644 G A* 99.7 40R 40K 
5659 A C* 96.96 45Q 45P 
5661 GC AG* 97.75 46A 46S 
5784 C A* 82.69 87L 87M 
6020 A G 57.32   
6104 T G 99.85   
6122 T C 100   
6773 G T* 99.89 416W 416C 

 

 594 

 Genome 

positions 

Nucleotide

s 

KC594074.

1 

Nucleotide

s MA08 

SNP 

frequenci

es 

Amino acids  

KC594074.1 

Amino 

acids  

MA08 

M_F 

intergeni

c region 

5203 TCT CCT 95.1   

*Non-synonymous mutations. 595 
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Additional Table 1. Recording of clinical signs. 596 

Additional Table 2. Diagnosis of other pathologies (not related to PRV) in the goats studied. 597 

The majority of goats used in this study showed pre-existing pathologies (mostly parasitic, but 598 

also in some cases of bacterial origin) which may interfere in the assessment of certain 599 

immunological parameters. Saanen goats were grouped as vaccinated (VN751), mock-600 

inoculated (Mock) or infected with PPRV strains of different virulence, IC89 (mild) and MA08 601 

(high). Fractions represent the number of positive animals per group of 6 goats. 602 

Additional Figure 1. PPRV F protein alignment. Sequences A,B,C and D represent respectively 603 

the PPRV IC89 genome obtained in our study, the PPRV IC89 genome available on GenBank, 604 

the PPRV MA08 genome available on GenBank and the PPRV MA08 genome obtained in our 605 

study. The remaining sequences in the alignment are PPRV genomes obtained from GenBank. 606 

Highlighted amino acids represent some of the differences observed between sequences in 607 

Table 1.     608 

 609 

 610 

 611 

 612 

 613 

 614 

 615 

 616 

 617 

 618 

 619 
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Parameter Criteria Score 

1. Liveliness / 

Walking 

 Attentive (curious, stands up immediately) 
0 

 Slightly reduced (stands up hesitantly, but without help) 
1 

 Tired, gets up only when forced to, lies down again and/or 

ataxia 
2 

 Recumbent, does not stand up for more than 24h, unable to 

walk 
3* 

2. Appetite  Greedy, hungry 
0 

 Eats slowly 
1 

 Does not eat, but sniffs food 
2 

 Does not eat at all, shows no interest in food 
3 

3. Body temperature  Physiological body temperature (39-40.5°C) 
0 

 Fever (+0.5 to +1.5°C from baseline) 
1 

 High fever (>+1.5 °C from baseline) 
2 

 High fever for >5 days 
3* 

4. Nose and eyes  Normal moisture, no discharge 
0 

 Clear, slight aqueous discharge from eyes or nostrils 
1 

 Important lachrymal or nasal discharge, nasal crusts or 

pustules 
2 

 Large turbid or haemorrhagic nasal discharge 
3 

5. Respiratory system  Frequency < 40/min, barely visible chest movement 
0 

 Frequency 40-60/min, slightly enhanced chest movements, 

sporadic coughing 
1 

 Frequency >60/min, slightly enhanced chest movements, 

coughing attacks 
2 

 Frequency >60/min or dyspnoea for >3 consecutive days 
3* 

6. Digestive system 

mucosa 

 Normal labial and perineal/vulva mucosa 
0 

 Light labial lesion, perineal/vulva congestion 
1 

 Moderate labial lesions, perineal/vulva purpura 
2 

 Severe labial lesions, perineal/vulva necrosis 
3 

7. Diarrhoea  Normal faeces 
0 

 Soft, unformed faeces 
1 

 Watery diarrhoea 
2 

 Haemorrhagic diarrhoea 
3 

 

 

  



Groups 
Verminous 

pneumonia 
 

Trematodal 

cholangitis 

Nematodal 

abomasitis 

Intestinal 

nematodiasis/ 

cestodiasis 

Intestinal 

coccidiosis 
Lymphadenitis 

Mild 

encephalitis 

VN751 4/6  2/6  3/6  1/6  1/6  2/6  1/6  

IC89 5/6  3/6  3/6  1/6  1/6  1/6  1/6  

MA08 5/6  2/6  4/6  0/6  3/6  0/6  1/6  

Mock 6/6  5/6  6/6  6/6  4/6  2/6  2/6  
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b. Détermination des facteurs du système immunitaire 
influençant la différence de virulence in vivo en utilisant 

-omique 

chèvres Saanen, les PBMCs ont été collectées à différents temps -

omique incluant la cytométrie en

La dynamique  de différentes sous populations de PBMCs ont été 

analysés par cytométrie en flux. La stratégie de sélection des différentes sous 

populations est donnée dans la Figure 19. Cette stratégie comprend dans un premier 

sélection des FSC singlets puis des SSC 

singlets) suivi de la sélection des cellules vivantes (négatives pour le marquage 7AAD).  

Les anticorps ciblant les marqueurs suivants ont été utilisés pour analyser les sous-

populations de PBMCs : CD6 (Clone BAQ91A, Monoclonal Antibody Center, 

Washington State University, USA), CD4 (Clone GC50A, Monoclonal Antibody 

Center, Washington State University, USA), CD8a (Clone CACT130A, Monoclonal 

Antibody Center, Washington State University, USA) et MHCII (Clone H42A, 

Monoclonal Antibody Center, Washington State University, USA).  

Ainsi, les cellules présentat 6-MHCII+), les lymphocytes T CD8 

(CD6+CD8a+) et les lymphocytes T CD4 (CD6+CD4+) ont été sélectionnés pour 

  

Le nombre absolu de cellules (nombre de lymphocytes de chaque sous-population) et

le -populations à différents 

fection a été déterminé par marquage 

ps monoclonal ciblant spécifiquement la protéine 

virale N du PPRV (clone 38-4, CIRAD, Montpellier, France). 
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Figure 19. s sous-

populations de PBMCs. uée en 
sélectionnant les singletons FSC et SSC. Les cellules vivantes (Live cells) ont été 
sélectionnées -ci, 
nous avons distingué  ou CPA (CD6-MHCII+), 
les lymphocytes T cytotoxiques (CD6+CD8a+) et auxiliaires (CD6+CD4+).  

L'analyse par cytométrie en flux a été suivie du séquençage de l'ARNm. L'ARN total a 

été extrait des PBMCs de chèvre en utilisant le protocole détaillé dans Eloiflin et al. 

(2021). En bref, les cellules ont été lysées à l'aide du TRIzol (Invitrogen) et une phase 

aqueuse a été obtenue en ajoutant du Chloroforme:IAA (49:1, Sigma-Aldrich). Cette 

phase aqueuse a ensuite été transférée dans de l'éthanol à 75 % puis le mélange a été 

transféré dans une colonne d'isolement d'ARN (Nucleospin) placée dans un tube 

collecteur. Les autres étapes d'isolement de l'ARN ont été réalisées à l'aide du kit 

NucleoSpin RNA (Macherey Nagel) selon les instructions du fabricant. La mesure de 

la qualité et de la concentration de l'ARN total obtenu ainsi que la préparation des 

bibliothèques ont été réalisées sur la plateforme de séquençage de nouvelle génération 

de l'Université de Berne (Suisse). 

pour passer à l'étape de séquençage, qui a été réalisée sur le NovaSeq6000.   
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Les lectures brutes de séquençage de chaque librairie ont été alignées au génome 

Ensembl du Capra hircus (ARS1 GCF_001704415.1) et au génome du PPRV 

(GCF_000866445.1_ViralProj15499). Ces alignements ont été utilisés pour obtenir des 

tableaux de comptage (contenant le nombre de lectures par gène) qui ont été analysés 

à l'aide du progiciel DESeq2 du logiciel R (v.3.6.3). 

Les gènes exprimés de manière différentielle (DEGs) entre les conditions ont été 

déterminés en fixant un taux de fausse découverte (FDR) inférieur à 0,05 et une valeur 

absolue du log2 Fold Change supérieure à 1. Les DEGs ont été obtenus en comparant 

les données au jour 0 de chaque groupe. Ainsi, les données du jour 3, 7 et 12 

correspondent aux comparaisons entre les données obtenues à ces jours et celles du 

jour 0. Les listes de DEGs ont été classées sur la base des p values ajustées (FDR) pour 

une analyse d'enrichissement des ensembles de gènes (Gene Set Enrichment Analysis, 

GSEA) (Subramanian et al. 2005) avec les modules transcriptionnels du sang (Blood 

transcriptional Module, BTMs) de chèvres. Les BTMs représentent des ensembles de 

gènes créés sur la base d'un niveau élevé d'interactions identifiées ex vivo dans les 

PBMC humains (Li et al. 2014) et ont été précédemment adaptés pour une utilisation 

chez le mouton (Braun et al. 2018), le porc (Matthijs et al. 2019) et la chèvre (Eloiflin et 

al. 2021). 

L'annotation des gènes  basée soit sur les descriptions 

dans les données génomiques ENSMBL des différentes espèces, soit sur l'homologie 

avec d'autres es . Les 

homologies ont été obtenues à l'aide du logiciel Biomart accessible sur le site web de 

ENSEMBL. Ainsi, les BTMs ont été adaptés à la chèvre en remplaçant les gènes 

humains par leurs homologues caprins. Ces modules ont ensuite été classés en 

différentes familles en fonction de leurs activités relatives dans la réponse IFN de type 

I, l'inflammation, les cellules myéloïdes, les cellules dendritiques et la présentation des 

antigènes, les cellules T et NK, les cellules B et le cycle cellulaire (Braun et al. 2018). Les 

détails des différentes familles sont donnés dans le Tableau 2.  
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Tableau 2. Familles correspondant aux différents BTMs.  Les BTMs de la 
chèvre ont été classés en fonction de leur activité dans les différentes familles. 

