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Sommaire

Le virus hémagglutinant de I’encéphalomyélite porcine (HEV) est un virus qui
cause une infection endémique dans I’industrie porcine. En 1998 et 1999, le HEV a causé
des problémes dans des fermes porcines du Québec et de ’Ontario. Une souche virale a
été isolée et nous avons cherché a comprendre les raisons de la réémergence de la maladie
en étudiant les différences entre cette souche (IAF-404) et celle du prototype de référence
(HEV67N), de méme que les différences et/ou les similitudes entre les souches de HEV et
celles d’autres coronavirus dont le Coronavirus bovin et le Coronavirus humain HCoV-

OC43, tous deux antigéniquement associés au HEV.

Ce projet visait le séquengage de I’ORF 3 codant pour la glycoprotéine de surface
(S) du HEV et la production d’anticorps monoclonaux (AcMo) dirigés contre cette
protéine afin d’obtenir les outils nécessaires & une meilleure compréhension d’un virus
peu étudié. Le second aspect de ce projet était de mettre au point un test diagnostic

différentiel pour les Coronavirus bovins, porcins et humains.

Le séquencage de ’ORF 3 s’insérait dans le projet du séquengage de I’extrémité
3’ du génome, codant pour les protéines structurales, des souches HEV 67N et IAF-404.
La séquence nucléotidique de ’ADNc de I’ORF3 fut déterminée par la technique de
deéplacement progressif sur le génome en utilisant des amorces oligonucléotidiques
déduites de régions conservées chez les isolats de BCoV. Les séquences de la souche de
référence HEV67N et celles d’un isolat clinique HEV IAF-404 ont été comparées aux
séquences connues des virus BCoV et de HCoV-OC43. Le séquencage a mis en lumiére,
entre autres, que la glycoprotéine S a le plus faible pourcentage de similitude entre les
souches de HEV, mais aussi avec les autres Coronavirus a I’étude et a confirmé que tout
comme pour le HCoV-OC43, il y avait délétion d’une partie de ’ORF 4, codant chez les

isolats de BCoV pour une protéine non-structurale de 4.9 kDa.

Les informations obtenues du séquengage ont permis la conception d’un Multiplex

RT-PCR composé de trois paires d’amorces différentes. Une paire d’amorces vise



v
I’amplification spécifique d’un fragment de 200 pb dans I'ORF 4 des BCoV respiratoires
et entériques. Une autre, permet ’amplification d’un fragment de 684 pb, dans la portion
S1 de I’ORF 3, spécifique aux isolats de HEV. Ces deux paires d’amorces s’ajoutent a
I’utilisation déja connue d’une paire d’amorces pour I’amplification d’un fragment de 406

pb dans le géne de la Nucléocapside. Ce géne est hautement conservé chez les

Coronavirus a I’étude et permet donc une amplification dite spécifique de groupe.

Finalement, des hybridomes producteurs d’ AcMo dirigés contre la glycoprotéine S
ont été obtenus. Des tests d’isotypage, d’ELISA, d’immunobuvardage de type western,
d’immunofluorescence indirecte, d’inhibition de I’hémagglutination et de

séroneutralisation ont été effectués pour permettre la caractérisation de ces AcMo.

Les informations scientifiques apportées par ce projet sont intéressantes et
constituent une base pour des études plus approfondies en utilisant le multiplex RT-PCR
et les AcMo comme outils afin d’établir la topographie des épitopes spécifiques au HEV
et des régions de la protéine impliquées dans le tropisme d’espéce et les recombinaisons

génétiques inter-especes.
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Martine Boutin " Serge Dea

—Charles Dozgls
(Président de jury)
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Les coronavirus du sous-groupe II sont responsables de maladies occasionnant des
pertes économiques importantes pour I'industrie de I’élevage des animaux de la ferme. Le
coronavirus bovin (BCoV) est associé i des problémes respiratoires, ainsi qu’a des
entérites dont la diarrhée néonatale du veau et la dysenterie d’hiver des adultes. Chez le
porc, le virus hémagglutinant de I’encéphalomyélite porcine (HEV) est associé 4 des
problémes de dépérissement et des problémes neurologiques. Ce coronavirus porcin a un
tropisme respiratoire et est antigéniquement associé au coronavirus respiratoire humain
HCoV-0OC43. Ce dernier a aussi été retrouvé dans les spécimens de cerveau d’individus
atteints de maladies neurologiques dégénératives. Ces virus utilisent un mode de
réplication favorisant le phénoméne de recombinaison génétique, et démontrent des hauts
pourcentages d’homologie au niveau des séquences nucléotidiques de leurs différents

genes.

Nous avons choisi d’étudier le HEV suite 4 ’obtention, en 1’an 2000, d’un isolat
clinique provenant du cerveau d’un porcelet mort d’une encéphalite aigué. La
réapparition de cette maladie était aussi inquiétante qu’inattendue puisque les porcelets

sont généralement protégés par les anticorps matemels présents dans le colostrum.

Notre hypothése est qu’un nombre restreint d’acides aminés seraient impliqués
dans le tropisme et que des mutations spontanées de méme que des recombinaisons
génétiques pourraient modifier de fagon importante le tropisme cellulaire et/ou d’espéce
d’une souche. Il est donc important de se doter d’outils pour pouvoir comprendre ces

phénomenes.

Le but de ce projet était de permettre la différenciation génomique des coronavirus
hémagglutinants et de faire la topographie des déterminants antigéniques de la
glycoprotéine S du virus HEV porcin. Pour ce faire, le projet de recherche avait pour
objectifs 1) le séquengage de I’ORF codant pour la glycoprotéine S du HEV porcin; 2) le
développement d’un test diagnostic moléculaire pour la détection et la différenciation des
coronavirus hémagglutinants; 3) la production d’anticorps monoclonaux (AcMo) dirigés

contre des épitopes spécifiques de la glycoprotéine de surface du virus HEV.



La premiére partie de cet ouvrage présente une revue de littérature sur la structure
et la réplication virale des Coronavirus en général et sur le Virus Hémagglutinant de

I’Encéphalomyélite Porcine (HEV).

Les résultats obtenus au cours de ce projet sont présentés en seconde partie de ce
mémoire dans trois articles scientifiques différents. Une attestation de la contribution des

auteurs de méme qu’un résumé en frangais complétent la présentation de chaque article.

Finalement, en annexe de ce mémoire se trouve un quatriéme article, publi¢ dans
Virus Research en 2001. Afin de permettre la publication de cet article, les séquences des
ORF codant pour les glycoprotéines HE et S de I’isolat RBCoV 3994 ont été complétées

et elles ont été effectuées en supplément de ce projet de maitrise.



REVUE DE LITTERATURE



1. Ordre Nidovirales

L’ordre Nidovirales a été créé en 1996 pour regrouper les virus de la famille
Arteriviridae et ceux de la famille Coronaviridae comprenant les genres Coronavirus et
Torovirus (Pringle, C. R., 1996). Ces virus sont réunis dans cet ordre puisqu’ils ont tous
pour génome un brin monocaténaire d’acide ribonucléique (ARN), linéaire et non
segmenté. L’ ARN viral est dit de polarité positive puisqu’il peut étre traduit directement

comme un ARN messager (ARNm).

Pour tous les virus de cet ordre, le géne codant pour la polymérase est localisé
dans la premiére partie du génome (partie 5°) alors que les genes des protéines
structurales et non structurales sont situés en aval de celui-ci (en 3”). Le nom que porte
I’ordre vient du latin "nidus" qui veux dire nid. Cette image fait référence au réseau de
molécules d’ARN sous génomiques qui est produit par ces virus lors de leur réplication.
Tous les ARN sous génomiques partagent la méme extrémité 3°. Ils sont polycistroniques,
mais seul le cadre de lecture ouvert (ORF) situé en 5’ est traduit en protéine. (Rottier, P.

J. et al., 1981; Cavanagh, D., 1997).
2. Genre Coronavirus

2.1 Historique

Le premier coronavirus a avoir été découvert est le virus aviaire de la bronchite
infectieuse aviaire (IBV) et fut isolé chez le poulet (Beaudette, F. R. et Hudson, C. B,,
1937). 1l a aussi été le premier a étre observé en microscopie électronique. Ce virus
enveloppé, entouré de larges spicules doit son nom a son apparence de couronne, du latin
corona (Berry, D. M. et al, 1964). Cette caractéristique morphologique des virions,
colorés négativement pour leur observation en microscopie électronique, fut longtemps la
seule caractéristique considérée pour la taxonomie des virus de ce groupe (Almeida, J. D.
et al., 1968; McIntosh, K., 1974). Aujourd’hui, pour les fins de taxonomie de ces virus,
on se doit de caractériser son mécanisme de réplication, I’organisation de son génome et

de son réseau d'ARNm sous-génomiques, ainsi que I’homologie des séquences
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nucléotidiques de méme que les caractéristiques de ses protéines structurales (Siddell, S.
G. etal., 1983; Sturman, L. S. et Holmes, K. V., 1983; Spaan, W. et al., 1988; Cavanagh,
D. et al, 1990; Cavanagh, D. et Horzinek, M. C., 1993)

2.2 Classification

Les coronavirus sont reconnus comme étant responsable de maladies d’ordre
respiratoire et entérique chez les humains, les mammiféres et les volailles. Les virus du
genre coronavirus sont séparés en trois groupes. Ces groupes ont été formés selon les
caractéristiques génomiques et sérologiques (Pedersen, N. C. ef al., 1978; Horzinek, M.
C. et al, 1982; Dea, S. et al,, 1990; Spaan, W. J. M. et al., 1990) des membres de ce
genre (Siddell, S. G., 1995). Le tableau 1 présente les coronavirus dans leur groupe
respectif. Les tests sérologiques qui ont été utilisés pour cette classification sont
’inhibition d'hémagglutination (IHA), la séroneutralisation (SN), I’immunofluorescence
(IF) et PELISA. Pour I’étude des relations génomiques, en plus de I’analyse de séquence,
il y a des tests d’hybridation a I’aide des sondes moléculaires dont celles reconnaissant le
gene codant pour la nucléocapside (N) (Shockley, L. J. et al., 1987; Verbeek, A. et al.,
1991)

3. Structure des coronavirus
3.1 Morphologie

Les virions des coronavirus, quoique pléomorphes, sont plutdt sphériques a ovales
avec un diamétre variant entre 80 et 160 nanométres (nm). Ce sont des virus enveloppés
par une double couche lipidique dérivant de la membrane de la cellule-h6te suite au
mécanisme de bourgeonnement (Oshiro, L. S., 1973; Tooze, J. et Tooze, S. A, 1985;
Griffiths, G. et Rottier, P., 1992).

A la surface du virion, il y a des projections protéiques qui forment une frange de
10 a 20 nm de longueur (Sturman, L. S. et Holmes, K. V., 1983) caractéristique a tous les

coronavirus (figure 1). Cette frange est constituée des péploméres formés de la



trimérisation de la glycoprotéine de surface (S) (Delmas, B. et Laude, H., 1990). Pour
certains coronavirus, il y a une double frange exposée a la surface du virion (Bridger, J.
C. et al., 1978; Sugiyama, K. et Amano, Y., 1981; King, B. et Brian, D. A, 1982; King,
B. et al., 1985; Dea, S. et Garzon, S., 1991). Cette frange supplémentaire correspond aux
péploméres de la glycoprotéine de I’hémagglutinine-estérase (HE) spécifique au
coronavirus du 2™ groupe antigénique (tableau 1) (Callebaut, P. E. et Pensaert, M. B,
1980; King, B. et Brian, D. A., 1982; Hogue, B. G. et al., 1984; King, B. et al., 1985
Hogue, B. G. et Brian, D. A, 1986; Dea, S. et Tijssen, P., 1988; Dea, S. et al., 1989).

Le virion de tous les coronavirus est composé de trois autres protéines
structurales. Deux sont membranaires soient la glycoprotéine de la matrice (M) et la petite
protéine de I’enveloppe (E) (Lai, M. M. C. et Holmes, K. V., 2001) et la derniére, la
phosphonucléoprotéine (N) associée a I’ARN viral pour former une nucléocapside de
symétrie hélicoidale (Macnaughton, M. R. et al, 1978; Sturman, L. S. ez al., 1980).
Derniérement, il a été démontré chez au moins deux coronavirus, le virus de la
gastroentérite transmissible du porc (TGEV) et le virus de I’hépatite murine (MHYV), qu’il
existait une structure protéique supplémentaire formée par la glycoprotéine M et
probablement de la N. Cette structure sphérique et probablement icosahédrique, de 65 nm
de diamétre, est située a I'intérieure de la membrane et elle entoure la nucléocapside

virale (Risco, C. et al., 1996; Risco, C. et al., 1998). (Figure 1)
3.2 Propriétés physico-chimiques

Les virions des coronavirus ont une masse moléculaire estimé a 400 X 10° Da
(Siddell, S. G., 1995) et une densité de flottaison variant entre 1,15 & 1,18 g/ml de
saccharose et de 1.23 4 1.24 g/cm dans le chlorure de césium (Tyrrell, D. A. J. et al,
1978; Robb, J. A. et Bond, C. W., 1979, Siddell, S. G., 1995). Le virus est généralement
stable & des valeurs de pH se situant entre 4 a 10 (Chappuis, G. et al., 1975). Cependant,
I’infectivité des virions est optimale lorsque le pH se situe au pourtour de 6.0. Toutefois,
le virus est trés sensible a4 un pH alkalin, & la chaleur, aux solvants lipidiques, aux

détergents non-ioniques, a la formaldéhyde, aux agents oxydants de méme qu'aux



irradiations ultraviolettes (Pensaert, M. B. et Callebaut, P. E., 1974; Sturman, L. S. et al,
1990; Siddell, S. G., 1995).