Familles BTM Familles BTM Familles BTM 

IFN-I 

VIRAL SENSING & IMMUNITY,  IRF2 TARGETS 
NETWORK (I) (M111.0) 

Cellules 
myéloïdes 

ENRICHED IN MONOCYTES (II) (M11.0) 

Cellules 
NK/T 

DOUBLE POSITIVE THYMOCYTES  (M126) 

VIRAL SENSING & IMMUNITY,  IRF2 TARGETS 
NETWORK (II) (M111.1) 

ENRICHED IN MONOCYTES (IV) (M118.0) T CELL DIFFERENTIATION  (M14) 

TYPE I INTERFERON RESPONSE  (M127) ENRICHED IN MONOCYTES (SURFACE) (M118.1) ENRICHED IN NK/NK/T cells CELLS (III) (M157) 

INNATE ACTIVATION BY CYTOSOLIC DNA SENSING  
(M13) 

ENRICHED IN NEUTROPHILS (II) (M163) T CELL DIFFERENTIATION VIA ITK AND PKC  
(M18) 

INNATE ANTIVIRAL RESPONSE  (M150) RA, WNT, CSF RECEPTORS NETWORK (MONOCYTES) 
(M23) 

T CELL DIFFERENTIATION (TH2) (M19) 

INTERFERON ALPHA RESPONSE (I) (M158.0) TLR8-BAFF NETWORK  (M25) ENRICHED IN T CELLS (II) (M223) 
INTERFERON ALPHA RESPONSE (II) (M158.1) ENRICHED IN NEUTROPHILS (I) (M37.1) SIGNALING IN T CELLS (I) (M35.0) 

TBA  (M32.6) ENRICHED IN MONOCYTES (I) (M4.15) SIGNALING IN T CELLS (II) (M35.1) 

RIG-1 LIKE RECEPTOR SIGNALING  (M68) MYELOID CELL ENRICHED RECEPTORS AND 
TRANSPORTERS  (M4.3) 

T CELL SURFACE, ACTICATION  (M36) 

ANTIVIRAL IFN SIGNATURE  (M75) MYELOID, DENDRITIC CELLS ACTIVATION VIA NFKB 
(II) (M43.1) 

MITOTIC CELL CYCLE IN STIMULATED CD4 T 
CELLS  (M4.11) 

Inflammation 

INTEGRIN CELL SURFACE INTERACTIONS (I) (M1.0) ENRICHED IN MONOCYTES (III) (M73) MITOTIC CELL CYCLE IN STIMULATED CD4 T 
CELLS  (M4.5) 

INTEGRIN CELL SURFACE INTERACTIONS (II) (M1.1) MYELOID CELL CYTOKINES, METALLOPEPTIDASES 
AND LAMININS  (M78) 

CELL DIVISION IN STIMULATED CD4 T CELLS  
(M4.6) 

MAPK, RAS SIGNALLING  (M100) ENRICHED IN MYELOID CELLS AND MONOCYTES  
(M81) 

T CELL SIGNALING AND COSTIMULATION  
(M44) 

RECEPTORS, CELL MIGRATION  (M109) TRANSMEMBRANE TRANSPORT (I) (M87) CELL DIVISION IN STIMULATED CD4+ T CELLS  
(M46) 

BLOOD COAGULATION  (M11.1) MONOCYTE SURFACE SIGNATURE  (S4) T CELL ACTIVATION AND SIGNALING  (M5.1) 

FORMYL PEPTIDE RECEPTOR MEDIATED 
NEUTROPHIL RESPONSE  (M11.2) 

DC/Présentation 
antigénique 

ENRICHED IN ACTIVATED DENDRITIC CELLS (I) (M119) T CELL ACTIVATION (IV) (M52) 

COMPLEMENT ACTIVATION (I) (M112.0) CD28 COSTIMULATION  (M12) ENRICHED IN NK/NK/T cells CELLS (KIR 
CLUSTER) (M61.0) 

COMPLEMENT ACTIVATION (II) (M112.1) LYSOSOMAL/ENDOSOMAL PROTEINS  (M139) ENRICHED IN NK/NK/T cells CELLS (RECEPTOR 
ACTIVATION) (M61.2) 

CYTOKINES - RECEPTERS CLUSTER  (M115) MHC-TLR7-TLR8 CLUSTER  (M146) IL2, IL7, TCR NETWORK  (M65) 

CELL ADHESION (GO) (M117) ENRICHED IN ACTIVATED DENDRITIC CELLS (II) 
(M165) 

ENRICHED IN T CELLS (I) (M7.0) 

ENRICHED FOR CELL MIGRATION  (M122) ENRICHED IN DENDRITIC CELLS  (M168) T CELL ACTIVATION (I) (M7.1) 
RECRUITMENT OF NEUTROPHILS  (M132) ANTIGEN PROCESSING AND PRESENTATION  (M200) ENRICHED IN NK/NK/T cells CELLS (I) (M7.2) 

EXTRACELLULAR MATRIX, COMPLEMENT  (M140) LYSOSOME  (M209) T CELL ACTIVATION (II) (M7.3) 

G PROTEIN MEDIATED CALCIUM SIGNALING  (M159) PROTEASOME  (M226) T CELL ACTIVATION (III) (M7.4) 
TLR AND INFLAMMATORY SIGNALING  (M16) ANTIGEN PRESENTATION (LIPIDS AND PROTEINS) 

(M28) 
T CELL SURFACE SIGNATURE  (S0) 

LEUKOCYTE DIFFERENTIATION  (M160) COMPLEMENT AND OTHER RECEPTORS IN DCS  (M40) NK/NK/T cells CELL SURFACE SIGNATURE  (S1) 

TBA  (M192) REGULATION OF ANTIGEN PRESENTATION AND 
IMMUNE RESPONSE  (M5.0) 

NA (S12) 

PLATELET ACTIVATION - ACTIN BINDING  (M196) CD1 AND OTHER DC RECEPTORS  (M50) CD4 T CELL SURFACE SIGNATURE TH1-
STIMULATED  (S6) 

PLATELET ACTIVATION & BLOOD COAGULATION  
(M199) 

ENRICHED IN ACTIVATED DENDRITIC 
CELLS/MONOCYTES  (M64) 

CD4 T CELL SURFACE SIGNATURE TH2-
STIMULATED  (S7) 

EXTRACELLULAR MATRIX (I) (M2.0) ACTIVATED DENDRITIC CELLS   (M67) 

Cycle 
cellulaire 

E2F1 TARGETS (Q3) (M10.0) 

EXTRACELLULAR MATRIX (II) (M2.1) ENRICHED IN ANTIGEN PRESENTATION (I) (M71) E2F1 TARGETS (Q4) (M10.1) 
CELL ADHESION (LYMPHOCYTE HOMING) (M21) ENRICHED IN ANTIGEN PRESENTATION (II) (M95.0) CELL CYCLE (III) (M103) 

CELL ACTIVATION (IL15, IL-23, TNF) (M24) ENRICHED IN ANTIGEN PRESENTATION (III) (M95.1) NUCLEAR PORE COMPLEX  (M106.0) 

CHEMOKINE CLUSTER (I) (M27.0) RESTING DENDRITIC CELL SURFACE SIGNATURE  (S10) NUCLEAR PORE COMPLEX (MITOSIS) (M106.1) 
CHEMOKINE CLUSTER (II) (M27.1) ACTIVATED (LPS) DENDRITIC CELL SURFACE 

SIGNATURE  (S11) 
NUCLEAR PORE, TRANSPORT MRNA SPLICING, 
PROCESSING  (M143) 

PROINFLAMMATORY CYTOKINES AND 
CHEMOKINES  (M29) 

DC SURFACE SIGNATURE  (S5) CELL CYCLE, ATP BINDING  (M144) 

CELL MOVEMENT, ADHESION & PLATELET 
ACTIVATION  (M30) 

Cellules B 

ENRICHED IN B CELL DIFFERENTIATION  (M123) CYTOSKELETON/ACTIN (SRF TRANSCRIPTION 
TARGETS) (M145.0) 

PLATELET ACTIVATION (I) (M32.0) TBA (SOURCE: B CELLS) (M152.0) CYTOSKELETON/ACTIN (SRF TRANSCRIPTION 
TARGETS) (M145.1) 

PLATELET ACTIVATION (II) (M32.1) TBA (SOURCE: NAIVE B CELLS) (M152.1) RAN MEDIATED MITOSIS  (M15) 
CORO1A-DEF6 NETWORK (I) (M32.2) TBA (SOURCE: MEMORY B CELLS) (M152.2) ENRICHED IN CELL CYCLE  (M167) 

INFLAMMATORY RESPONSE  (M33) PLASMA CELLS & B CELLS, IMMUNOGLOBULINS  
(M156.0) 

MITOSIS (TF MOTIF CCAATNNSNNNGCG) (M169) 

IMMUNE ACTIVATION - GENERIC CLUSTER  (M37.0) PLASMA CELLS, IMMUNOGLOBULINS  (M156.1) NUCLEOTIDE METABOLISM  (M181) 
ENDOPLASMIC RETICULUM  (M37.2) TBA (SOURCE: B CELLS) (M217) AP-1 TRANSCRIPTION FACTOR NETWORK  (M20) 