3.3 Génome viral

Le génome des Coronavirus est le plus long génome viral constitué d'une
molécule d’ARN non-segmentée. Sa longueur varie entre 27 et 31 kilobases (kb). Il

posséde une coiffe méthylée en 5’ et il est polyadénylé a son extrémité 3°.

Le génome débute par une séquence dite de téte ("leader") de 65 a 98 nucléotides
qui est suivi d'une région non traduite de 200 & 400 nucléotides. Cette région précede les
régions codantes du génome consistant en sept & dix cadres de lecture ouverts (ORFs).
Chaque ORF code pour une protéine et est séparé par une séquence intergénique (SI).
(figure 2). L’ARN génomique se termine par une autre région non traduite de 200 a 500

nucléotides suivie de la queue de polyadénosine dont la longueur est variable.

L’organisation du génome est toujours la méme (figure 2). La premiére région
codante représente a elle seule les deux tiers du génome et consiste en deux ORFs (la et
1b) précurseurs de I’ARN polymérase ARN dépendante (Pol) (Boursnell, M. E. et al,
1987, Spaan, W. et al., 1988; Pachuk, C. J. et al., 1989; Lai, M. M., 1990; Lee, H. J. et
al., 1991). Outre les ORFs distincts aux membres d'un certain groupe de coronavirus, les
ORF's des protéines structurales communes sont toujours organisés dans le méme ordre
soit 5°-Pol, S, E, M, N-3°. (Siddell, S., 1983; Spaan, W. et al., 1988, Lai, M. M. C. et
Holmes, K. V, 2001)

3.4 Protéines structurales
3.4.1 La protéine de la nucléocapside (N)

C’est une phosphonucléoprotéine d’une masse moléculaire de 50 & 60 kDa. Ce
sont les résidus sérine, présents en grand nombre dans la protéine, qui sont phosphorylés

par une protéine kinase (Stohlman, S. A. et Lai, M. M,, 1979; Siddell, S. G. et al., 1981).



C’est la protéine la plus conservée chez les coronavirus. Le pourcentage
d’homologie de la N entre des coronavirus des trois différents groupes est faible; il existe
29% d’homologie entre la séquence de la N du coronavirus bovin (BCoV) avec celle des
virus IBV ou TGEV. L’homologie est beaucoup plus élevée entre les séquences de virus
du méme groupe; il existe 96% d’homologie entre les séquences du coronavirus bovin
(BCoV) et le coronavirus humain HCoV-OC43 (Mounir, S. et Talbot, P. J., 1993). Les
anticorps dirigés contre la N démontrent une grande réactivité croisée (Horzinek, M. C. et
al., 1982; Hogue, B. G. et al., 1984) qui ne se limite pas uniquement aux virus d’'un méme

sous-groupe antigénique (Yassen, S. A. et Johnson-Lussenburg, C. M., 1978).

Le role premier de la protéine N, la plus abondante dans les cellules infectées, est
d’interagir avec I’ARN viral pour former la nucléocapside (Stohlman, S. A. et al., 1988).
Le domaine de liaison a I’ARN, situé au centre de la protéine, est un des trois domaines
structuraux conservés de la protéine N (Masters, P. S., 1992). La stabilisation du lien N-
ARN serait due a une région de 50 acides aminés (a.a.) située dans la portion amino-
terminale de la protéine (Ollis, D. L. et White, S. W., 1987; Laude, H. et Masters, P. S.,
1995). Un autre role de la N serait d’interagir avec la protéine de la matrice lors de la

formation du virion (Sturman, L. S. ez al., 1980).

La N pourrait étre impliquée dans le mécanisme de la réplication virale (Compton,
S. R. et al., 1987) et est aussi capable de se lier a des constituants cellulaires comme la

membrane cellulaire ou des phospholipides (Anderson, R. et Wong, F., 1993).
3.4.2 La protéine de la matrice (M)

C’est une glycoprotéine dont la masse moléculaire varie entre 20 a 38 kDa. C’est
le nombre variable d’acide aminés de la M chez les différents coronavirus, de méme que
le degré de glycosylation et le type de liaisons existant entre les différents sucres qui sont
responsables de la grande variabilité dans la masse moléculaire de la M (Spaan, W. et al,

1938).
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Cette protéine traverse a trois reprises la membrane virale et posseéde un grand
domaine carboxy-terminal interne. (Armstrong, J. ef al., 1984; Routledge, E. ef al., 1991,
Locker, J. K. et al., 1992; Machamer, C. E. ef al., 1993). 1l n’y aurait que 10% de la
portion amino-terminale de cette protéine qui serait exposée a la surface du virion (Spaan,

W. et al., 1988).

La M est essentielle pour le bourgeonnement des virions (Dubois-Dalcq, M. E. et
al., 1982; Tooze, J. et al., 1984) qui peut survenir méme en absence de la glycosylation de
cette protéine (Niemann, H. ef al., 1982; Stern, D. F. et Sefton, B. M., 1982; Laude, H. et
al., 1992) et de méme qu’en absence de la S et de la HE (Holmes, K. V. et al., 1981,
Rottier, P. J. et al., 1981; Dea, S. et al., 1989; Mounir, S. et Talbot, P. J., 1992).

La glycosylation de cette protéine peut s'effectuer de deux différentes fagons chez
les coronavirus. Il peut s'agir d'une liaison de type "N-glycosidique" ou les
oligosaccharides s’attachent aux résidus asparagine de la M comme pour les virus IBV,
TGEV et le coronavirus des dindes (TCoV) (Deregt, D. et Babiuk, L. A., 1987; Dea, S. et
Tijssen, P., 1988), ou d'une liaison de type "O-glycosidique" ou les sucres se lient aux
résidus sérine et thréonine de la M comme pour le virus de hépatite murine (MHYV), le
BCoV et le HCoV-OC43 (Niemann, H. et al., 1984; Tooze, S. A. et al., 1988, Rottier, P.
J. M., 1995).

La protéine de la matrice est aussi reconnue pour faciliter I'incorporation de la
glycoprotéine S a I’enveloppe virale. L’interaction entre ces deux protéines se produit
lorsqu’elles sont co-exprimées et se fait par ’intermédiaire de leurs domaines

transmembranaires (de Haan, C. A. et al., 1999).

Finalement, malgré la petitesse de sa portion externe, des anticorps monoclonaux
(AcMo) dirigés contre la M, peuvent intervenir, en présence du complément, dans le
processus de neutralisation du virus (Collins, A. R. et al., 1982; Lecomte, J. et al., 1987,

Fleming, J. O. et al., 1989).
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3.4.3 La petite protéine de I'enveloppe (E)

Il s'agit d'une protéine membranaire, trés hydrophobe, d’une masse moléculaire
variant entre 9 & 12 kDa (Cavanagh, D. et al, 1994). La protéine E fut longtemps
considérée comme une protéine de nature non structurale avant d’étre reconnue comme
étant associée a la membrane des virus TGEV, IBV et MHV (Liu, D. X. et Inglis, S. C.,
1991; Godet, M. et al., 1992; Yu, X. et al., 1994).

Elle est essentielle, en présence de la M, dans les mécanismes d’assemblage et de
bourgeonnement de virions possédant la forme et la grandeur des particules virales
nouvellement produites et ce en absence des péploméres (Vennema, H. ef al., 1996;

Fischer, F. et al., 1998).

La E est la seule protéine des coronavirus, jusqu’a maintenant, a avoir été

reconnue pour ses propriétés pro-apoptotiques (An, S. et al., 1999).
3.4.4 La glycoprotéine de surface (S)

Cette glycoprotéine, dont la masse moléculaire varie entre 160 et 220 kDa,
compose les spicules visibles en microscopie électronique a la surface de tous les
coronavirus (Sturman, L. S. et Holmes, K. V., 1983). C’est une oligomérisation sous la
forme de trimére ou de tétramére de la S qui donnerait la structure des péplomeéres

(Delmas, B. et Laude, H., 1990).

C’est une protéine hautement glycosylée et posseéde entre 21 a 35 sites potentiels
de glycosylation (de Groot, R. J. ef al., 1987, Luytjes, W. et al., 1987) de type "N"
(Holmes, K. V. et al., 1981; Niemann, H. et al., 1982; Deregt, D. et Babiuk, L. A., 1987).

La S posséde trois grands domaines structuraux. A partir de I’extrémité amino-
terminale, il y a un domaine externe, trés impliqué dans les fonctions biologiques de la

protéine dont celle de l'attachement aux récepteurs cellulaires (Godet, M. et al., 1994,
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Kubo, H. et al., 1994), suivi respectivement d’un domaine transmembranaire, puis d'un

court domaine intracytoplasmique dans sa portion carboxy-terminale.

Le domaine externe peut se diviser en deux, soient les portions S1 et S2. La
présence d’un site de clivage protéolytique au centre de la glycoprotéine S de plusieurs
coronavirus permet cette division en S1 et S2 (Sturman, L. S. ef al., 1985). Le clivage,
effectué in vivo par des protéases cellulaires (Sturman, L. S. ef al., 1985) ou in vitro par
l'addition de trypsine au milieu de culture (Cavanagh, D. ef al., 1986; Dea, S. ef al,
1989), produit deux sous-unités protéiques d’environ 100 kDa. La S1 correspond a la
partie globulaire des spicules (figure 1) située a I’extrémité amino-terminale de la
protéine alors que la S2, attachée a la membrane, forme la tige des spicules. Les
séquences en a.a. de la S1 sont hautement variables, alors que celles de la S2 sont
beaucoup plus conservées parmi les coronavirus des différentes espéces (de Groot, R. J. et
al., 1987, Rasschaert, D. et Laude, H., 1987; Schmidt, 1. ef al., 1987). Cette observation

permettrait d’expliquer les roles attribués a chacune des ces parties.

La S1 est reconnue comme étant responsable du tropisme, de I’attachement aux
cellules susceptibles et de I’induction de la réponse immunitaire (Collins, A. R. ef al,
1982; Williams, R. K. er al., 1990; Hingley, S. T. et al, 1994; Cavanagh, D., 1995,
Suzuki, H. et Taguchi, F., 1996; Sanchez, C. M. ef al., 1999). Des mutations dans cette
région ont été reconnues comme ayant entrainé des modifications dans le tropisme
tissulaire et la spécificité d’hote (Gallagher, T. M. et Buchmeier, M. J., 2001) de méme
que dans I’antigénicité et la pathogénicité des différentes souches d’un méme virus
(Fleming, J. O. et al., 1987, Zhang, X. M. et al., 1991; Fazakerley, J. K. et al., 1992
Hingley, S. T. et al., 1994; Rekik, M. R. et Dea, S., 1994). Dans le cas du virus de la
gastroentérite transmissible du porc (TGEV), il a été démontré que le changement de
deux acides aminés au niveau de la portion S1 de la S était suffisant pour modifier le
tropisme de ce virus (Ballesteros, M. L. ef al.,, 1997). C’est aussi dans cette région que
sont répertoriées les mutations les plus importantes responsables des différences
antigéniques existant entre les souches d'un méme coronavirus ou les différentes espéces

de coronavirus (Rekik, M. R. et Dea, S., 1994; Cavanagh, D. et al., 1995). Cependant, les
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pourcentages d’homologie en a.a. existant entre les séquences de la S de coronavirus d’un
méme groupe reste malgré tout élevée (91% entre HCoV-OC43 et BCoV) (Spaan, W. et
al., 1988).

La S2, pour sa part, est la portion de la S reconnue pour étre responsable de
Pactivité fusogéne du virus (Storz, J. et al., 1981; Sturman, L. S. et al., 1985; Luo, Z. et
Weiss, S., 1998). Cependant, cette activité peut étre modifiée par des variations de
séquences spécifiques présentes autant dans la S2 que dans la S1 (Gallagher, T. M. et al.,

1991; Routledge, E. et al., 1991).

La S est trés immunogene et est associée a l'induction de la production d’anticorps
neutralisants (Collins, A. R. et al., 1982; Deregt, D. et Babiuk, L. A., 1987; Gilmore, W.
et al., 1987, Vautherot, J. F. et al., 1990; Hussain, K. A. et al., 1991; Vautherot, J. F. et
al., 1992; Michaud, L. et Dea, S., 1993). Des anticorps monoclonaux (AcMo) ont été
produits contre la S de différents coronavirus et ont permis de démontrer la présence de
différents déterminants antigéniques localisés autant dans la sous-unité S1 que dans la S2
(Laude, H. ef al., 1986; Deregt, D. et Babiuk, L. A., 1987; Vautherot, J. F. et al., 1992).
Pour les souches de MHYV, six épitopes ont été identifiés pour un total de quatre sites
antigéniques (A, B, C et D). Deux des quatre sites sont de nature conformationnelle et
sont reconnus par les AcMo possédant la plus forte activité neutralisante et dirigés contre
la partie S1 (Talbot, P. J. et al., 1984; Wege, H. et Dorries, R., 1984; Talbot, P. J. et
Buchmeier, M. I, 1985). Pour le BCV, quatre domaines antigéniques ont aussi été
reconnus sur la glycoprotéine S (Vautherot, J. F. et al., 1992). Les domaines A et B sont
situés sur la S1 et les AcMo dirigés contre ces domaines sont eux aussi hautement
neutralisants (Deregt, D. et Babiuk, L. A., 1987; Michaud, L. et Dea, S., 1993). La
protéine S de TGEV posséde de neuf a onze épitopes regroupés aussi dans quatre
domaines majeurs (Delmas, B. et al., 1986; Laude, H. ef al., 1986). Pour 'IBV, il y a huit
sites antigéniques, six sur la sous-unité S1 et deux sur celle de la S2 (Koch, G. et al,

1990).
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Finalement, une autre activité biologique est reconnue a la glycoprotéine S. C’est
de posseder la capacité d’hémagglutiner des érythrocytes dont ceux de rats. Plus
particulierement, la S des virus BCoV et HCoV-0C43 est reconnu pour se lier 4 ’acide 9-
O-acétyl neuraminique (Schultze, B. ez al., 1991; Schultze, B. ef al., 1992; Schultze, B.
et Herrler, G., 1992).

3.4.5 La protéine de I'Hémagglutinine Estérase (HE)

La glycoprotéine HE est une protéine additionnelle présente uniquement chez les
coronavirus du 2™ groupe antigénique (Callebaut, P. E. et Pensaert, M. B., 1980; King,
B. et Brian, D. A, 1982; King, B. ez al., 1985) sauf pour la souche MHV-A59 ou le cadre
de lecture correspondant ne contient pas de codon d’initiation (Luytjes, W. et al., 1988).
C’est la liaison par des ponts disulfure d’une protéine N-glycosylée de 62 a 65 kDa qui
permet la formation d’un homodimére de 130 a 140 kDa exposé a la surface du virion
(Deregt, D. et al., 1987; Dea, S. et al., 1989; Hogue, B. G. et al., 1989; Kienzle, T. E. et
al., 1990).

L’analyse des séquences en acide aminés a démontré que la HE des coronavirus
posséde 30% d’homologie avec I’hémagglutinine du virus de I’influenza C. Cette
ressemblance laisse croire que ce géne aurait été obtenu par la recombinaison génétique
de ’ARNm de la HE de I’influenza C avec I’ARN génomique du coronavirus ancestral

(Luytjes, W. et al., 1988).

C’est en 1980 que la possibilité que certains coronavirus possédaient une protéine
supplémentaire, impliquée dans I’hémagglutination, a été envisagée (Callebaut, P. E. et
Pensaert, M. B., 1980). Des études sur le BCoV (King, B. et Brian, D. A., 1982; King, B.
et al., 1985) et le TCoV (Dea, S. et Tijssen, P., 1989) ont démontré qu’en absence de la
protéine S, les virus conservaient leur activité hémagglutinante. Les virus de ce groupe
sont aussi appelés virus hémagglutinants puisqu’ils possédent une activité
hémagglutinante plus forte que les coronavirus des autres groupes (Dea, S. et Tijssen, P.,

1988; Brian, D. A. ef al., 1995). Outre son activité hémagglutinante, la HE est impliquée
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dans les activités acétyl-estérase (AE) et destructrice de récepteurs (RDE) (Vlasak, R. et
al., 1988; Parker, M. D. et al., 1989; Schultze, B. et al., 1991; Zhang, X. M. et al., 1991).

Il a été démontré que la HE n’est pas une protéine essentielle a la réplication virale
(Yokomori, K. et al., 1991). Cependant, des AcMo dirigés contre cette protéine possedent
la capacité d’inhiber ’infection virale (Vautherot, J. F. et al., 1984; Deregt, D. ef al,
1989; Milane, G. et al., 1997). La HE agirait comme la protéine initiatrice de I’infection
(Vlasak, R. ez al., 1988; Kienzle, T. E. et al., 1990). La HE aurait aussi un role a jouer

dans la pathogénicité du virus chez son héte (Yokomori, K. et al., 1992).
3.5 Protéines non structurales (ns)

Une protéine virale non structurale est une protéine qui ne fait pas partie du virion

mais qui est produite lors de I’infection virale.

La premiére de ces protéines est en réalité une polyprotéine d’environ 700 a 800
kDa qui est clivée co- et post-traductionnellement par des protéases internes (figure 3).
Un des produits de la traduction de ’ORF 1 de I’ARN génomique est la polymérase
virale. Cet ORF posséde deux cadre de lecture ouverts différents, soient les ORF la et 1b
(Boursnell, M. E. et al., 1987). L’ORF la contient au moins une copie de deux différents
types de domaine protéolytique. Le premier est apparent€ a celui de la papaine (PLP) et le
second est apparenté a la chymotrypsine des picomavirus 3C (3CLp) (Gorbalenya, A. E.
et al., 1989; Lee, H. J. et al., 1991). Les domaines PLP et 3CLp sont responsables du
clivage du polypeptide primaire méme si le clivage est majoritairement effectué par 3CLp
(Liu, D. X. et al., 1994; Ziebuhr, J. et al., 1995; Liu, D. X. et al., 1998; Ziebuhr, J. et
Siddell, S. G., 1999). La région 3CLp s’autoclive du polypeptide primaire pour donner
une protéase active de 27kDa (Liu, D. X. et Brown, T. D. K., 1995; Lu, Y. Q. et al,, 1995;
Ziebuhr, J. et al., 1995; Lu, X. T. et al., 1996) qui agirait suite a la reconnaissance d’une
séquence Q/S et Q/A (Gorbalenya, A. E. et al., 1989; Lee, H. J. et al, 1991). Le
polypeptide primaire codé par I’'ORF 1b est scindé en différents domaines dont l'un
correspond & une protéine de 100 kDa associée a l'activit¢ ARN polymérase ARN

dépendante essentielle a la production d’ ARN viral et sous-génomiques (Liu, D. X. et al.,
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1994; Grotzinger, C. et al., 1996). Ce méme domaine de I’ORF1 code aussi pour une

protéine de 67 kDa associé une activité hélicase (Dension, M. R. et al., 1999).

Les autres protéines non structurales peuvent étre différentes selon I’espéce de
coronavirus. Par exemple, il existe un ORF situé entre celui de la polymérase et celui de
la HE codant pour une protéine de 32 kDa unique aux coronavirus du deuxiéme groupe
antigénique (Luytjes, W. et al., 1988). 1l est connu que cette phosphoprotéine s’accumule
dans le cytoplasme des cellules infectées (Deregt, D. et al., 1987; Dea, S. et Tijssen, P.,
1988; Luytjes, W. et al., 1988; Cox, G. J. et al., 1991; Labonté, P. et al., 1995) mais sa
véritable fonction est encore inconnue. Entre ’ORF de la S et de la M, il existe aussi un
ORF codant pour des protéines non structurales de 4.8 et 4.9 kDa chez les coronavirus
bovins, mais cet ORF est tronqué chez le coronavirus humain HCoV-OC43 et chez les
souches du virus hémagglutinant de ’encéphalomyélite porcine (HEV). Il a été suggéré
que l'absence de ces courts ORFs pourrait étre associée au tropisme respiratoire (Mounir,
S. et Talbot, P. J., 1993; Vieler, E. et al., 1996). Ensuite, dans le méme ORF que celui de
la petite protéine de I’enveloppe, c’est-a-dire ’ORF 5, il y a une protéine non structurale
de 12.7 chez les BCoVs et de 12.9 chez le HCoV-0OC43. La synthése des protéines de 4.8
et de 12.7 kDa au cours de I’infection virale n’a pas encore été démontrée et le géne de la

protéine de 4.9 kDa ne semble pas étre traduit (Hofmann, M. A. ef al., 1993).

Finalement, dans ’ORF de la N, il existe un second cadre de lecture ouvert codant
pour une protéine de 23kDa chez le BCoV (Lapps, W. et al., 1987) alors que chez le
coronavirus HCoV-OC43, il existe plutt deux autres cadres de lecture codant pour des
protéines possédant de 60 et 108 résidus d'a.a. (Kamahora, T. ef al., 1989; Mounir, S. et
al., 1993).

4. Réplication Virale

La durée du cycle de réplication virale est de 14 a 18 heures avec une période de
latence de 6 a 7 heures. La réplication s’effectue entiérement dans le cytoplasme des

cellules infectées. (Siddell, S. et al., 1982; Tooze, J. et al., 1984)
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4.1 Attachement, pénétration et décapsidation

L’étape de I’attachement du virus a la cellule hote est trés importante. La
reconnaissance spécifique du récepteur cellulaire par le récepteur viral constitue la

premiére étape essentielle & 1’infection virale.

C’est la glycoprotéine S qui est l'anti-récepteur viral pour tous les coronavirus,
mais le récepteur cellulaire reconnu différe selon les différents coronavirus. Pour certains
coronavirus du 1 groupe antigénique (HCoV-229E, TGEV, FIPV et CCoV), le récepteur
cellulaire est une métalloprotéinase, soit 'aminopeptidase N (Delmas, B. et al., 1992;
Yeager, C. L. et al., 1992; Benbacer, L. et al., 1997). 1l est connu que c’est la présence et
non pas la fonctionnalité de cette protéine qui est importante pour I’infection virale
(Williams, R. K. et al., 1991; Delmas, B. et al., 1992; Yeager, C. L. et al., 1992). Pour les
virus du 2®™ groupe antigénique (ex. BCoV et HCoV-OC43), le récepteur cellulaire
reconnu par la S est encore inconnu. Il a été démontré que la glycoprotéine HE,
supplémentaire a la surface des virions de ce groupe reconnait I’acide 9-O-acetyl
neuraminique (acide sialique) (Vlasak, R. et al., 1988; Schultze, B. et Herrler, G., 1992).
Cette reconnaissance serait trés importante pour I’infection de la cellule-hite sans étre
suffisante (Deregt, D. et Babiuk, L. A., 1987; Deregt, D. et al, 1989; Schultze, B. et
Herrler, G., 1992). Pour les diverses souches du MHYV, autant celles possédant la HE que
celles qui ne la possédent pas, le récepteur cellulaire reconnu par la S est une
glycoprotéine murine de type antigéne carcinoembryonaire de la super famille des
immunoglobulines (Ig) (Dveksler, G. S. ef al., 1991; Williams, R. K. et al., 1991). Cette
glycoprotéine semble s'exprimer majoritairement chez les cellules cibles du MHYV soit les
cellules du foie, du tractus gastro-intestinal, des macrophages et des lymphocytes B

(Coutelier, J. P. et al., 1994; Godfraind, C. et al., 1995).

Les mécanismes de la pénétration et la décapsidation virale sont encore mal
compris. Des études sur des lignées cellulaires résistantes au MHYV, avec un récepteur
cellulaire fonctionnel, ont permis de mettre en évidence des génes cellulaires impliqués

dans ces différents processus (Asanaka, M. et Lai, M. M. C, 1993). De plus, les
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connaissances actuelles permettent d'affirmer que les coronavirus pénétrent dans la cellule
héte soit par une endocytose dépendante du pH ou alors par un phénomeéne de fusion de la

membrane plasmique indépendante du pH (Kooi, C. et al., 1991).