CELL DIVISION  (M37.3) ENRICHED IN B CELLS (I) (M47.0) MISMATCH REPAIR (I) (M22.0) 

CHEMOKINES AND RECEPTORS  (M38) ENRICHED IN B CELLS (II) (M47.1) MISMATCH REPAIR (II) (M22.1) 
INTEGRIN MEDIATED LEUKOCYTE MIGRATION  
(M39) 

ENRICHED IN B CELLS (III) (M47.2) CELL CYCLE, MITOTIC PHASE  (M230) 

PLATELET ACTIVATION (III) (M42) ENRICHED IN B CELLS (IV) (M47.3) SPLICEOSOME  (M250) 

MYELOID, DENDRITIC CELLS ACTIVATION VIA NFKB 
(I) (M43.0) 

ENRICHED IN B CELLS (V) (M47.4) CELL CYCLE AND GROWTH ARREST  (M31) 

MYELOID, DENDRITIC CELLS ACTIVATION VIA NFKB 
(II) (M43.1) 

BCR SIGNALING  (M54) CORO1A-DEF6 NETWORK (I) (M32.2) 

LEUKOCYTE ACTIVATION AND MIGRATION  (M45) IMMUREGULATION - MONOCYTES, T AND B CELLS  
(M57) 

CELL DIVISION  (M37.3) 

INFLAMMASOME RECEPTORS AND SIGNALING  
(M53) 

B CELL DEVELOPMENT/ACTIVATION  (M58) CELL CYCLE AND TRANSCRIPTION  (M4.0) 

MITOTIC CELL DIVISION  (M59) ENRICHED IN B CELLS (VI) (M69) CELL CYCLE (I) (M4.1) 

PLATELET ACTIVATION AND DEGRANULATION  
(M85) 

ENRICHED IN NAIVE AND MEMORY B CELLS  (M83) CELL CYCLE (II) (M4.10) 

CHEMOKINES AND INFLAMMATORY MOLECULES IN 
MYELOID CELLS  (M86.0) 

B CELL DEVELOPMENT  (M9) C-MYC TRANSCRIPTIONAL NETWORK  (M4.12) 

PROINFLAMMATORY DENDRITIC CELL, MYELOID 
CELL RESPONSE  (M86.1) 

B CELL SURFACE SIGNATURE  (S2) PLK1 SIGNALING EVENTS  (M4.2) 

LEUKOCYTE MIGRATION  (M88.0) PLASMA CELL SURFACE SIGNATURE  (S3) MITOTIC CELL CYCLE - DNA REPLICATION  
(M4.4) 

ADHESION AND MIGRATION, CHEMOTAXIS   (M91) NAIVE B CELL SURFACE SIGNATURE  (S8) MITOTIC CELL CYCLE  (M4.7) 

MEMORY B CELL SURFACE SIGNATURE  (S9) CELL DIVISION - E2F TRANSCRIPTION 
NETWORK  (M4.8) 
MITOTIC CELL CYCLE IN STIMULATED CD4 T 
CELLS  (M4.9) 
LYMPHOCYTE GENERIC CLUSTER  (M6) 

DNA REPAIR  (M76) 
E2F TRANSCRIPTION FACTOR NETWORK  (M8) 
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Les protéines accumulées pendant la vaccination ou les infections ont été analysées 

par spectrométrie de masse. Le protocole utilisé pour le traitement des échantillons in 

vitro (Eloiflin et al. 2021) a été appliqué aux échantillons in vivo. 

Brièvement, les PBMC recueillies à différents moments ont été lysées par application 

d'un tampon DIGE composé de 7M urée, 2 M thiourée, 4% de CHAPS et 30 mM 

TrisHCL. En plus de la lyse, ce tampon permet de conserver la structure des protéines 

intacte. La quantité de protéines obtenue a été évaluée à l'aide d'un gel 2D et d'un test 

colorimétrique. 

Les échantillons ont ensuite été transférés sur la plateforme de protéomique 

fonctionnelle (FPP, Montpellier, France) pour être digérés à la trypsine et analysés par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LCMS). Le taux 

maximal de fausses découvertes (FDR) de peptides et de protéines a été fixé à 0,5. 

L'interaction entre les protéines significativement différentes entre les conditions a été 

prédite en utilisant la base de données STRING (functional protein association networks).  

ii.

populations de lymphocytes T et des CPA  

L'analyse par cytométrie en flux de l'évolution et du taux d'infection des sous-

populations ciblées au cours de l'expérience a montré que ni la vaccination ni 

l'inoculation du témoin n'ont induit de changement dans le nombre ou la présence de 

virus dans ces populations cellulaires (Figure 20, partie 1 A, B).  L

souche IC89 induit une baisse significative du nombre de cellules T CD6+ CD4+. Cette 

variation est observable entre le jour 6 et le jour 8 après infection, mais aucune des sous 

té positive pour la présence du virus (Figure 20, partie 2 C).    



                                                                          Travaux de recherche : Expérience in vivo 

170 

L'infection par la souche MA08 a entraîné une forte diminution du nombre de toutes 

les sous-populations lymphocytaires. Cette diminution est fortement marquée pour 

les cellules T CD4. Cette population cellulaire présente également un niveau 

d'infection croissant. La protéine virale N est détectée lorsque le nombre de cellules est 

faible. Différents niveaux d'infection des différentes sous-populations sont observés. 

En effet, les cellules T CD4 sont plus infectées que les CPA qui sont elles-mêmes plus 

infectées que les cellules T CD8 (Figure 20, partie 2 D).  

iii. Biologie des systèmes impliqués dans les réponses 

des cellules immunitaires au cours des infections 

L'analyse de l'expression de l'ARNm des PBMCs a, dans un premier temps, révélé la 

présence des gènes viraux. La détection des ARN viraux a été constatée dès le 3ème 

jour dans les échantillons prélevés chez les animaux infectés par la souche MA08 et a 

été plus importante au 7ème jour pour décroître au 12ème jour après l'infection. Les 

animaux vaccinés (jour 7) ou infectés par la souche IC89 (jours 7 et 12) ont présenté un 

très faible nombre de lecture sur les gènes viraux. Le nombre de lectures observé au 

jour 7 dans les PBMCs collectées chez les animaux infectés par la souche MA08 est 

statistiquement plus élevé que celui observé dans les autres groupes (Figure 21). 

Pour mieux comprendre les différences dans l'induction des réponses immunitaires 

entre les souches, les données obtenues à partir du séquençage de l'ARNm de l'hôte 

(Capra hircus) ont été utilisées pour déterminer les gènes différentiellement exprimés 

(DEG) aux jours 3, 7 et 12 par rapport au jour 0 chez les animaux vaccinés ou infectés. 

Ensuite, GSEA à partir des BTMs de la chèvre et des listes de DEGs obtenus 

tion des différents modules liés aux familles 

de BTMs (cf. Tableau 2).   
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A 

B 

Figure 20. (Partie 1) Dynamique et taux d'infection des sous-populations 

lymphocytaires et des CPA au cours de l'expérience. Les PBMCs collectées à 

la suite de l'inoculation avec le témoin (A), de la vaccination par la souche vaccinale 

PPRV VN751 (B)ont été analysées pour la variation des populations de CPA (CD6-

MHCII+), de cellules TCD4 (CD6+CD4+) et CD8 (CD6+CD8a+). Le niveau d'infection 

des cellules a été déterminé par le marquage de la présence de la nucléoprotéine du 

PPRV (NPPRV+). Les p values ont été calculées en comparant les jours 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

8 et 10 au jour 0 et en utilisant le test de comparaison multiple de dunnett (ANOVA 

unidirectionnelle) avec une seule variance groupée. 

 values < 0.001. 
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Figure 20. (Partie 2) Dynamique et taux d'infection des sous-populations 

lymphocytaires et des CPA au cours de l'expérience. Les PBMCs collectées à 

la suite de l'infection par la souche PPRV IC89 (C) ou par la souche PPRV MA08 (D) 

ont été analysées pour la variation des populations de CPA (CD6-MHCII+), de 

cellules TCD4 (CD6+CD4+) et CD8 (CD6+CD8a+). Le niveau d'infection des cellules 

a été déterminé par le marquage de la présence de la nucléoprotéine du PPRV 

(NPPRV+). Les p values ont été calculées en comparant les jours 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 et 

10 au jour 0 et en utilisant le test de comparaison multiple de dunnett (ANOVA 

unidirectionnelle) avec une seule variance groupée. 

 values < 0.001. 
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Figure 21. Détection du nombre de lectures virales dans les PBMCs 

collectées pendant  Les p values ont été calculées en utilisant une 
ANOVA bidirectionnelle. Les étoiles représentent les différences statistiques 
observées entre les groupes infectés et vaccinés. "***" = Valeurs P < 0,001 . 