4.2 Transcription et réplication du génome viral

Lorsque I’ARN viral est libéré dans le cytoplasme de la cellule infectée, il y a la
traduction de I’ARN polymérase ARN dépendante. Cette enzyme est essentielle pour la
transcription des ARN viraux. Les Coronavirus ont la particularité de synthétiser des
ARNm sous-génomiques de taille différente ayant une structure polycistronique mais
étant fonctionellement monocistroniques (figure 2). Ils ont tous la méme extrémité 3’
avec une queue de poly(A) et la méme extrémité 5°, 65 a 98 nucléotides, identiques a la
séquence de téte de I’ARN génomique (Lai, M. M. ef al., 1983; Spaan, W. ef al., 1983,
Shieh, C.-K. et al., 1987). Cette séquence est unique dans le génome mais entre chaque
ORF, il existe des séquences intergéniques (SI) de 7 a 18 nucléotides qui sont
homologues a des séquences retrouvées au niveau de la séquence de téte. La présence de
cette méme extrémité 5’ serait indispensable due a la juxtaposition de la séquence de téte
aux ARNm sous-génomiques grace aux SI (Baric, R. S. ef al., 1987; Shieh, C.-K. et al.,
1987). Les mécanismes de la synthése de I’ARN génomique et des ARNm demeurent

controverses.

I1 existe trois modéles a I’étude (figure 4). Cependant, il y a des éléments a la base
de ces modeles. Tout d’abord, la transcription d’ARN de longueur génomique, au début
de I’infection, serait essentielle a la transcription des ARN sous-génomique (Yokomori,
K. et al, 1991; Maeda, A. et al., 1998) et alors qu’au cours de I’infection, chaque ARNm
semble étre transcrit de fagon indépendante (Jacobs, L. et al., 1981; Stern, D. F. et Sefton,
B. M,, 1982; Yokomori, K. et al., 1992). Ensuite, la séquence de téte serait libre au cours
de la transcription permettant ainsi de se lier de fagon indépendante a n’importe quelle
séquence intergénique incluant celle située sur I’ARN d’une autre souche lors d’une co-

infection (Makino, S. et al., 1986).
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Le premier est celui de la transcription par la séquence de téte (figure 41). Dans ce
modeéle, il y a tout d’abord la transcription d’un intermédiaire négatif complet du génome
viral. La séquence de téte est libérée du brin positif, fort probablement par la polymérase,
et s’apparierait aux séquences intergéniques complémentaires situées sur le brin négatif
du génome complet afin de synthétiser les ARN sous-génomique de polarité positive. Ces
ARN sont des ARNm mais serviraient aussi de gabarit a la transcription d’intermédiaire
de polarité négative qui permettra a nouveau la formation ARNm (Lai, M. M,, 1986).11 y
a beaucoup d’expériences qui tendraient a confirmer ce modéle mais dans le cas d’une
infection virale avec BCoV (Chang, R. Y. et al., 1996), il n’y a pas de téte libre qui a été
retrouvée comme dans le cas du MHV (Baric, R. S. et al., 1987).

Le second modéle (figure 4I1) prone plutét I'idée d'une transcription discontinue
lors de la synthése du brin négatif. Pour ce faire, il faut que la polymérase qui transcrit le
brin positif en brin négatif s’arréte sur une séquence intergénique et saute directement a la
portion 3’ de la séquence de téte (Sawicki, S. G. et Sawicki, D. L., 1990). Ce serait donc
des brins négatifs de différentes longueurs qui permettraient la transcription de ARNm
sous-génomiques. Des faits intéressants qui pourraient confirmer ce modéle mais rien
dans ce modéle ne pourrait expliquer la cinétique de I’apparition des ARN sous-
génomiques (An, S. ef al., 1998) ni pourquoi il y a formation d’ARN complets au début
de I'infection (Yokomori, K. ef al., 1992; Maeda, A. et al., 1998).

Le dernier modéle repose sur la découverte chez certains coronavirus de la
présence d’ARN sous-génomiques encapsidés dans le virion en présence d’un ARN
génomique (figure 4I1I) (Sethna, P. B. ef al., 1989; Hofmann, M. A. ef al., 1990; Zhao, X.
et al., 1993). Ces ARNm seraient simplement transcrits en brins négatifs pour ensuite
servir de gabarit a la transcription des brins positifs (Schwarz, B. et al, 1990;
Senanayake, S. D. ef al., 1992). Ce modéle n’a pas été confirmé pour les autres souches

de coronavirus.

Il est trés difficile de trancher entre ces différents modéles puisqu’il est possible

que tous ces mécanismes soient utilisés a un moment ou un autre de I’infection virale ou
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encore que les mécanismes utilisés ne soient pas les mémes pour toutes les souches de
coronavirus. Nous savons certainement que la polymérase virale est essentielle au
mécanisme de transcription. Cependant, il est possible que d’autres protéines, comme la
protéine N, de méme que des constituants de la cellule soient impliqués (Compton, S. R.
etal., 1987, Li, H.-P. et al., 1997, Li, H.-P. et al., 1999).

La réplication du génome viral devrait se faire de fagon continue a partir d’un brin
de polarité négative. Cependant, il a été démontré qu’il était possible d’obtenir des
génomes contenant des délétions (Zhang, X. et Lai, M. M. C., 1996) de méme que des
ARN génomiques résultant de recombinaisons s'étant produites aux séquences
intergéniques (Keck, J. G. et al., 1987). Ces résultats semblent démontrer que I’ARN

génomique est lui aussi synthétisé de fagon discontinue.

4.3 Assemblage des virions

Suite a la production des différentes protéines virales nécessaires au cycle de
réplication virale et la traduction des ARNm, I’étape de 1’assemblage des virions
commence par I’assemblage de la nucléocapside. L’encapsidation de I’ARN viral par les
protéines N requiert une séquence spécifique de 61 nucléotides présente dans la derniére
portion de ’ORF 1b (van der Most, R. G. et al., 1991; Fosmire, J. A. et al., 1992; Woo,
K. et al., 1997). La localisation de cette séquence permet & une copie compléte du
génome d’étre encapsidé. (Masters, P. S. ef al., 1994). Cette stratégie n’est pas parfaite et
il arrive que des brins d’ARN sous-génomiques soient encapsidés. Dans ce cas, les
phosphonucléoprotéines s’attacheraient de fagon non spécifique a la séquences de téte

présente chez les ARN sous-génomiques (Stohlman, S. A. ef al., 1988).

La seconde étape est I’interaction de la nucléocapside avec la protéine de la
matrice située dans la portion de la membrane cellulaire qui est modifiée par les protéines
virales (Sturman, L. S. ef al., 1980). Ce "compartiment de bourgeonnement" est situé
entre le réticulum endoplasmique (RE) et I’appareil de Golgi (Dubois-Dalcq, M. E. et al,,
1982; Tooze, J. et al., 1984; Tooze, J. et Tooze, S. A., 1985; Klumperman, J. et al., 1994).

La M semble étre la pierre angulaire de cette membrane modifiée. En effet, la M, ancrée
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dans cette membrane (Klumperman, J. et al., 1994), doit interagir avec la E pour former
un complexe essentiel au bourgeonnement. La E peut étre retrouvée ailleurs que dans le
RE ou dans le Golgi (Yokomori, K. et Lai, M. M. C., 1992; Godet, M. et al., 1994). 1l en
va de méme pour les glycoprotéines S et HE qui vont former des complexes avec la M

dans le pré-Golgi (Opstelten, D. J. E. et al., 1995; Nguyen, V.-P. et Hogue, B. G., 1997).
4.4 Bourgeonnement

Le bourgeonnement des coronavirus est effectué uniquement par les protéines de
la membrane soit la M et la E. La co-expression de ces deux protéines donne la formation
de particules virales et ce, en I’absence de la nucléocapside. Cependant, seule une
nucléocapside associée a I’ARN peut étre enrobée lors du bourgeonnement (Bos, E. C.
W. et al., 1996; Vennema, H. et al., 1996). La M interagirait soit directement avec I’ARN
ou avec le complexe N-ARN. Cette interaction pourrait étre a la base de la formation de
la structure interne présente chez certains coronavirus (Risco, C. et al., 1996). Une fois le
bourgeonnement complété, la maturation des virions se poursuit et ils sont regroupés dans
des vésicules d’exocytose (Tooze, J. et al., 1987). Finalement, la fusion de la vésicule
avec la membrane plasmique permet de relarguer les virions (Griffiths, G. et Rottier, P,

1992).
5. Le Virus Hémagglutinant de I'Encéphalomyélite Porcine (HEV)
5.1 Généralités

C’est en 1962 que cet le HEV fut identifié (Greig, A. S. et al,, 1962). 1 a été isolé
suite 4 la propagation d’un virus provenant d’un porcelet affecté par une
encéphalomyélite, maladie décrite en Ontario en 1959 (Alexander, T. J. L. et al., 1959).
Le virus produisait des syncitia en cultures cellulaires et le surnageant viral obtenu
possédait la capacité d’hémagglutiner des érythrocytes de poussin. En 1969, des
chercheurs de 1’Angleterre isolérent un virus & partir du cerveau d’un porcelet malade
mais cette fois souffrant de la maladie du vomissement et du dépérissement décrite 11 ans

plus t6t au Canada (Roe, C. K. et Alexander, T. J. L., 1958; Cartwright, S. F. et al., 1969).
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Le virus obtenu, produisant aussi des syncitia et hémagglutinait les globules rouges, fut
reconnu sérologiquement trés proche du virus canadien. Le HEV fut reconnu comme
membre du genre Coronavirus en 1971 (Greig, A. S. et al., 1971; Phillip, J. 1. H. et al,,
1971). Finalement, c’est en 1976 que le HEV fut reconnu comme I’agent causal de la
maladie du vomissement et du dépérissement et celui de I’encéphalomyélite porcine suite
a la reproduction expérimentale des symptomes de ces deux maladies a partir d’un isolat

clinique (Mengeling, W. L. et Cutlip, R. C., 1976).
5.2 Manifestations cliniques

Autant pour la maladie du vomissement et de dépérissement que
I’encéphalomyélite porcine, ce sont des porcelets de moins de trois semaines qui sont

généralement atteints.
5.2.1 La maladie du vomissement et du dépérissement

A la suite de la primo-infection, la période d’incubation dure de 4 & 7 jours avant
I’apparition des premiers symptomes de cette maladie se caractérisent par de I’anorexie,
de la faiblesse, des nausées et des vomissements. Les animaux infectés ne boivent que
peu ou pas d’eau, signe d'une paralysie potentielle du pharynx, et perdent rapidement du
poids. Contrairement aux autres infections coronavirales du porc, aucune diarrhée n’est
associée a la maladie. Les porcelets plus jeunes tombent dans le coma et meurent suite a
une sévére déshydratation. Pour les porcelets un peu plus dgés, la fréquence des
vomissements diminue aprés trois & quatre jours. Malgré cela, ’appétit des animaux ne
revient pas. Ils peuvent mourir rapidement ou survivent quelques semaines avant de
succomber suite 4 leur incapacité de s’alimenter ou des conséquences d’une infection

secondaire (Pensaert, M. B. et Andries, K., 1993).
5.2.2 L'encéphalomyélite porcine

Les premiers symptdmes de I’encéphalomyélite sont semblables a ceux de la

maladie du vomissement et du dépérissement. Les premiers signes d’atteinte du systéme
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nerveux central (SNC) apparaissent aprés quelques jours et se traduisent par de la détresse
respiratoire et une légére paralysie des membres postérieurs. Les animaux deviennent
faibles rapidement. Lors de la phase plus sévére, apparaissant dans les dix jours, les
animaux peuvent souffrir de dyspnée et de cécité pour finalement succomber. Il arrive
que certains animaux récupérent de l'infection et survivent sans aucune séquelle.

(Pensaert, M. B. et Andries, K., 1993)

5.3 Pathogénie

Le porc semble étre I’héte spécifique du HEV. Cependant, le virus posséde la
faculté d’infecter des souris lorsqu’il est adapté a ces derniéres de fagon expérimentale
(Kaye, H. S. et al., 1977, Yagami, K. ef al., 1986). Cette susceptibilité varie selon I’dge
de I’animal et la voie d’inoculation. La voie de I’infection de I’animal semble étre
oronasale et la transmission se ferait par les aérosols. L’infection se produit lors des
premiéres semaines de sa vie (Alexander, T. J. L., 1962; Appel, M. et al., 1965). Par
contre, les porcs plus agés ou les porcelets nouveaux-nés qui ont regu le colostrum
maternel ne présentent pas de signes cliniques lorsqu’ils sont exposés au HEV (Appel, M.
et al., 1965). Le virus HEV se réplique dans les cellules épithéliales des voies
respiratoires supérieures et des amygdales, de méme que dans les neurones du tractus
digestif et du SNC. Trois voies différentes pourraient étre impliquées dans I’infection du
SNC a partir du systéme nerveux périphérique. La premiére voie de propagation se ferait
a partir de la muqueuse nasale vers le ganglion trigéminal et le nerf trijumeau, constitué
du nerf ophtalmique, maxillaire et mandibulaire, dans le tronc cérébral. Cette voie
permettrait d’expliquer la cécité chez les porcelets atteints sévérement de
I’encéphalomyélite. La seconde voie passerait par le nerf vague pour que le virus se rende
aussi au tronc cérébral. La derniére voie impliquerait le passage du virus par les plexus
intestinaux et la moelle épiniére. Dans le SNC, c’est la moelle allongée (bulbe rachidien)
qui est infectée plus particuliérement mais toutes les parties du cerveau semblent aussi
pouvoir étre infectées par le HEV. 1l a été démontré que les vomissements étaient causés
par I’infection des ganglions du nerf vague et par des impulsions électriques envoyées au

centre du vomissement par des neurones infectées. Le dépérissement, pour sa part, serait
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dl, en plus de I'infection du nerf vague, a I’infection des plexus de I’estomac qui

provoquerait une stase gastrique. (Pensaert, M. B. et Andries, K., 1993).
5.4 Lésions macroscopiques et microscopiques causées par le HEV

La cachexie ou amaigrissement prononcé des animaux de méme que la dilatation
de I’abdomen provoquée par la présence de gaz dans I’estomac sont les seules

caractéristiques macroscopiques de I’infection naturelle par le HEV.

Des lésions microscopiques ont été rapportées dans les amygdales, dans le
systéme nerveux et respiratoire, de méme qu’au niveau de I’estomac. Au niveau des
amygdales, les 1ésions sont caractérisées par une dégénérescence des cellules épithéliales
et par une infiltration des cryptes par des cellules lymphatiques. Pour le SNC, c’est une
encéphalomyélite non suppurative caractérisée par un engorgement leucocytaire
périvasculaire, une gliose et par une dégénérescence des neurones. La matiére grise de la
moelle allongée et du pont du tronc cérébral de méme que celle des cornes dorsales de la
moelle €piniére supérieure est généralement atteinte. Ces lésions peuvent étre présentes
dans 70 a 100% des cas d’encéphalomyélite et dans 20 a 70% des animaux souffrant du
syndrome de vomissement et de dépérissement suite a I’infection par le HEV. D’autres

lésions au SNC ont été rapportées, soit une névrite au niveau du ganglion trigéminal.

Les lésions du systéme respiratoire sont caractérisées par une pneumonie
interstitielle péribronchiolaire avec une infiltration de neutrophiles et de macrophages au
niveau des alvéoles pulmonaires. Ces lésions sont présentes dans environ 20% des
animaux infectés. Les Iésions microscopiques retrouvées au niveau de I’estomac sont
caractérisées par une dégénérescence des ganglions nerveux stomacaux et par un
engorgement leucocytaire périvasculaire plus spécifiquement dans la région pylorique.
Ces lésions sont présentes chez 15 a 85% des animaux souffrant spécifiquement du

syndrome de vomissement et de dépérissement (Pensaert, M. B. et Andries, K., 1993).
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TABLEAU 1: Groupes antigéniques des coronavirus et leurs hotes naturels

Groupe antigénique Virus Hote
| HCoV-229E Humain
TGEV Porc
PRCoV Porc
PEDV Porc
CCoV Chien
FeCoV Chat
FIPV Chat
RbCoV Lapin
I HCoV-0C43 Humain
MHV Souris
BCoV Bovin
HEV Porc
TCoV Dinde
SDAV Rat
111 IBV Poulet
TCoV Dinde

Les coronavirus sont classés dans trois groupes antigéniques distincts selon les résultats
d’analyses de réactions croisées observées notamment par les épreuves
d’immunofluorescence indirecte, d’ELISA, d’immunobavardage et
d’immunomicroscopie électronique (Pedersen ef al., 1978; Schockley et al., 1987; Dea et
Tijssen, 1989). HCoV-229E, coronavirus respiratoire humain (souche 229E); TGEV,
virus de la gastro-entérite transmissible des porcs; PRCoV, coronavirus respiratoire
porcin, PEDV, le virus porcin de la diarrhée épidémique; CCoV, coronavirus canin;
FECoV, coronavirus entérique félin, FIPV, virus de la péritonite infectieuse féline;
RbCoV, coronavirus du lapin, HCoV-OC43, coronavirus respiratoire humain (souche
0C43); MHYV, virus de I’hépatite murine; BCoV, coronavirus entérique bovin; HEV,
virus de I’encéphalomyélite hémagglutinante porcine; TCoV, coronavirus entérique de la
dinde; SDAYV, virus de la sialodacryadénite des souris; RbEVC, IBV, virus de la

bronchite infectieuse aviaire. (Adapté de Holmes et Lai, 2001)



Figure 1 : Schéma du virion d’un coronavirus.
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Figure 2 : Organisation génomique et réseau d’ ARN sous-génomique du HEV.
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Figure 3 : Représentation schématique de I’ORF 1a et 1b et des produits protéolytiques

potentiels des produits de ces polyprotéines du coronavirus MHV.
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Figure 4 : Modéles de transcription génomique des coronavirus
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Résumé en francais

Cet article présente les résultats de séquengage des génes codant pour les protéines
structurales de deux isolats du virus hémagglutinant de I’encéphalomyélite porcine
(HEV), soit ’extrémité 3’ du génome des Coronavirus. 1l s’agit d’une souche qui a été
isolée suite a une épidémie de HEV au Québec et en Ontario (IAF-404) et la souche de
prototype HEV 67N dont la séquence n’avait été que trés peu étudiée a ce jour. Les
résultats obtenus démontrent que la séquence du virus HEV est demeurée relativement
stable depuis son isolement initial en 1962 malgré les changements de 1, 2, 3, 7 et 28 a.a.
dans les protéines structurales E, M, N, HE et S respectivement. Les séquences obtenues
ont aussi €té comparées a celles déja publiées de deux autres Coronavirus du méme sous-
groupe soit le Coronavirus bovin BCoV Mebus et le Coronavirus humain HCoV OC43.
Malgré le fait que ces derniers infectent des hétes différents, ils possédent un trés haut
degré d’homologie de séquences au niveau de leurs protéines structurales variant de 91 a
96 %. Les comparaisons de ces virus aux virus HEV donnent des pourcentages
d’homologie en a.a. plus faibles variant entre 80 et 95 %. C’est la glycoprotéine S qui
possede le plus faible pourcentage d’homologie et cet écart s’accentue lorsque la
comparaison ne comporte que la portion S1 de cette protéine pour ne donner que 73 et
71% d’homologie avec BCoV souche Mebus et HCoV OC43, respectivement. Cette
étude ne couvre que le tiers du génome de ces deux souches mais permet de croire, en
corrélation avec la littérature, que la glycoprotéine S joue un réle dans le tropisme d’hote
et probablement dans la virulence et reste une cible intéressante pour des études

subséquentes.
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Sequence of the 3’-terminal end (8:1 kb) of the genome of
porcine haemagglutinating encephalomyelitis virus:
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A cytopathogenic coronavirus, serologically identi-
fied as porcine haemagglutinating encephalomye-
litis virus (HEV), has recently been associated with
acute outbreaks of wasting and encephalitis in
nursing piglets from pig farms in southern Québec
and Ontario, Canada. The 3'-terminal end of the
genome of the prototype HEV-67N strain and that
of the recent Québec IAF-404 field isolate, both
propagated in HRT-18 cells, were sequenced. Over-
all, sequencing data indicated that HEV has re-
mained antigenically and genetically stable since
its first isolation in North America in 1962. Com-
pared with the prototype strain of bovine entero-
pathogenic coronavirus (BCoV), HEV, as well as
the human respiratory coronavirus (HCoV-OC43)
showed a major deletion in their ORF4 gene.
Deduced amino acid sequences for both HEV strains
revealed 89/88, 80, 93/92 and 95/94 % identities
with the structural proteins HE, S, M and N of BCoV
and HCoV-OC43, respectively. Major variations
were observed in the S1 portion of the S gene of
both HEV strains, with only 73/71% amino acid
identities compared with those of the two other
haemagglutinating coronaviruses.

Coronaviruses are enveloped, positive-stranded RNA
viruses responsible for enteric, hepatitis, neurological and
respiratory infections in humans and animals. Porcine haemag-
glutinating encephalomyelitis virus (HEV) is a member of the
antigenic subgroup of haemagglutinating coronaviruses, in-
cluding human respiratory coronavirus (HCoV-OC43), bovine
coronavirus (BCoV) and some North American isolates of
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turkey-origin coronaviruses (TCoV), as well as mouse hepatitis
virus (MHV) (Spaan et al, 1988). Recent data from the USA
and the UK indicate that coronaviruses associated with acute
enteritis in turkey poults are genetically related to infectious
bronchitis virus (IBV) of chicken and not to BCoV (Breslin ¢t al.,
1999; Cavanagh et al, 2001; Ismail et al, 2002; Loa et al, 2000),
contrary to Canadian and US isolates characterized in the early
1990s (Dea et al., 1990; Verbeek & Tijssen, 1991) and even
until very recently (Lin e} al, 2002). In addition to the four
structural proteins of all coronaviruses — N (nucleophospho-
protein, 50-60 kDa), M (matrix glycoprotein, 20~26 kDa),
E (small membrane protein, 95 kDa) and S (peplomeric
glycoprotein, 180-200 kDa) — coronaviruses of the second
subgroup (haemagglutinating coronaviruses) also possess a
140 kDa envelope-associated glycoprotein, the haemag-
glutinin—esterase (HE), which is made of two 65 kDa subunits
linked together by disulfide bonds (Dea & Tijssen, 1989;
Hogue & Brian, 1986; King et al., 1985). The HE is associated
with granular projections located near the base of the typical
large bulbous peplomers and displays haemagglutinating (HA),
acetylesterase (AE) or receptor-destroying enzyme (RDE)
activities (Parker et al,, 1990a, b; Vlasak et al.,, 1988). The S and
HE glycoproteins both possess antigenic determinants that
trigger the immune response for the production of antibodies
that neutralize virus infectivity and inhibit HA activity (Dea &
Tijssen, 1989; Deregt & Babiuk, 1987; Michaud & Dea, 1993;
Vautherot et al, 1992). Except for HCoV-OC43, BCoV and
TCoV, these viruses do not seem to cross-react by seroneutra-
lization or haemagglutination inhibition, but they all share
common antigenic determinants on their structural proteins, as
demonstrated by indirect immunofluorescence, Western blot-
ting and immunoprecipitation assays (Dea & Tijssen, 1989).
The S glycoprotein possesses an N-terminal signal sequence,
which is cleaved during intracellular processing, and thus is
absent from the mature S protein (Abraham et al, 1991;
Boireau et al,, 1990; Parker et al,, 1990a, b). The S protein is
synthesized as a high-molecular-mass precursor, which, after
glycosylation, undergoes proteolytic cleavage, a host-cell-
dependent event, to yield two subunits of molecular mass 85—
100 kDa corresponding to the N-terminal S1 and the C-terminal

2411

34



A. M.-J. Sasseville and others

HE S ORF4/5 M N
§— 3
<
HEI E2
-
3 .L,.....4 MN13 MNI14
§5 pS6 o
S7 S8
-
Sg St
NS11 NS1
Fig. 1. The HEV g and the app location of the oligonucleotide primers used to amplify the genes of interest.

S2 glycopolypeptides (Boireau el al., 1990; Parker el al,
1990a, b). Deduced amino acid sequences of BCoV and HCoV-
OC43 revealed as much as 95, 91, 94 and 96% identities
between their HE, S, M and N proteins, respectively (Mounir
& Talbot, 1992, 1993a, b).

HEV, which specifically infects pigs, has a strong tropism
for epithelial cells of the upper respiratory tract and for the
central nervous system (CNS) (Andries & Pensaert, 1980). The
virus causes two clinical syndromes: the vomiting and wasting
disease, and an encephalomyelitis (Pensaert & Andries, 1993).
The mode of transmission is through nasal secretions and the
virus is spread via the peripheral nervous system to the CNS.
This virus infection is believed to be widespread in many pig-
producing countries as a subclinical condition. However, in the
autumn of 1998 and 1999, several clinical manifestations
suggestive of HEV infections were reported in Québec and
Ontario, Canada. A cytopathogenic coronavirus strain, IAF-
404, was isolated from the brain of a paretic weaned piglet and
cultivated in the established human rectal tumour cell lines,
HRT-18 and/or HRT-18G cells (Storz ef al., 1996). This field
HEV isolate, as well as the reference HEV-67N (ATCC VR741)
strain, induced the production of syncytia in infected cell
monolayers, which did not appear to depend on the presence
of trypsin in the culture medium. The IAF-404 HEV strain
displayed HA and high AE and RDE activities, and displayed
cross-antigenic relatedness with the reference strain by haem-
agglutination inhibition (HI) tests (data not shown).