Les modules liés à la réponse IFN de type I apparaissent globalement activés et de 

manière plus précoce lors des infections par les souches IC89 et MA08 (Figure 22 A, B) 

plus tardive lors de la vaccination (Figure 26 A). Un plus grand nombre de modules 

liés à l'inflammation sont inactivés par l'infection avec la souche IC89, alors que ces

modules montrent une activation générale entre les jours 7 et 12 lors de l'infection avec 

la souche MA08 (Figure 22 C, D). La vaccination induit l'activation d'un faible nombre 

de modules impliqués dans l'inflammation (Figure 26 B).  
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A IC89: IFN-I B MA08: IFN-I

C IC89: Inflammation D MA08: Inflammation

Figure 22. Modules liés à l'interféron de type I et à l'inflammation, induits 

pendant l'infection par les souches IC89 et MA08. Les heatmaps montrent 
l'induction de l'activité des modules au jour 3 (jour 3 : jour 3 VS jour 0), au jour 7 
(jour 7 : jour 7 VS jour 0) et au jour 12 (jour 12 : jour 12 VS jour 0). Les valeurs 
représentées sont les scores d'enrichissement normalisés (NES). Les modules activés 
(NES>0, orange à rouge) et inactivés (NES<0, bleu clair à bleu foncé) ont été 
sélectionnés en appliquant un taux de fausse découverte (FDR) de valeurs q <0,5.     

Les modules liés aux cellules myéloïdes, aux DC et à la présentation antigénique sont 

 avec certaines 

exceptions observées au jour 7 (chez les DC) et au jour 12 (chez les cellules myéloïdes) 

(Figure 23 A, C).  
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L souche MA08 induit une activation générale de ces modules (Figure 

23 B, D), cependant un module lié à la présentation antigénique (M200) a été inactivé 

au jour 12 et un autre lié aux cellules myéloïdes (M4.15) a été inactivé au jour 2. Un 

faible nombre de modules liés aux cellules myéloïdes et aux DC est activé au cours de 

la vaccination (Figure 26 C, D).  

A IC89: DC/Présentation Antigénique B MA08: DC/Présentation Antigénique

C IC89: Cellules myéloïdes D MA08: Cellules myéloïdes

Figure 23. Modules liés aux cellules myéloïdes, aux DC et à la présentation 

antigénique, induits pendant l'infection par les souches IC89 et MA08.  Les 
heatmaps montrent l'induction de l'activité des modules au jour 3 (jour 3 : jour 3 VS 
jour 0), au jour 7 (jour 7 : jour 7 VS jour 0) et au jour 12 (jour 12 : jour 12 VS jour 0). 
Les valeurs représentées sont les scores d'enrichissement normalisés (NES). Les 
modules activés (NES>0, orange à rouge) et inactivés (NES<0, bleu clair à bleu foncé) 
ont été sélectionnés en appliquant un taux de fausse découverte (FDR) de valeurs q 
<0,5. 
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La plupart des modules liés au cycle cellulaires sont inactivés dans les premiers jours 

(jour 3 au jour 7) puis sont en majorité réactivés dans la phase tardive des infections 

par les souches IC89 et MA08 (Figure 24). La vaccination induit une activation précoce 

(Figure 26 G).  

A IC89: Cycle cellulaire B MA08: Cycle cellulaire

Figure 24. Modules liés au cycle cellulaire induits pendant l'infection par 

les souches IC89 et MA08. Les heatmaps montrent l'induction de l'activité des 
modules au jour 3 (jour 3 : jour 3 VS jour 0), au jour 7 (jour 7 : jour 7 VS jour 0) et au 
jour 12 (jour 12 : jour 12 VS jour 0). Les valeurs représentées sont les scores 
d'enrichissement normalisés (NES). Les modules activés (NES>0, orange à rouge) et 
inactivés (NES<0, bleu clair à bleu foncé) ont été sélectionnés en appliquant un taux 
de fausse découverte (FDR) de valeurs q <0,5. 

tion par la souche IC89 induit une inactivation précoce des modules liés au 

cellules T/NK et de certains des modules liés aux cellules B. Certains de ces modules 

se réactivent tardivement au jour 12 (Figure 25 A, C

MA08, les modules liés aux cellules T, NK et B sont inactivés au jour7, puis certains 
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s dans la division cellulaire des 

s modules impliqués dans le 

développement des cellules B et des cellules plasmacytoïdes qui sont réactivés (Figure 

25 B, D). La vaccination 

modules liés aux cellules T, NK et B (Figure 26 E, F).

A IC89: Cellules T/NK B MA08: Cellules T/NK

C IC89: Cellules B D MA08: Cellules B

Figure 25. Modules liés aux cellules T, NK et B induits pendant l'infection 

par les souches IC89 et MA08. Les heatmaps montrent l'induction de l'activité 
des modules au jour 3 (jour 3 : jour 3 VS jour 0), au jour 7 (jour 7 : jour 7 VS jour 0) et 
au jour 12 (jour 12 : jour 12 VS jour 0). Les valeurs représentées sont les scores 
d'enrichissement normalisés (NES). Les modules activés (NES>0, orange à rouge) et 
inactivés (NES<0, bleu clair à bleu foncé) ont été sélectionnés en appliquant un taux 
de fausse découverte (FDR) de valeurs q <0,5. 
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A IFN B Inflammation 

C DC/Présentation Antigénique D Cellules myéloïdes 

E  Cellules NK/T F  Cellules B 

G Cycle Cellulaire 

Figure 26. Modules liés aux différentes familles induites pendant la 

vaccination par la souche vaccinale PPRV Nigéria75/1 . Les heatmaps 
montrent l'induction de l'activité des modules au jour 3 (jour 3 : jour 3 VS jour 0), au 
jour 7 (jour 7 : jour 7 VS jour 0) et au jour 12 (jour 12 : jour 12 VS jour 0). Les valeurs 
représentées sont les scores d'enrichissement normalisés (NES). Les modules activés 
(NES>0, orange à rouge) et inactivés (NES<0, bleu clair à bleu foncé) ont été 
sélectionnés en appliquant un taux de fausse découverte (FDR) de valeurs q <0,5. 
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L'inoculation par le témoin induit l'activation de plusieurs modules liés à l'IFN-I, à 

l'inflammation, aux cellules myéloïdes, aux DC et à la présentation antigénique. Les 

modules liés aux cellules T/NK et au cycle cellulaire sont généralement inactivés tandis 

que, les modules liés aux cellules B montrent une activation contrastée (Figure 27).

A IFN B Inflammation 

C DC/Présentation Antigénique D Cellules myéloïdes 

E  Cellules NK/T F  Cellules B 

G Cycle Cellulaire 

Figure 27. Modules liés aux différentes familles induites après 

par le témoin. Les heatmaps montrent l'induction de l'activité des 
modules au jour 3 (jour 3 : jour 3 VS jour 0), au jour 7 (jour 7 : jour 7 VS jour 0) et au 
jour 12 (jour 12 : jour 12 VS jour 0). Les valeurs représentées sont les scores 
d'enrichissement normalisés (NES). Les modules activés (NES>0, orange à rouge) et 
inactivés (NES<0, bleu clair à bleu foncé) ont été sélectionnés en appliquant un taux 
de fausse découverte (FDR) de valeurs q <0,5. 
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iv. Analyse de l'accumulation de protéines cellulaires au 

cours des infections 

Certaines protéines synthétisées pendant la vaccination ou les infections des 

chèvres Saanen se sont accumulées de manière différentielle dans les PBMCs. Ces 

différences ont été détectées en utilisant une approche protéomique. Un petit nombre 

de protéines accumulées de manière différentielle (PDA) a été détecté dans les PBMC 

trois jours après la vaccination. Parmi celles-ci, seules les protéines HSPE1 et SRP54 

présentent des interactions. Le nombre de PDA est plus important six jours après 

agit des protéines de 

réponse interféron de type I (ISG15, IFIT1, IFIT3, MX1, RIG-I (DDX58), 

ZBP1, EIF2AK2) ADAR (Figure 28).    

Figure 28. -protéines générés pendant la 

vaccination des chèvres Saanen. Les données à 3 et 6 jours après vaccination ont 
été obtenues par comparaison aux cellules prélevées avant la vaccination. Chaque 
protéine est représentée par un cercle de couleur différente, choisi au hasard par le 
logiciel. La couleur d'une même protéine peut différer entre chaque analyse. Les 
couleurs des lignes entre les protéines déterminent le niveau d'interactions. Les 
interactions connues sont représentées par des lignes roses (déterminées 
expérimentalement) et bleues (provenant de bases de données validées). Les lignes 
vertes (extraction de texte), noires (co-expression) et grises (homologie des 
protéines) représentent les autres interactions.  
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Par comparaison avec la vaccination, une plus grande quantité de PDA est détectée 

trois jours après l'infection par la souche IC89. Cependant, ces protéines ne présentent 

pas d'interactions. Six jours après l'infection par la souche IC89, un réseau plus 

important de protéines de réponse de type IFN est observé. 

ISG15, ISG20, MX1, MX2, CMPK2, IFIT2, IFIT3, IFIH1, OAS1X, RIG-I (DDX58), 

EIF2AK2 et EPSTI1. Outre ce réseau principal, plusieurs autres PDA sont détectées 

Figure 29).    

L'infection avec la souche MA08 permet l'observation de deux réseaux PDA dès le 

troisième jour après l'infection (Figure 30). 

Figure 29. -protéines générés après 

 Les données à 3 et 6 jours 
après infection ont été obtenues par comparaison aux cellules prélevées avant 
l n. Chaque protéine est représentée par un cercle de couleur différente, 
choisi au hasard par le logiciel. La couleur d'une même protéine peut différer entre 
chaque analyse. Les couleurs des lignes entre les protéines déterminent le niveau 
d'interactions. Les interactions connues sont représentées par des lignes roses
(déterminées expérimentalement) et bleues (provenant de bases de données 
validées). Les lignes vertes (extraction de texte), noires (co-expression) et grises 
(homologie des protéines) représentent les autres interactions. 
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Chacun de ces réseaux est constitué de 3 protéines appartenant soit à la réponse 

interféron (ISG20, MX1, MX2) soit à la grande sous-unité du ribosome (RPL14, RPL24, 

RPL27). D'autres protéines sont également détectées à ce stade, mais elles ne 

présentent pas d'interactions. Après six jours d'infection, les réseaux PDA observés à 

3 jours d'infection sont à nouveau détectés et contiennent un plus grand nombre de 

protéines. Ces deux réseaux sont reliés par la protéine ISG15, stimulée par l'interféron. 

À ce stade, le réseau de protéines ribosomiques contient des protéines provenant à la 

fois de la grande (60S) et de la petite (40S) sous-unité du ribosome. Un troisième réseau 

de protéines (S100A8/9/12, CATH, SDS, OAT, AZU1, PGLYRP1), impliquées dans la 

régulation de l'inflammation, est également observé à ce stade (Figure 30). 

Figure 30. -protéines générés après 

MA08. Les données à 3 et 6 jours 
après infection ont été obtenues par comparaison aux cellules prélevées avant 

Chaque protéine est représentée par un cercle de couleur différente, 
choisi au hasard par le logiciel. La couleur d'une même protéine peut différer entre 
chaque analyse. Les couleurs des lignes entre les protéines déterminent le niveau 
d'interactions. Les interactions connues sont représentées par des lignes roses 
(déterminées expérimentalement) et bleues (provenant de bases de données 
validées). Les lignes vertes (extraction de texte), noires (co-expression) et grises 
(homologie des protéines) représentent les autres interactions. 
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L'inoculation témoin (groupe contrôle) induit l'accumulation d'un faible nombre de 

PDA au cours du temps. Un réseau impliqué dans la fonction du centrosome et formé 

par les protéines CEP290 et AKAP9 est observé 3 jours après l'inoculation (Figure 31).

Figure 31 -protéines générés après 

oculation des chèvres Saanen par le témoin. Les données à 3 et 6 jours après 
infection ont été obtenues par comparaison aux 
Chaque protéine est représentée par un cercle de couleur différente, choisi au hasard 
par le logiciel. La couleur d'une même protéine peut différer entre chaque analyse. 
Les couleurs des lignes entre les protéines déterminent le niveau d'interactions. Les 
interactions connues sont représentées par des lignes roses (déterminées 
expérimentalement) et bleues (provenant de bases de données validées). Les lignes 
vertes (extraction de texte), noires (co-expression) et grises (homologie des 
protéines) représentent les autres interactions. 

v. -omique 

Le but de cette étude a été de déterminer les facteurs immunitaires qui sous-tendent la 

différ

Saanen avec différentes souches PPRV. Pour ce faire, la dynamique et le taux 

s par 

cytométrie en flux. La réponse immunitaire induite par la vaccination ou par les 

différentes infections a été analysée 

finalement, les protéines exprimées au cours du temps ont été détectées par 

spectrométrie de masse. 
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L'analyse de la dynamique et du taux d'infection des cellules présentatrices 

d'antigènes, des CD4 et des CD8 a montré que la vaccination ne change pas de façon 

significative le nombre de ces cellules au cours du temps, tandis que l'infection par la 

souche IC89 induit une diminution significative du nombre de cellules T CD4 entre le 

6éme et le 8éme jour après l'infection. Les protéines virales n'ont pas pu être détectées au 

cours du temps par cytométrie de flux pendant la vaccination ou l'infection par la 

souche IC89.  Néanmoins, le séquençage de l'ARNm a permis de détecter un faible 

nombre de comptes viraux (compte = Read de séquençage) dans les PBMC prélevés le 

7ème jour après la vaccination et les 7ème et 12ème jours après l'infection par la souche 

IC89. 

Ainsi, ce faible compte pourrait expliquer l'absence de détection du virus par 

cytométrie de flux (qui est une technique moins sensible) et la présence d'ARN viral 

dans les différents organes prélevés lors de la nécropsie. Le faible compte viral observé 

viral dans les sera (voir section 3.a.i ; Eloiflin et al., 2021, en préparation).

Ces observations démontrent que les souches peu virulentes et vaccinales circulent à 

faible niveau dans le sang et sont transportées par les lymphocytes vers les organes.   

souche MA08 induit une baisse significative du nombre de cellules 

immunitaires au cours du temps. Cette baisse est beaucoup plus marquée chez les 

lymphocytes T CD4 et semble plus progressive chez les autres sous-types cellulaires.

est différent entre types cellulaires, avec une plus grande 

quantité de protéines virales détectée chez les CD4.  

La diminution du nombre de lymphocytes circulants est directement corrélée à la 

détection du virus. Les cellules infectées étant prélevées dans le sang périphérique, 

elles témoignent de l'importante réplication virale qui a lieu dans les ganglions 

lymphatiques.  
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Ce niveau élevé d'infection par la souche MA08 a été confirmé par le séquençage de 

l'ARNm et la présence d'ARN viral dans les sérums (voir section 3.a.i ; Eloiflin et al., 

2021, en préparation). Les résultats indiquent que des nombres croissants d'ARN 

viraux sont détectés jusqu'au jour 7 (ou 8) après l'infection avant de chuter. Ces 

résultats montrent également qu'au-delà de 100 comptes sur les gènes viraux, les 

protéines virales sont détectables par cytométrie de flux. 

Par ailleurs, les résultats obtenus avec la souche MA08 confirment ceux observés dans 

la littérature lorsque des chèvres sont infectées par des souches virulentes de PPRV 

(Fakri et al. 2017). Toutefois, à notre connaissance, c'est la première fois que des 

protéines virales sont détectées à l'intérieur de cellules immunitaires pendant 

l'infection, confirmant ainsi une partie de l'hypothèse de la propagation du virus dans 

l'organisme (Rojas et al. 2016).   

La réponse immunitaire induite par la vaccination ou l'infection par les différentes

souches a été évaluée à l'aide du système d'analyse d'enrichissement des gènes au 

moyen des modules transcriptionnels du sang (BTM) de chèvre.   

La réponse interféron (IFN) de type I antivirale est induite quelle que soit  la virulence 

de la souche mais de manière plus prolongée 

(plus de modules activés au jour 12), confirmant ainsi les résultats obtenus lors des 

expériences in vitro (Eloiflin et al. 2021).  

Cette réponse détectée dans un premier temps activation de plusieurs modules 

liés , a été confirmée  En 

effet, les protéines différentiellement accumulées entre conditions au 6ème jour après 

vaccination ou infections, sont majoritairement liées à cette réponse antivirale. Lors de 

la vaccination de chèvres par la souche PPRV Sungri 96, la synthèse majoritaires des 

protéines liés à la réponse interféron antivirale a aussi été observée (Wani et al. 2021b). 
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lus complexe que celle observée 

avec les autres souches et cette réponse semble liée la synthèse de nombreuses 

protéines ribosomiques associées à .  

Néanmoins, les nombreuses protéines ribosomiques détectées de manière 

différentielle, peuvent être induites pour permettre la synthèse virale. La plupart des 

interactions entre virus et protéines ribosomiques sont essentielles à la traduction et à 

la réplication, ce qui favorise l'infection et l'accumulation des gènes et protéines du

virus (Li 2019). Ainsi, la forte présence des protéines virales (détectées par cytométrie 

de ces protéines ribosomiques.  

 la signalisation de défense des cellules 

hôtes en activant la voie immunitaire contre le virus. Par exemple, des gènes 

ribosomiques ont été régulés à la hausse dans les PBMCs collectés 5 jours après 

vaccination de chèvres avec la souche PPRV Sungri 96. La prédiction des réseaux 

interactions a démontré que c

(Wani et al. 2021a).  

ment activés par la souche MA08 tandis 

que ceux-ci sont inactivés par la souche IC89. Cette réponse inflammatoire a été 

infection des animaux par la souche MA08 et est caractérisée par 

tion des symptômes (voir section 

3.a.i ; Eloiflin et al., 2021, en préparation). L'analyse de l'expression des protéines a 

également démontré la présence d'un réseau de protéines impliquées dans 

l'inflammation lors de l'infection par la souche MA08. Par exemple, 

inflammation, les protéines S100A8/A9 sont activement libérées et exercent un rôle 

critique dans la modulation de la réponse inflammatoire en stimulant le recrutement 

des leucocytes et en induisant la sécrétion de cytokines (Wang et al. 2018).  
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PGLYRP1 a été identifié comme l'un des gènes impliqué dans l'inflammation

pulmonaire (Banskar et al. 2019).  

diverses populations cellulaires impliquées dans les processus inflammatoires et dans 

la défense de l'hôte contre les agents pathogènes envahissants. Elle induit la migration 

des neutrophiles, des monocytes/macrophages, des éosinophiles et des mastocytes et 

prolongent la durée de vie des neutrophiles.   les cellules 

inflammatoires et permet la production des cytokines et chimiokines pro- et anti-

inflammatoires (Agier et al. 2015; Alford et al. 2020). 

liés aux cellules myéloïdes liée à 

 de ces différents méd .  

précoce et globale des modules 

 aux DC et à la présentation antigénique ainsi que ceux liés aux 

cellules myéloïdes au cours du temps. La souche vaccinale quant à elle, induit 

Mis à part les protéines liées à 

la  de protéines différentiellement 

accumulées  la vaccination ou de 

infections. La majorité de ces modules est inactivée au jour 7 et se réactive au jour 12. 