As the HEV genomic sequence was still unknown, se-
quencing analysis of the 3’-terminal end (8'1 kb) of the genome
of both HEV strains was undertaken to allow comparison with
other haemagglutinating coronaviruses. This paper describes
the molecular characteristics of the deduced non-structural (ns)
and structural proteins encoded by the ORF2b—ORF7 genes of
the prototype 67N strain (HEV-67N) and the 1AF-404 field
isolate of HEV.

RT-PCR using the Tag (Invitrogen) or Pwo (Roche
Diagnostic) DNA polymerase was carried out to amplify the
HE, S, ORF4/5 and MN regions of the viral genomes. The
viruses were propagated for less than five passages in HRT-18
and/or HRT-18G cells. Genomic RNA was extracted from
concentrated virus or lysates of virus-infected cells by Tripure
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(Boehringer Mannheim). The oligonucleotide primers were
designed according to the cDNA nucleotide sequence of the
Mebus strain of BCoV (Kienzle et al., 1990; Lapps et al., 1987)
or the partial cDNA nucleotide sequence of the prototype
HEV-67N strain available in the literature (Vieler et al., 1995,
1996), and that of the specific IAF-404 sequence reported here.
The location of the primers on the HEV genome is illustrated
in Fig. 1. For sequencing of the ¢cDNA clones, RT-PCR-
amplified cDNA fragments with A overhangs were ligated
into a TA cloning vector (plasmid pCR2.1; Invitrogen)
providing single 5° T overhangs at the insertion sites. As an
alternative, PCR-amplified gene fragments were extracted
from the PCR-amplified mixtures and sequenced directly,
following purification of the amplified ¢cDNAs using the
QIlAquick PCR Purification Kit (Qiagen), according to the
manufacturer’s instructions. Sequencing was performed with
an Automated Laser Fluorescent DNA sequencer (Pharmacia
LKB). To overcome the error rate of the RT and Tag DNA
polymerase, clones from at least two different RT-PCR events
were sequenced. The sequences were computer-analysed with
the MacVector 7.0 program (Oxford Molecular Group).

The 3’-terminal end of coronaviruses contains the genes for
all their structural proteins except for ORF4 and S, which
encode ns proteins. ORF4 encodes two putative ns proteins of
4'9 and 48 kDa, and ORFS encodes a putative ns protein of
12-7 kDa and the structural 95 kDa small envelope-associated
protein E. As the major genomic variations between HCoV-
OC43 and the European strains of HEV and BCoV were
identified in the ORF4 region, this genomic region was
analysed first (Fig. 2a). In comparison with BCoV, both HEV
strains analysed, as well as the HCoV-OC43 virus, lacked the
ORF4 genomic region encoding the ns 48 protein, whereas
their ns 49 kDa protein was apparently truncated, being 23
amino acids shorter than that of the reference Mebus
enteropathogenic strain of BCoV, but nine amino acids longer
than that of the HCoV-OC43 human respiratory coronavirus
(Mounir & Talbot, 1993a, b; Vieler et al., 1996). Previous
investigators (Mounir & Talbot, 1993a, b; Vieler et al,, 1996)
suggested this deletion, which results in a shorter protein, to be
involved in the apparently preferential respiratory tropism of
HCoV-OC43 and HEV. Interestingly, a truncated ns 49 kDa
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Sequence of the 3’ terminus of porcine HEV

(a)

Mebus {ATCC} MTTKFVFDLL APDDILHPFN HVKLIIRPIE VEHIIIATTM PAV 43

RBCoV-3994 eeeve cessscceSe aeNesooLo 2

HEV-NT9

HEV-VWS72

HEV-IAF404

HEV-67N

HCV-0C43

(b)

BCoV-Mebus (X}
IAF404 eseNeSSeesscecVers+SEV FoesonesesscosevevscelosheFeeVeooee B3
HEV6TN esseeSLecssensVeasesSEVe FesececesessvsscseeeTecAsPeocscscs B3
HCoV-0C43 YevoacsooseesFossacaTeoSeYenosoesS 83
Consensus

BCoV-Mebus 162
IAF404 162
HEV6TN 162
HCoV-0C43 84 v...n.........D.IN........-rxvl.pn.n...................v..q.n.mmm.....gv..... 166
Consenous SLLS?LWFKPPFLS*F?* *GIFAKVKN? % * K*GV*YSEFPAITIGSTFVETAYS*VV* PHT # 8% # ¢ s L, OGLL* ISVCQY
BCoV-Mebus 450 ¢oF+ «TE+FVFKPQPVGVFTHe oVe eAeHe s KA« SNF » + ¢+ KLDGSL ¢ Ve NGPGIDAGYKNSGI» oo eAe s NYLT+HN 526
HEV404 450 <eYeeINe-PGSRG-----~] LesAe+GeQe «NT+NTYe+ «RTSQe-21+GAG+ oo o~o=w==TeceeVe e TVRK-FA 508
HEV6TN 450 «+YeeNNo +PGSRGn~=n== Lo A+ +S+Qe sNT+NTY« « sRTSQe=+I+GAGs o omamecaPocssVe o TVRK-FA 508
HCoV-0C43 454 KeFs s TED-VFKPRPAGVLTNe eVe «AcHo s KA¢KNF o o +KLBQsS sV SGPo o 0 sGoKNNGI+ o o oA« « NYLTDN 524
Consengun RRGF* 205828 esacnnse s DYy aQsCRs S PEasCPCEatt aCaGEan_ o sssesGTCPIGT*2CA*
BCoV-Mebus 527 <AQ-~--sNeLesTsoeleSeSTGPYKe o eTsYLVGI+Es eS¢ eAIKSeYeGe 602
HEV404 509 sVTNATKeTsWeQe e sSeY+GUNAWT ¢« ¢ SeVSIQPeQe oPe «GLVEeDeSe 588
HEV6TN 509 VTKATK:TeWeQooeS+YGUNAWT: » «SeVSIQP«Q» sPe «GLVBeDeS» 588
HCoV-0C43 $25 ---c-cwea- LoTPoseLe-~PFTGTYKe » o+ T« SLVGI+Bo -SNAVKch-G--S---R-H-L---ADSN-GDK"-M 592
Consensus A**eeraCICICAPDPAT KA * 4 ¢ S CPQEKS ¢ ¢ ¢ *GPHCAGL? * ¢ *D* C2GNPCTCE POAF SGHS * *CLQ* *RCNIFA

Fig. 2. Predicted amino acid sequences of the putative 4:9 kDa non-structural proteins (a) and the predicted amino acid
sequences of the S1 portion (b) of the S envelope-associated glycoprotein. The N-terminal portion (aa 1-166) including the

peptide signal (aa 1-17) and the hypervariable region (aa 450-602) are reported. (— rep!

ts a gap, e rep s

identity with the consensus sequence, * indicates position without consensus and, within the sequence, * represents an amino
acid specific for HEV). The predicted N-terminal signal peptide (aa 1-17) determined using the weight matrix of Von Heijne
(1986) is in bold. The potential N-linked glycosylation sites are in bold and underlined. Corresponding GenBank sequence
accession numbers: Mebus (M30612), RBCoV-3994 (AF239312), HEV-NT9 (X89863), HEV-VW572 (X89862), HEV-67N

(X89861) and HCoV-OC43 (M99576).

protein was instead identified for the respiratory BCoV isolates
(RBCoV-3994 in Fig. 2a). Indeed, in the case of these particular
BCoV isolates, previous studies have demonstrated that the
smaller ORF4 product was the consequence of the mutation of
a single specific nucleotide giving rise to a nonsense (stop)
codon, thus resulting in a ns protein composed of 29 amino
acids rather than 43 amino acid residues (Gelinas et al., 2001).

The 100% identity revealed for the sequence of the ns
49 kDa of the HEV 1AF-404 field isolate and that of the HEV-
67N strain suggest that the recent strain probably derived
from the 67N prototype North American strain and is notably
different from the HEV-NT9 or HEV-VW572 European strains
(Vieler et al., 1995, 1996).

Sequencing analysis of the 3’ end of the genome of both the
prototype HEV-67N strain and the Québec HEV 1AF-404 field
isolate revealed only one, two, three and seven amino acid
changes among their ns 12:7 kDa, M, N and HE proteins,
respectively, but 28 amino acid changes for their S protein.
These observations suggested that this porcine coronavirus
has remained genetically stable since its first isolation in North
America in 1962 (Greig & Bouillant, 1972). The minor
differences revealed between the amino acid sequences of the
ns and structural proteins of the HEV-67N and HEV 1AF-404
strains are probably not sufficient to explain the divergence
observed in their virulence for pigs.

The results of pairwise comparisons with BCoV and HCoV-
OC43 of the predicted amino acid residues of viral proteins
encoded by genes located at the 3’-terminal end of the genome
of both HEV strains studied, representing approximately one-
third of the complete size of the viral genome, are summarized
in Table 1. Multiple alignments (not shown) of the sequences
of both HEV strains with those of BCoV (Mebus strain) and
HCoV-OC43 allowed the demonstration of identical amino
acid residues for both HEV strains that differed from those of
the two other haemagglutinating coronaviruses. In addition to
the ns proteins described above, the predicted amino acid
sequences of the S proteins of both HEV strains were
apparently four and ten amino acid residues shorter than the
homologous proteins of HCoV-OC43 and BCoV, respectively.
Sequencing analysis of both North American HEV isolates
revealed the presence of 34, 192, 11, 9 and 14 specific amino
acid substitutions for HEV in the HE, S, 127 kDans, Mand N
proteins, respectively. Consequently, percentages of amino
acid identity of 90, 80, 86, 93 and 95% were demonstrated for
the previously mentioned proteins of HEV and BCoV, with
less than 16% amino acid identity for the ns 4-9 kDa protein.
Approximately the same percentages of amino acid identity
were obtained with the homologous proteins of HCoV-OC43.

On the other hand, the E protein appeared to be highly
conserved among members of this subgroup of coronaviruses,
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Table 1. Amino acid changes for the predicted proteins of both HEV strains compared with those of the BCoV (Mebus)
strain and HCoV-0C43 human respiratory coronavirus

The sequences used for comparison were: BCoV (Mebus), accession nos M30612 and M16620; HCoV-OC43, accession nos M76373, M99576
and M93390 and the sequences of Kamahora ¢! al. (1989).

Proteln
Compared
Strain with strain HE S 49kDa 48kDa 127kDa E ] N
HEViAF-404 HEV-67N 417 (+2) 1322(+7) 20 Del# 108 84 228 (+1) 446 (+2)
98%t 97% 100% 99% 100% 99% 99%
BCoV 382(+16) 1102 (4108) 7(+1) Del 94 (+6) 82 215(+9) 429 (+7)
90 (+ 3)% 80(+7)% 16 (+2)% 86 (+5)% 97% 93 (+N% 95(+1)%
HCoV 375(+17) 1088 (4107) 5 Del 93 (+7) 83 212(+7) 424 (+9)
88 (+4)% 80(7)% 25% 85 (+6)% 98% 92(+3)% 94(+2)%
HEV-67N BCoV 383 (+17) 1116{+101) 7{(+1)% Del 95 (+6) 82 217 (+8) 428 (+9)
90 (+4)% 81(+7)% 16 (+2)% 87 (+5)% 97% M (+3N% 95(+2)%
HCoV 376 (+17) 1100 (+102) S Del 94 (+7) 83 214 (+6) 423 (+11)
88 (+4)% 81(+7)% 25% 86 (+6)% 98% 93(+2)% 94(+2)%
BCoV HCoV 404 (+9) 1248 (+ 32) 9 Del 102 (+3) 81 217 (+5) 433 (+6)
95 (2)% 91 (+2)% 20% 93 (+2)% 96% 94 (+2)% 96 (+1)%
Total no. of aa per 424 1364 43 45 109 84 230 448
protein... (all strains) (BCoV) (BCoV) (BCoV)  (all strains)  (all strains)  (all strains) (BCoV)
1354 (HCoV) 11 (HCoV) 448 (HCoV)
1350 (HEV) 20 (HEV) 449 (HEV)

* Number of amino acid identities (similarities).
t Percentage identities (similarities).
# Del, Deleted in HEV and HCoV.

since both HEV isolates displayed only two amino acid
substitutions compared with the Mebus strain of BCoV and
one amino acid substitution compared with the HCoV-OC43
human respiratory coronavirus, corresponding to 97 and 98 %
amino acid identities, respectively. The N protein also appeared
to be highly conserved; the only difference demonstrated
among the haemagglutinating coronaviruses studied instead
corresponded to the insertion of an additional amino acid
residue (glutamate) at position 384 of the N protein of both
HEV strains (data not shown).