Ainsi les cellules circulantes collectées au jour 7 ont leur cycle cellulaire arrêté. Ces 

résultats suggèrent que, les cellules provenant des ganglions lymphatiques ne se 

divisent plus, ce qui indique un arrêt de la prolifération cellulaire en amont, ou qu'il

s'agit de cellules non activées ou naïves qui s'échappent des ganglions. 

L des modules liés au cycle cellulaire 

au jour 7 é des cellules T/NK et B. Mis à 

part ceux liés aux cellules B, ces modules se réactivent au jour 12 après infection.  
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Cette inactivation et réactivation des modules est en corrélation avec les variations 

observées dans les populations lymphocytaires (voir section 3.a.i ; Eloiflin et al., 2021, 

en préparation). 

des modules liés aux cellules T, NK et B est beaucoup plus contrastée lors 

Ces modules montrent une inactivation globale au 

 (dès le , la 

majorité des modules liée aux cellules B est activée.  

des infections et de la vaccination au cours de laque

cellules B mémoires est 

productrices corps reflète dans 

les sera au jour 12 (voir section 3.a.i ;   Eloiflin et al., 2021, en préparation). 

L observer 

soient synthétisées, 

démontrant  réponse basale des cellules. Cette réponse basale peut 

inactivation d

cellules T/NK. Aucune modification du nombre de cellules blanches circulantes n'a été 

observée chez ces animaux. 

En résumé, ces résultats confirment que la réponse IFN antivirale est induite de

manière indépendante de la virulence de la souche (Eloiflin et al. 2021). Lors de 

infection par la souche MA08, hautement virulente, des protéines virales sont 

détectées dans les cellules sanguines. Cette infection induit une activation de 

 (activation des  aux cellules myéloïdes, 

aux DC et à la présentation antigénique) et une diminution du nombre de lymphocytes 

circulants. 

Ainsi, la réponse cellulaire 

inefficace pour contrôler la propagation virale ainsi que la survenue des symptômes, 
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co  La 

réponse cellulaire semble intervenir plus tard, comme en témoigne l'activation des 

modules T/NK lors des infections par les souches MA08 et IC89. 

Lors de l he IC89, faiblement virulente, semble être 

inhibée de manière précoce dès le jour 3 (inactivation des modules liés à 

, aux cellules myéloïdes, aux DC et à la présentation antigénique).  

Cette inhibition précoce ation de la réponse IFN antivirale semble jouer 

souche. La vaccination montre un profil de réponse immunitaire très différent de celui

observé lors des infections. En effet, la plupart des modules détectés sont activés en 

observée.  Ces résultats indiquent que la réponse cellulaire et la réponse humorale sont

essentielles dans l'induction du phénotype vaccinal. Cependant, l

réponse cellulaire reste à vérifier en confirmant la présence ou non de cellules T 

mémoires spécifiques du PPRV par stimulation in vitro des PBMCs. La stimulation par 

le virus ou par des peptides viraux, de PBMCs collectés 17-21 jours après la vaccination 

ou l'infection de moutons par la souche IC89, a induit la production d'IFN-

cellules T CD4 et CD8 (Rojas et al. 2017).  
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III. DISCUSSION GENERALE

La virulence peut être définie de plusieurs manières en fonction du domaine 

. En épidémiologie, le terme désigne généralement la mortalité de l'hôte 

n milieu clinique, la virulence fait souvent 

référence à la gravité des symptômes de la maladie induite par un agent pathogène 

(Delgado-Eckert et al. 2011).  Combinant ces deux aspects, on peut observer que dans 

les milieux naturels ou pendant les infections expérimentales, les souches du PPRV 

possèdent des virulences différentes. Au cours de cette thèse, nous nous sommes 

attelés à déterminer des facteurs influençant la virulence des souches du PPRV.  

Cette tache a débuté par la détermination des mutations associée atténuation de la 

souche vaccinale Nigeria 75/1. Cette souche vaccinale a été obtenue en effectuant 75 

passages successifs de la souche sauvage sur des cellules Vero. La disponibilité de 

certains passages cellulaires ay

les méthodes de séquençage de nouvelle génération, de déterminer les mutations 

 quel ordre elles apparaissent.  

Les mutations comme moyen d'atténuation 

La comparaison entre les séquences consensus des souches sauvages et vaccinales 

Nigeria 75/1 a permis de déterminer que 18 mutations dont 9 non synonymes sont 

reparties à travers le génome viral et différentient les deux souches. Ces mutations 

apparaissent, se fixent, se maintiennent au cours des passages et présentent un faible 

risque de réversion (Eloiflin et al. 2019). Un faible nombre de mutations dispersées au 

hasard 

PPRV isolée au Tibet en 2007 (Wu et al. 2016). 
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Ainsi, l  des morbillivirus semble emprunter un chemin 

unique à chaque souche virale, le nombre de 

mutations synonymes ou non et est lié à la disparition des symptômes lors de 

in vivo. a virulence ne peut pas être 

attribuée uniquement à des mutations génétiques dans un génome consensus 

représentant la population virale majoritaire. En effet, l'évolution des virus à ARN se 

produit par le biais de déséquilibres, de collections de spectres mutants ou de nuages 

mutants étroitement apparentés, appelés quasi-espèces virales (Domingo et al. 2012). 

De ce fait, les virus à ARN doivent être vus comme des populations constituées de 

nuages de mutants plutôt que de génomes possédant des séquences nucléotidiques 

similaires.  des populations virales au cours 

de la souche PPRV Nigeria 75/1 montre que la taille de ces populations varie peu au 

cours des passages cellulaires. Si l'on fait abstraction des génomes consensus, l'histoire 

évolutive de l'élaboration du vaccin reste la même, à l'exception de certains passages 

cellulaires (Eloiflin et al. 2019). Ces résultats permettent de postuler que, comme dans 

le cas du vaccin contre le virus de la peste bovine, les quasi-espèces virales générées 

par les passages en série (Figure 32) sont un facteur majeur pour élucider la loi 

évolutive selon laquelle chaque génération est moins virulente que la précédente (Liu

et al. 2016).  

sée pour infecter des cellules de fibroblastes murins (Comerlato et 

al. 2020). Cette caractéristique, commune aux souches vaccinales de la PPR, a fait de ce 

modèle cellulaire, un outil pouvant servir à différencier les souches vaccinales des 

souches virulentes du PPRV. Par exemple, au cours des passages en série, l'apparition 

de la dernière mutation différenciant la souche sauvage de la souche vaccinale 

Nigeria75/1 a été responsable de la différence de réplication observée dans ce type 

cellulaire (Eloiflin et al. 2019). 
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Figure 32. Relations théoriques entre la virulence du PPRV et les quasi-

espèces virales au cours des passages en série in vitro. La souche virulente 
morte de la PPR (Taylor & Abegunde 1979) a 

graduellement perdu sa virulence in vivo au cours des passages in vitro. Dès le 20ème

les animaux (Diallo et al. 1989). Les relations théoriques entre les quasi-espèces 
hypervirulentes et hypovirulentes ont été illustrées uniquement aux 20ème, 55ème et 
75ème passages. Représentation adaptée de Liu et al. (2016). 

Dans les milieux naturels, la PPR revêt trois formes essentielles : une forme suraiguë, 

une forme aiguë et une forme subaigüe voire inapparente. Les formes inapparentes 

sont particulièrement fréquentes dans certaines régions endémiques en raison d'une 

résistance des races locales. Ces formes sont particulièrement graves car elles 

favorisent l'apparition de pneumopathies que l'on ne peut rapporter à la PPR (Lefèvre 

& Diallo 1990) et participent à la propagation silencieuse de la maladie. 

Les souches du PPRV présentent des niveaux de virulence plus ou moins similaires 

chez les moutons et les chèvres, cependant, les chèvres et plus particulièrement les 

chevreaux sont plus gravement touchés (El Hag Ali & Taylor 1984; Lefèvre & Diallo 

1990).  
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fiable permettant évaluer efficacité des vaccins, une différence de 

virulence a été observée chez des chèvres Saanen. En effet, la souche PPRV Ivory Coast

(IC89) e faiblement virulente tandis que la souche PPRV Morocco 2008 

(MA08) a été fortement virulente (Enchery et al. 2019). Ainsi, notre recherche de 

facteurs de virulence nous a conduit à essayer de déterminer ceux qui influencent la 

différence observée chez les chèvres Saanen. 

Tout d'abord, les souches utilisées pour infecter les animaux ont été analysées pour 

détecter la présence de variations nucléotidiques. Par comparaison avec les séquences 

disponibles dans les bases de données, il a été constaté que la souche hautement 

virulente MA08 ne présentait qu'une seule différence par rapport à la référence, alors 

que la souche IC89 en présentait plusieurs. Ces différences dans le génome de la 

souche IC89 peuvent potentiellement avoir un impact sur la perte de virulence chez 

les chèvres Saanen et expliquer les différences observées lorsque cette souche est 

utilisée pour infecter des chèvres britanniques indigènes (Hodgson et al. 2018; Baron

et al. 2014) ou des uest (Couacy-Hymann et al. 2007).  

Ces observations, en plus de la réplication de la souche IC89 dans le modèle cellulaire 

murin, montrent que cette souche possède toujours son caractère virulent. En outre, la 

sensibilité des animaux à l'infection peut être liée à la race. Par exemple, la race naine

ouest-africaine de la région tropicale pluvieuse est plus sensible à l'infection par le 

PPRV que la race de chèvre ouest-africaine à longues pattes de la région saharienne 

(Diop et al. 2005).  

Ces résultats indiquent que certains facteurs de l'hôte, en plus des facteurs viraux, sont 

impliqués dans l'apparition ou non des symptômes de la maladie. À cet égard, il est 

essentiel de comprendre le chemin d'infection du virus pour déterminer le niveau 

d'implication des facteurs de l'hôte dans la virulence des souches. 
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Le virus pénètre par l'épithélium nasopharyngé et est transporté par les cellules 

présentatrices d'antigènes (CPA) vers les ganglions lymphatiques proximaux. Tout 

naturellement, la première étape pour déterminer les facteurs liés à l'hôte consiste à 

étudier les interactions entre les souches virales et les CPA.  

Les CPA : cheval de Troie ou réponse primaire efficace 

Les monocytes de chèvres ainsi que des cellules dendritiques et macrophages dérivés 

de ces monocytes ont été infecté par les souches de virulences différentes du PPRV. La 

caractérisation de ces cellules indique que l'expression du marqueur CD205 semble 

différencier les monocytes des cellules qui en sont dérivées, mais aucun marqueur ne 

permet de différencier les cellules dérivées (cellules dendritiques et macrophages) 

entre elles. Lors de l'infection in vitro, les différents types de cellules sont infectées de 

manière similaire par les souches virulentes (IC89 et MA08) mais faiblement par la 

souche vaccinale. De plus, les souches virulentes ont été détectées dans le surnageant 

et un nombre plus élevé de virus infectieux a été trouvé lors de l'infection par la souche 

MA08. Les macrophages dérivés de monocytes ont montré le profil le plus 

discriminant entre les souches, avec un relargage du virus infectieux environ 100 fois 

plus important lors de l'infection par la souche MA08 que par la souche IC89. Cette 

grande différence nous a conduit à émettre l'hypothèse d'une possible transmission 

différentielle des souches par ce type de cellule (Figure 18).  

Le défaut de relargage de la souche IC89 pourrait être attribué à certaines des 

mutations trouvées dans la protéine de fusion virale qui peuvent empêcher le virus de 

bourgeonner (Harrison et al. 2010). Pou

permissivité des cellules aux différents virus. Pour une meilleure compréhension de

ction par le PPRV sur la fonction de ces cellules, il est nécessaire en 

plus 

ainsi que la synthèse de cytokines.  



                   Discussion générale 

196 

En effet, comme cela a été observé avec le virus de la rougeole, il est possible que 

l'infection des CPA par le PPRV entraîne une diminution de l'expression de 

CD80/83/86 et de MHCII et une perte de la fonction 

(Grosjean et al. 1997; Marie et al. 2001; Romanets-Korbut et al. 2016). 

Pendant l'infection, une fois à l'intérieur des CPA, les virus sont transportés vers les 

ganglions lymphatiques. La présentation antigénique permet de mobiliser une armée 

de lymphocytes qui sont spécifiquement activés pour combattre l'infection. 

L'activation des lymphocytes par les CPA, qui peut être caractérisée par l'expression 

du marqueur SLAM, est une aubaine pour la réplication virale dans les ganglions 

lymphatiques. Nous nous sommes donc intéressés aux effets des différents virus sur 

les lymphocytes activés. 

Une réplication virale efficace, clé de voûte de la virulence 

 Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) collectées à partir de chèvres 

Saanen naïves pour la PPR ont été stimulées par le concanavaline A (expression 

augmentée du SLAM) puis infectées soit par les souches virulentes IC89 et MA08, soit 

par la souche vaccinale Nigeria 75/1. Les résultats de ces infections nous ont permis 

prolifération cellulaire. Ces effets négatifs ont été précoces (3 jours après infection) lors 

a démontré un niveau de réplication supérieur qui a été confirmé par une approche 

multi-

messagers (transcriptomique) et des protéines (protéomique). 

Les approches transcriptomiques et protéomiques ont permis de montrer que la 

 Cette réponse est induite de manière similaire, 

indépendamment de la virulence de la souche et son induction a également été 

confirmée par l'analyse des modules transcriptionnels du sang (BTMs) de chèvre.  
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L'induction d'une réponse d'interféron antiviral en réaction à l'infection par le PPRV a 

également été démontrée dans des études précédentes (Manjunath et al. 2017; 

Manjunath et al. 2019). En outre, les gènes stimulés p contribuent à 

renforcer la défense de l'hôte et à réduire la réplication du PPRV chez les caprins et les 

bovins (Tirumurugaan et al. 2020). 

Lors infection par la souche vaccinale et la souche IC89, des mécanismes 

complémentaires à la réponse antivirale semblent être mis en jeu pour inhiber la 

 quant à elle une altération 

impliquées dans la réponse pro inflammatoire et la mort cellulaire (Eloiflin et al. 2021). 

in vitro de PBMCs activées 

par des souches de virulences différentes du PPRV sont présentés dans la Figure 33. 

Une fois infectés, les lymphocytes sont transportés par la circulation sanguine et

conduisent à l'infection des organes, puis à l'apparition des symptômes de la maladie. 

Ces symptômes peuvent apparaître ou non selon le degré de sévérité et ont été décrits 

pour la plupart sur la base de la pathologie induite par le virus de la peste bovine 

(RPV) ou d'autres infections à morbillivirus telles que la rougeole (Parida et al. 2015a). 

Ainsi, une étude de la variabilité des pathologies induites par des souches de PPRV de 

virulences différentes a été entreprise chez les chèvres Saanen. 

 innée module la 

virulence 

Les souches MA08 (hautement virulente) et IC89 (faiblement virulente) ainsi que la 

souche vaccinale Nigeria75/1 ont confirmé leur phénotype d'infection chez les chèvres 

Saanen. Cette étude nous a permis de décrire avec précision la pathologie induite par 

ces différentes souches.  



                   Discussion générale 

198 

Les lésions macroscopiques ainsi que celles retrouvées dans les organes lymphoïdes et 

ceux des voies respiratoires ont été significativement induites lors de l'infection par la 

souche MA08.  et 

de manière précoce chez les animaux infectés par la souche MA08. La présence 

des animaux vaccinés est un résultat 

inattendu.  

Figure 33. Représentation des mécanismes impliqués dans 

in vitro lors de l'infection des PBMCs activées par 

souches de virulences différentes du PPRV.  Les cellules présentatrices 
i par les cellules dendritiques) transportent les virus du 

Une fois dans les ganglions 
lymphatiques, ces cellules déclenchent l'activation et la prolifération des 
lymphocytes T. Cette activation est associée à l'expression du récepteur SLAM. Les
virus peuvent sortir des cellules dendritiques par lyse et rencontrer ensuite les 
cellules activées. Les effets communs des souches de PPRV ainsi que ceux 
spécifiques aux souches hautement virulentes sont présentés dans cette figure. Les 
flèches rouges pointant vers le haut représentent l'activation tandis que celles 
pointant vers le bas représentent l'inhibition ou la dégradation. 
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Les facteurs influençant cette excrétion ne sont pas encore compris, néanmoins la 

détection d'ARN viral n'implique pas nécessairement la présence d'un virus infectieux. 

Le titrage viral permettrait de déterminer le nombre de particules infectieuses 

présentes dans les sécrétions.  Malheureusement, les échantillons ont été inactivés 

pour le transport, ce qui a fortement limité la poursuite de ces expériences. Cette 

détection pourrait être simplement liée à une meilleure sensibilité des méthodes PCR 

développées récemment et utilisées pour cette étude. Cependant, il serait important 

et leur susceptibilité en générale.      

Les PBMCs ont été collectées après l'infection ou la vaccination et analysées par 

cytométrie de flux, transcriptomique et protéomique. Le pourcentage de toutes les 

sous-populations de PBMCs a été négativement affecté par l'infection avec la souche 

MA08. En plus de la diminution significative du nombre total de cellules, ces cellules 

ont été testées positives pour la présence de protéines virales.  

La vaccination ainsi que l'infection par la souche IC89 n'ont pas eu d'effet majeur sur 

le nombre de PBMCs en circulation, à l'exception d'une diminution transitoire des 

cellules TCD4 observée lors de l'infection par la souche IC89. Toutes les cellules 

collectées dans les deux cas étaient négatives pour la présence de protéines virales.  

Cependant, le séquençage de l'ARN messager a permis de détecter l'ARN viral dans 

les cellules prélevées chez les animaux infectés par les souches virulentes. Cette 

détection, faible dans le cas de l'infection par la souche IC89, est corrélée à l'induction

de la virémie. La détection de l'ARN viral dans les PBMCs a été observée dans 

l'expérience in vitro (Eloiflin et al. 2021), mais aussi dans des infections expérimentales 

de chèvres et de moutons avec une souche virulente du PPRV (Wani et al. 2018). Dans 

cette étude, les auteurs n'ont pas pu détecter d'ARN viral dans les PBMCs des animaux 

vaccinés, ce qui est également en accord avec nos résultats, car un très faible nombre 

de comptes viraux est uniquement détecté au jour 7 après la vaccination. 
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La présence d'ARN et de protéines virales dans les PBMCs collectés lors de l'infection 

par la souche MA08 suggère qu'une réplication virale active a lieu dans ces cellules. 