The significance of specific amino acid residues for HEV
strains, in view of their virulence for pigs and their respiratory
and neurological tropism, is difficult to interpret, considering
that they are apparently distributed randomly among the
previously mentioned proteins, except for the S protein. The
51 portion of the envelope-associated S glycoprotein is known
to carry major antigenic determinants of coronaviruses that
trigger the host immune response to induce the production
of virus-neutralizing (VN) antibodies (Dea & Tijssen,
1989; Deregt & Babiuk, 1987; Vautherot et al, 1992).
Consequently, sequence differences in S1 are thought to be
responsible for many of the antigenic differences between
coronaviruses (Spaan et al., 1988). As expected, the variability
of the predicted amino acid sequence of the HEV S protein
appeared to be concentrated in the S1 region, with only

73/71% identities compared with that of the enteropathogenic
Mebus strain of BCoV and of the human HCoV-OC43
respiratory coronavirus, respectively, whereas a 97% amino
acid identity was demonstrated for the S1 portion of the S
glycoproteins of both HEV strains. As displayed in Fig. 2(b),
this variability included amino acid changes in the predicted N-
terminal signal peptide (aa 1-17) (Von Heijne, 1986) and a few
clusters of amino acid substitutions within the N-terminal
portion and the hypervariable region of S1 (aa 452-593)
(Parker et al, 1990a, b: Yoo et al., 1991). Furthermore, in
comparison with BCoV and HCoV-OC43, three specific gaps
within this hypervariable region of S1 (aa 464-469, 494—495
and 502-511) were identified for both HEV strains. The
putative N-linked glycosylation sites (NXS and NXT), identi-
fied in the S1 sequence of BCoV strains associated with
variable pathologies (Gelinas et al, 2001), appeared to be
mostly conserved in the S1 region of the HCoV-OC43
peplomeric glycoprotein, but this was not the case for either of
the HEV strains studied.

Overall, the data from sequencing analysis presented here
indicates that the 3'-terminal end of the genome of the Québec
field isolate IAF-404 of HEV appears relatively well conserved
in comparison with the reference HEV-67N strain. However,
sequences of genes encoding the four major structural proteins
revealed species specificity between haemagglutinating cor-
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onaviruses, which, for diagnostic purposes, will be useful to
distinguish among these viruses. With the potential risk of
recombination between members of the subgroup of haemag-
glutinating coronaviruses, notably at the level of subgenomic
mRNAs synthesized in the infected cells during the replication
cycle, specific and group-specific immunologic or genomic
probes are required for a definitive diagnosis and control of
possible interspecies infections. Recently, group-specific or
species-specific single and multiplex RT-PCR approaches have
been designed for the detection and differentiation of haemag-
glutinating coronaviruses (Boutin ef al., 2001). The propagation
of the Québec 1AF-404 field isolate of HEV in porcine primary
lung cells (data not shown) may allow us to study the
pathogenesis of HEV in swine with a better efficacy than with
the prototype HEV-67N strain, which has been propagated for
several passages on human and porcine primary and con-
tinuous cell cultures, resulting in the attenuation of its virulence
for pigs.
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Résumé en frangais

Les Coronavirus du 2°™ groupe antigénique possédent de hauts pourcentages
d’homologie au niveau de leurs protéines structurales et partagent des déterminants
antigéniques importants. Le diagnostic différentiel par la sérologie est a toute fin pratique
impossible d’ou la nécessité de se tourner vers d’autres méthodes. Cette étude propose
une méthode de diagnostic par multiplex RT-PCR. Le but est de pouvoir détecter la
présence spécifique de coronavirus du 2™ groupe antigénique tout en permettant de
différencier de quelle espéce il s’agit. Le multiplex RT-PCR utilise trois paires d’amorces
différentes. La premiére paire permet I’amplification d’un fragment de 406 pb dans
groupe

antigénique. La seconde paire d’amorces permet I’amplification d’un fragment de 200 pb

I’ORF de la nucléocapside qui est trés conservée chez tous les coronavirus du 2™
spécifique a la présence de I’ARN viral des Coronavirus bovin. Ces amorces sont situées
dans une région de I’ORF 4 codant pour une protéine non structurale 4.9 kDa qui est
absente dans le génome des Coronavirus hémagglutinants porcins et humains. La derniére
paire d’amorces permet ’amplification spécifique d’un fragment de 684 pb du génome
des HEVs dans la région codant pour la portion S1 de la glycoprotéine S. L’étude a
démontré que le multiplex RT-PCR est effectivement spécifique aux Coronavirus
hémagglutinants a 1’étude dans le respect de leur profil distinct d’amplification. La
spécificité a aussi été prouvée par I’analyse de séquence (Appendice C). Il a été aussi
démontré que ce test diagnostic pourrait permettre la détection d’aussi peu que 0,06
TCIDso de virus dans un échantillon. La prochaine étape est de tester des échantillons
cliniques, mais ce test sous sa forme actuelle semble constituée une alternative
intéressante aux tests conventionnels du moins pour I’identification de nouveaux virus
mutants émergeant suite a la recombinaison entre les RNAm sous-génomiques de deux de

ces virus infectant une méme cellule et pour lequel on ne connaitrait pas la pathogénie.
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Abstract.

Bovine coronavirus (BCoV), human respiratory coronavirus OC43 (HCoV-0C43)
and porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus (HEV) share antigenic
determinants in their structural proteins with high percentages of amino acid identities,
making differential diagnosis difficult. In this study, oligonucleotide primers were
designed for the development of group-specific and species-specific RT-PCR. One primer
pair allowed the amplification of a 406 bp-DNA fragment in the nucleocapsid gene of
BCoV, HCV-0C43 and HEV, and were thus designated as "group-specific" primers. The
second primer pair was BCoV specific, since it permitted the amplification of a 200 bp-
DNA fragment of ORF4 which is absent in HCoV-OC43 and HEV genomes. The third
primer set appeared to be specific to HEV since it allowed the amplification of a 684 bp-
DNA fragment of the S1 portion of HEV spike glycoprotein gene. The oligonucleotide
primers that have been designed from the specific sequence of individual
hemagglutinating coronavirus could be used with similar efficacy in single, duplex or
triplex RT-PCRs. The main advantages of the multiplex RT-PCR are an increased
specificity for individual virus and the possibility to detect potential genomic variants that
could arise following recombination between BCoV, HCoV-0OC43 and HEYV field isolates

or new established genomic variants of these viruses.

Keywords : RT-PCR, detection, differentiation, hemagglutinating coronaviruses,

recombination
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1. Introduction

Coronaviruses are important pathogens of animals and human beings and are
associated with respiratory, enteric, hepatic and/or neurological diseases, as well as
immuno-mediated diseases such as feline infectious peritonitis, and other persistent
infections (Spaan et al., 1988). The viral genome, comprised of a helicoidal nucleocapsid,
consists of a large single-stranded RNA molecule with positive polarity, of approximately
30 kb in length. It encodes for at least four structural proteins: the phosphorylated
nucleocapsid protein (N) of 50 to 60 kDa, the integral matrix glycoprotein (M) of 20 to 38
kDa, the small membrane protein of 9.5 kDa (E) and the spike (S) glycoprotein of about
200 kDa which forms long club-shaped surface projections (Dea et al., 1990; Lapps et al.,
1987; Spaan et al., 1988). Avian and mammalian coronaviruses usually fall into two
distinct and unrelated subgroups (Lai and Holmes, 2001) Two major antigenic and
genomic subgroups of mammalian coronaviruses are distinguished. The bovine
coronavirus (BCoV), human respiratory coronavirus (HCoV-0OC43), porcine
hemagglutinating encephalomyelitis virus (HEV) and mouse hepatitis virus (MHV)
belong to the subgroup of mammalian hemagglutinating coronaviruses. Members from
this subgroup possess an additional 140 kDa envelope-associated glycoprotein, the
hemagglutinin-esterase (HE), which is made of two separate 65 kDa subunits linked
together by disulfide bonds (Dea et al, 1990; Hogue and Brian, 1986). The HE
glycoprotein is associated to the hemagglutinating and receptor destroying enzyme (RDE)
activities (Vlasak et al., 1988). Recent data from the U.S.A. and UK. indicate that
coronaviruses associated with acute enteritis in turkey poults are genetically and
antigenically related to infectious bronchitis virus (IBV) of chicken but not to BCoV
(Breslin et al., 1999; Cavanagh et al., 2001; Ismail et al., 2001; Loa et al, 2000),
contrarily to Canadian and U.S. isolates characterized in the early 1990s (Dea et al., 1990;
Verbeek and Tijssen, 1991), even until very recently (Lin et al., 2002).

Except for HCoV-OC43, BCoV and a few field strains of TCoV, the viruses
belonging to this subgroup do not seem to cross-react by seroneutralisation (SN) and
hemagglutination (HA) inhibition (HAI), but all share analogous antigenic determinants

on their structural proteins (Dea et al., 1990; Spaan et al., 1988). Deduced amino acid (aa)
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sequences of HEV revealed 89/88%, 80%, 93/92% and 95/94% identities with structural
proteins HE, S, M and N of BCoV and HCoV-OC43, respectively (Sasseville et al.,
2002), whereas BCoV and HCoV-OC43 structural proteins revealed as much as 92 to
96% aa identities (Spaan et al., 1988).

With the potential risk of recombination between members of this subgroup,
notably at the level of subgenomic mRNA synthesis, specific and group specific
immunologic or genomic probes are required for a definitive diagnosis and control of
possible interspecies infections (Shockley et al., 1987). With the recent advances made in
molecular biology, new techniques have become readily available for the detection of
fastidious microorganisms. The immense potential of the PCR methodology to
specifically amplify minimal amounts of DNA is particularly appealing for the diagnosis
of viral diseases.

Amongst modifications of the classical PCR method most relevant to viral
diagnosis are nested PCR methods (Christopher-Hennings et al., 1995), multiplex PCR
methods (Caron et al., 2000; Ouardani et al., 1999), RT-PCR methods for the detection of
RNA viruses (Mardassi et al., 1994b), and quantitative PCR methods (Molitor et al.,
1991; Vezina et al., 1995).

Nested PCR methods are known to be highly sensitive and have the useful effect
of diluting possible inhibitors that can be present in the original sample. However, the
nested PCR increases the risk of template contamination when many samples are tested
(Christopher-Hennings et al., 1995). Such methods have been widely used in the last few
years with clinical specimens containing only limited amounts of viruses or bacteria
known as difficult to propagate in vitro. It is mainly recommended in cases of specimens
generally toxic for cell cultures like semen, milk, faeces and stomach contents. In pigs
and cattle, nested PCR methods are currently used on such specimens forwarded to the
diagnostic laboratory for the detection of porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (PRRSV) (Christopher-Hennings et al., 1995; Shin et al, 1997), porcine
transmissible gastroenteritis (TGEV) (Kim et al., 2000), circovirus type 2 (PCV2)
(Ouardani et al., 1999), bovine viral diarrhea virus (BVD-MD) (Rossmanith et al., 2001)
and Mycoplasma infections (Caron et al., 2000).
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Multiplex PCR or RT-PCR methods are mainly used to increase the specificity of
the amplification reaction by targeting simultaneously two different genes of a known
pathogen or different regions of a similar gene (Caron et al., 2000; Gilbert et al., 1997;
Ouardani et al., 1999). Such PCR methods have been also designed to discriminate
between viruses or etiological agents that are genetically closely related such as
mycoplasma species in swine (Caron et al, 2000), the pathogenic serotype 2 and
apathogenic serotype 1 of porcine circovirus (Larochelle et al, 1999; Ouardani et al.,
1999), the European and North American strains of porcine arterivirus (Gilbert et al.,
1997; Mardassi et al., 1994b), as well as porcine or human influenza viruses (Choi et al,
2002).