Ainsi, le virus vivant serait délivré aux organes, ce qui pourrait potentiellement 

expliquer l'observation d'un grand nombre de lésions. 

L'absence de protéines virales mais la présence d'un faible nombre d'ARN viraux dans 

les PBMCs collectées après vaccination suggère que les particules virales ont été 

dégradées et que seul l'ARN viral est transporté par une partie des PBMCs. Ces ARN 

viraux s'accumuleraient dans les organes, ce qui pourrait expliquer leur détection. Lors

de l'infection par la souche IC89, des quantités minimes d'ARN viral (mais supérieures 

à celles observées dans la vaccination) sont détectées sur une période plus longue. Un

titrage viral à partir de lysats des PBMCs collectés et préservés pendant l'expérience

pourrait confirmer la présence ou non de particules virales infectieuses.   

ARN et protéines cellulaires a permis de déterminer la réponse de 

La réponse interféron antivirale est induite indépendamment de la virulence de la 

so in vitro (Eloiflin et al. 

2021).  

a souche MA08 induit une activation 

inflammation et  (CPA). Ces 

résultats confirment l'importance des réponses immunitaires innées 

une forte réponse immunitaire adaptative caractérisée par la synthèse des anticorps. 

ative est accompagnée 

nombre de lymphocytes circulants dû à la présence du virus.  

Les modules li sont inactivés 

au même moment dans cette infection. Cela pourrait refléter le fait qu'à ce stade de 

l'infection, les rares cellules qui quittent les ganglions lymphatiques sont soit des 

cellules naïves, soit des cellules incapables de proliférer.  
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Par exemple, il a été observé dans des expériences in vivo et in vitro que les cellules T 

mémoires sont plus sensibles à l'infection par le virus de la rougeole que les cellules T 

naïves, en raison d'une expression plus élevée du CD150 (Condack et al. 2007; Vries et 

al. 2012).  

La réponse inflammatoire plus faible  ainsi que 

 de protéines virales dans les PBMCs, pourraient signifier que la réponse 

interféron induite est cap   

 lors de cette infection 

pourrait aussi témoigner de la circulation de lymphocytes naïfs. Cependant, la baisse 

transitoire du nombre de TCD4 ainsi que la présence de quelques ARN viraux 

pourraien faible réplication virale a lieu dans les ganglions 

lymphatiques. La vaccination induit une activation des modules liés au cycle cellulaire, 

 et  tandis 

cellules T est plus contrastée. La stimulation des cellules collectées pendant l'infection 

avec des antigènes viraux ou des mitogènes pourrait déterminer si ces cellules 

circulantes sont spécifiques ou non du PPRV et si elles ont conservé leur capacité 

intrinsèque à proliférer.  

infections ou de la vaccination des modules liés aux 

témoigne de la 

anti- neutralisants. a 

réponse anticorps et en particulier l'apparition d'anticorps neutralisants est 

inversement proportionnelle à la virulence (cf. Figx, page x) mais elle est directement

corrélée à la disparition des symptômes et au contrôle de la virémie. De plus, pour la 

T helper. 

L'ensemble des résultats nous permet de postuler les hypothèses présentées dans les 

Figures 34 et 35.  
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Figure 34. Schéma hypothétique des mécanismes d'immunomodulation 

induits lors de la vaccination ou de l'infection des chèvres Saanen par la 

souche faiblement virulente IC89. 1) Les cellules présentatrices d'antigènes 
(CPA) sont infectées par le virus et le transporte vers les ganglions lymphatiques. 2) 
Les cellules dendritiques (DCs) présentent les antigènes viraux et permettent 
l'activation et la prolifération des lymphocytes T (détection à j12 seulement avec les 
BTM peut être en raison du faible nombre de prélèvements analysés). Les 
lymphocytes T activent ensuite les lymphocytes B qui se différencient en cellules 
plasmacytoïdes sécrétant des anticorps. Il est possible que dans l'infection par la 
souche IC89, certaines particules virales puissent sortir des DC et infecter un petit 
nombre de cellules qui finissent par recirculer, avec les cellules naïves et 
plasmacytoïdes, dans la circulation sanguine. 
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Figure 35. Schéma hypothétique des mécanismes d'immunomudulation 

induits lors de l'infection de chèvres Saanen par la souche hautement 

virulente MA08. 1) Les CPA) sont infectées par 
le virus et le transporte vers les ganglions lymphatiques. 2) Les virus peuvent sortir 
des CPA par lyse cellulaire et rencontrer ensuite des cellules à mémoire ou activées. 
La lymphopénie associée à cette infection peut être hypothétiquement associée à la 
destruction des cellules T mémoires qui expriment naturellement plus de SLAM (2a) 
et à l'inhibition de la prolifération des cellules T activées suite à la présentation 
antigénique (2b). La capacité des cellules dendritiques à présenter l'antigène et à 
activer les lymphocytes peut également être affectée par l'infection. 3) L'activation 
des cellules B spécifiques de l'antigène et leur différenciation en cellules 
plasmacytoïdes sécrétant des anticorps peut se faire indépendamment des T helper

(ligne en pointillés).  Certaines cellules infectées passent dans la circulation sanguine 
et participent à la propagation du virus et à l'apparition des symptômes. 
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IV. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Les expériences menées au cours de cette thèse permettent de conclure que la virulence 

d'une souche est un processus multifactoriel comprenant des facteurs viraux et des 

facteurs de l'hôte (notamment ceux associés à la réponse immunitaire innée) qui 

contribuent ensemble à l'apparition ou non des symptômes de la maladie. 

cteurs identifiés durant les travaux de cette thèse 

in vitro et in vivo.  Par 

exemple, l'implication des sous-types des cellules dendritiques et en particulier des 

macrophages dans les mécanismes d'entrée et de propagation du PPRV doit être

davantage explorée. Ces cellules doivent être mieux caractérisées chez la chèvre pour 

permettre une meilleure analyse des résultats. Récemment, il a été démontré que les 

macrophages M2c, un sous-type de macrophage également appelé "macrophages 

désactivés" exprimant des niveaux élevés de SLAM, sont peu susceptibles de jouer un 

rôle dans la pathogenèse précoce et la transmission du PPRV (Gautam et al. 2021).  

in silico ou dans des systèmes de pseudotypage ou de mini-génome (Abdullah

et al. 2018) des mutations dans le génome de la souche PPRV IC89 en notre possession 

-ci dans la faible réplication 

observée lors des expériences in vitro et in vivo.   

Les résultats obtenus lèvent une partie du voile sur la complexité des interactions entre 

le PPRV et le système immunitaire de l'hôte. Certaines hypothèses ont été proposées 

pour expliquer partiellement la variabilité des symptômes observés chez les petits 

ruminants infectés par cette maladie d'intérêt mondial pour la sécurité alimentaire et 

l'économie des populations rurales à faibles revenus. Ces résultats font écho à la 

pandémie mondiale causée par le virus Covid-19, dans laquelle on a constaté que la 

virulence dépendait à la fois du variant du virus et du système immunitaire de l'hôte.   
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RESUME 

La peste des petits ruminants est une maladie virale causée par le virus de la peste des 

petits ruminants. Ce virus, qui appartient au genre Morbillivirus, provoque une 

maladie grave chez les petits ruminants domestiques (chèvres et moutons) mais atteint 

également les suidés et artiodactyles sauvages. Dans la nature, la maladie se présente 

sous trois formes principales : une forme suraiguë, une forme aiguë et une forme 

subaiguë, voire asymptomatique. Les formes aiguës sont caractérisées par l'apparition 

de symptômes (tels que la toux, la diarrhée, l'écoulement oculaire et nasal) entraînant 

une morbidité et une mortalité élevées. Les formes inapparentes, qui sont difficiles à 

détecter, peuvent contribuer à la propagation silencieuse de la maladie. Dans cette 

thèse, nous avons cherché à déterminer les facteurs viraux ou de l'hôte qui conduisent 

à l'apparition ou non des symptômes de la maladie. Pour ce faire, nous avons appliqué 

une approche multi-omique comprenant des méthodes de séquençage de nouvelle 

génération (ADN, ARN), la cytométrie de flux et la spectrométrie de masse.   

Les résultats obtenus montrent qu'un petit nombre de mutations peut influencer la 

virulence d'une souche de PPRV. Ces mutations, distribuées dans l'ensemble du 

génome viral, peuvent être associées à l'atténuation d'une souche virulente à travers, 

notamment, une réduction de la capacité réplicative. La virulence d'une souche 

virale , 

donc nous avons analysé la réponse des chèvres Saanen à infection par des souches 

de PPRV de virulences différentes. La vaccination ainsi que l'infection par la souche 

PPRV Côte d'Ivoire 1989 (faible virulence) n'ont induit aucun symptôme de maladie. 

Ces souches ont montré une faible réplication dans les cellules du système 

immunitaire (macrophages et lymphocytes). Cette faible réplication, en plus de 

l'induction d'une réponse antivirale efficace, est en partie responsable de l'absence de 

symptômes observés. La souche PPRV Maroc 2008 (forte virulence) présente un niveau 

élevé de réplication et induit une forte activation de la réponse antivirale et 

inflammatoire qui s'atténue après la synthèse d'anticorps spécifiques du virus.  Les 

éléments clés qui sous-tendent ces réponses sont expliqués et discutés dans les 

différents chapitres de cette thèse.  

Mots-clés : Peste des Petits Ruminants, Réponse immunitaire, Virulence, Multi-omique 