Many regions of the BCoV, HCV-0OC43 and HEV genomes may be considered
for the production of group- or species-specific genetic probes. Indeed, in addition to the
genes that encode for structural proteins, the 3’ terminal end of the coronavirus genome
contains the ORF4, which encodes non structural (ns) proteins, and ORF5. The ORF4
encodes for two putative ns proteins of 4.9 and 4.8 kDa, and ORF5 encodes for a putative
ns protein of 12.7 kDa and for the E protein. In comparison to BCoV, both European and
North American HEV strains, as well as the HCoV-0OC43, lack the ORF4 genomic region
encoding for the ns 4.8 protein, whereas their ns 4.9 kDa protein is truncated (Mounir and
Talbot, 1993a; Mounir and Talbot, 1993b; Sasseville et al., 2002; Vieler et al., 1996).
Previous investigators (Mounir and Talbot, 1993a; Mounir and Talbot, 1993b; Vieler et
al., 1996) suggested this deletion, which results in a shorter protein, to be involved in the
apparently preferential respiratory tropism of HCoV-OC43 and HEV. Interestingly, a
truncated ns 4.9 kDa protein was rather identified for respiratory BCoV isolates, as a
consequence of mutation of a single specific nucleotide giving rise to a non-sense (stop)
codon (Gélinas et al., 2001). In 1995, Vieler et al. produced a S1 probe for BCoV that
allowed the cross-hybridization to HCoV-OC43 but not to HEV-67N. Thus the genomic
relationship between HEV to BCoV and HCoV-OC43 remains to be explored (Vieler et
al, 1995). Recently, the sequence of large 3’genome segment of 8.1kb of two different
HEYV isolates, namely the prototype HEV-67N and the Quebec field IAF-404, has been
reported (Sasseville et al., 2002). Sequence comparison with BCoV and HCoV-OC43
revealed significant variations in the S1 portion of the S gene (ORF3) and in the ORF4
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that is known to encode for two small non-structural proteins of 4.9 and 4.8 kDa. These
variations allowed us to design oligonucleotide primers to develop group-specific, as well
as species-specific, single and multiplex RT-PCR for detection of mammalian

hemagglutinating coronaviruses.
2. Materials and methods
2.1. Viruses and cells

A cytopathogenic porcine coronavirus, IAF-404, was isolated in the beginning of
1999 from the brain of a paretic weaned piglet from a pig farm in Southern Quebec
having experienced a severe outbreak of vomiting and wasting disease affecting pigs of
all ages followed by neurological problems in piglets. The virus was propagated in HRT-
18G cells (kindly provided to us by J. Storz., School of veterinary medicine, Louisiana
State University) and serological identification was confirmed by hemagglutination
inhibition (HAI) and indirect immunofluorescence (IIF) (Sasseville et al., 2002). The cell
culture-adapted and attenuated Mebus strain of enteric bovine coronavirus (EBCoV) was
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC-VR874 strain, Rockville,
MD), as well as the reference porcine HEV-67N strain (ATCC-VR741), whereas the
prototype HCoV-OC43 strain of human hemagglutinating coronavirus was kindly
provided to us by PJ Talbot (INRS-Institut Armand-Frappier, Laval, Quebec, Canada).
The prototype OK-0514 strain of respiratory bovine coronavirus (RBCoV) was obtained
from J. Storz laboratory (Storz et al., 1996). The BCQ.2590 strain of EBCoV was isolated
from fecal specimens of adult cattle from a Quebec dairy farm experiencing a severe
outbreak of winter dysentery (Dea et al., 1995). The coronaviruses were propagated for
several passages in HRT-18G cells, in the presence of 10 U/ml of bovine pancreatic
trypsin to cleave the envelope-associated spike (S) glycoprotein (Abraham et al., 1990;
Dea et al., 1980), so as to obtain viral suspensions with infectious titers greater than 5 x
10° TCIDso/ml.

For the control of specificity, oligonucleotidic primers used for single or multiplex
RT-PCRs were tested for their capacity to generate amplicons from preparations of

genomic DNA or RNA extracted from gram-positive and gram-negative bacteria (kindly
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provided to us by M. Gottschalk, Faculty of Veterinary Medecine, University of
Montreal, St-Hyacinthe, Qc, Canada), Mycoplasma species and viruses commonly
colonizing the porcine and/or bovine respiratory tracts (listed in Table 3). The selected
viruses included the North American IAF-Klop strain of porcine reproductive and
respiratory syndrome virus (PRRSV), the Purdue strain of porcine transmissible
gastroenteritis virus (TGEV, ATCC VR-763), a USDA isolate of porcine respiratory
coronavirus (PRCV; kindly provided by R.D. Wesley, USDA, Ames, IA), the IAF-Q890
strain of porcine encephalomyocarditis virus (EMCV), the IAF-2897 strain of porcine
circovirus type 2, the A/HIN1/Sw/Quebec/5393/91 (swQC-91) strain and an A/H3N2
field isolate (obtained from Biovet inc., Minn.) of swine influenza virus, the Colorado
strain of bovine herpes type 1 virus, the New York strain of bovine viral diarrhea type 1
virus and a Quebec field isolate of bovine parainfluenza type 3 virus. The origins,
cultivation and purification procedures for these viruses isolated from pigs and cattle with
respiratory symptoms have been described elsewhere (Dea et al., 1991; Dea et al., 1990;
Elazhary et al., 1984; Mardassi et al., 1994a; Ouardani et al., 1999; Rekik and Dea, 1994;
Sasseville et al., 2002). The strains PRRSV IAF-Klop, PCV2 IAF-2897 and Mycoplasma
hyopneumoniae have been used as positive RNA or DNA extraction control and were
also tested for specific amplification in PCR (Caron et al., 2000; Mardassi et al., 1994b;
Ouardani et al., 1999).

2.2. Oligonucleotide primers

The oligonucleotide primers were designed according to the cDNA sequence of
the Mebus strain of BCoV (EMBL/Gen Bank accession No M31053, M30612 and
M76372) and our own cDNA sequences from HEV-67N and IAF-404 (No AY078417
and AF481863). Primers designation, sequences and sizes of the expected amplicons
generated with different hemagglutinating coronaviruses are depicted in Table 1.
Sequence analyses for the selection of primers were performed using the Gene Works 2.2
(IntelliGenetics Inc., Mountain View, California.) sequence analysis program. The
oligonucleotide primers were synthesized in an automated Gene assembler DNA

synthesizer (Pharmacia LKB).
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2.3. Group-specific and Species-specific RT-PCR

Purified extracellular viruses, from infected clarified supernatant of a 75 cm?-
plastic tissue culture flask, were obtained following isopycnic ultracentrifugation onto
sucrose cushion (Dea et al., 1989). Genomic RNA was extracted from the sucrose pellet
using the TriPure commercial extraction kit (Roche, Laval, Que.). RT reaction mixture
consisted of 1/5 (5ul) of extracted RNA added to 50 pmol of downstream primer (Table
1) and 3 ul of DEPC-treated water. The tubes were heated 10 min at 70 °C and placed on
ice 3 min before adding 10 pl of RT reaction solution containing 20 mM of dNTPs, 15
units of RNAguard™ (AmershamPharmacia) and 200 units of M-MLV reverse
transcriptase (Gibco BRL). All samples were incubated 1hr at 42 °C, then 5 min at 95 °C
for denaturation, and finally chilled on ice for 10min. Two ul of this cDNA preparation
were added to the first PCR mixture containing 20 mM of dNTPs and 50 pmol of sense
and antisense primers, adjusted to 80 pl with ddH,0 before adding 20 pl of the second
PCR mixture. The latter contained 2.5 units of TAQ DNA Polymerase (Gibco BRL) and
5 pl of 50 mM MgCl,. DNA amplification, using Engine thermocycler (model PT-100
with hot bonnet; MJ Research), was performed according to the following conditions; a
preliminary denaturation step of 5 minutes at 94 °C was followed by 35 cycles which
included a first step of denaturation at 94°C for 30 sec, a second step of annealing at 58°C
for 30 sec and a final step of elongation period at 72°C for 45 sec. Aliquots of 10 pl of the

PCR amplified products were analyzed by 2% agarose gel electrophoresis.
2.4. Multiplex RT-PCR

The mRT-PCR conditions were essentially identical to those of the single RT-
PCR, except that 25 pmol of BCoV.N.498 AS, BCoV.6509.4.9.AS and 3’SIHEV.AS
were added simultaneously. As in the single PCR, 2 ul of cDNA were added to the first
PCR mixture containing 50 pmol of both species-specific BCoV 4.9 and S1 HEV primer
pairs, compared to only 25 pmol of group-specific N primers (Table 1). Finally, each
PCR product resulting from the mRT-PCR for BCoV Mebus strain, HEV IAF-404 and
HCoV-OC43 were purified by gel extraction (Qiaquick gel extraction kit, Qiagen) for

sequencing analysis.
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2.5. Sensitivity test for single RT-PCR and mRT-PCR

To determine the sensitivity, single RT-PCR and mRT-PCR were performed using
specimens that consisted of genomic RNA extracted from 200 ul of serial tenfold
dilutions of clarified supernatant fluids from BCoV (Mebus strain) or HEV (IAF-404
strain) infected-HRT-18G cell monolayers. The analytic sensitivities of the RT-PCR
methods were determined by considering that the highest positive dilution of the viral
suspensions represents the limit of detection. The infectivity titers of undiluted clarified
viral suspensions were determined as 10”? TCIDs¢/ml and 107 TCIDsp/ml for BCoV and

HEYV, respectively.
3. Results
3.1 Selection of primer sets by single RT-PCR

The group-specific primers were selected within the N gene because it is highly
conserved amongst members of the subgroup of hemagglutinating coronaviruses (Spaan
et al., 1988). As depicted in Fig. 1, these primers were able to amplify a 407 bp DNA
fragment from the N gene of all hemagglutinating coronaviruses studied (A). In contrast,
primers overlapping the genomic region encoding for the 4.9 ns protein allowed the
amplification of a 200 bp DNA amplicon only with BCoV isolates (B) and the primer
pairs designed from the nt sequence of the S1 portion of the HEV S gene yielded a 684 bp
DNA fragment only with both strains of HEV (C). These results gave rise to the
parameters for a differential multiplex RT-PCR.

3.2. Development of multiplex RT-PCR

As shown in Fig 2, different multiplex amplification profiles were obtained for
individual hemagglutinating coronaviruses. For all these viruses the 407 bp DNA
fragment of the N gene could be amplified. Simultaneous amplification of the 200 bp
DNA fragment of the ns 4.9 gene was observed only with BCoV strain, whereas the 684
bp DNA fragment of the S1 portion of the S gene was co-amplified only with HEV
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isolates. In the case of HCoV-0C43, under the same mRT-PCR conditions, only the N
fragment could be amplified even if the reaction mixture also contained the ns 4.9 kDa
and S1 primer pairs. Furthermore, the sequence analysis of each mRT-PCR products from
Mebus BCoV, HEV IAF-404 and HCoV-OC43 strains revealed that the described

primers were targeted specifically to their corresponding regions (Data not shown).
3.3. Sensitivity of viral RNA detection by multiplex RT-PCR.

The group-specific primers, selected within cDNA corresponding to N protein,
allowed the detection of 0.06 TCIDs, of virus, corresponding to the 10 dilution of
clarified supernatant fluid of HRT-18G cells infected with the EBCoV Mebus isolate (see
Fig. 3). The same result could be observed for the detection of the 200 bp DNA fragment
from the ns 4.9 gene fragment (BCoV-specific). With the HEV-infected supernatant fluid,
S1 specific primers permitted the amplification of the expected 684 bp DNA fragment in

a 10” viral dilution corresponding to a sensitivity of 120 TCIDs,.
3.4. Specificity of oligonucleotide primers for hemagglutinating coronaviruses

The positive RNA or DNA extraction control (PRRSV IAF-Klop, PCV2 IAF-
2897 and Mycoplasma hyopneumoniae) had a positive reaction for their specific PCR
amplification (Data not shown) but no reactivity was obtained by single PCR or RT-PCR
with any of the primer sets, designed such as to allow universal or species-specific
detection of hemagglutinating coronaviruses, when tested with DNA or RNA of other
viruses known to be responsible of respiratory disorders in pigs and cattle. Similarly, no
reactivity could be obtained with genomic DNA extracted from gram-positive and gram-
negative bacteria as well as Mycoplasma species commonly colonizing the porcine and/or

bovine respiratory tracts (Table 2).
4, Discussion

In the present study, a multiplex RT-PCR approach was developed for the

identification and differentiation of hemagglutinating coronaviruses that have been
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classified within the second antigenic subgroup of the family Coronaviridae (Dea et al.,
1990; Spaan et al, 1988). Contrarily to mammalian coronaviruses and avian
coronaviruses classified respectively in the subgroups one and three, and that only show
partial antigenic cross-reactivity with other members of their subgroup, the
hemagglutinating coronaviruses studied can hardly be distinguished by serological tests
using polyclonal species-specific antisera (Dea et al., 1990; Spaan et al., 1988). In fact,
the hemagglutinating coronaviruses of this distinct subgroup share unique properties
which other coronaviruses lack such as the presence of a second type of surface
projection made of an additional glycoprotein, designated as the HE protein, which has
been clearly associated to their HA, acetyl-esterase and receptor destroying enzyme
activities (Dea et al., 1990; Hogue and Brian, 1986; Vlasak et al., 1988). These
coronaviruses, mainly HEV, BCoV, HCoV and a few isolates of TCoV also share
analogous antigenic determinants located on each of their structural proteins, although
they can be distinguished by hemagglutination-inhibition and seroneutralization (Dea et
al., 1990; Shockley et al., 1987; Spaan et al., 1988).

Previous investigators demonstrated that cloned cDNAs corresponding to the N
and M protein encoding genes of TGEV and BCoV could be used as hybridization probes
to identify coronaviruses antigenically closely related to the parental virus but not to
coronaviruses of other antigenic subgroups, therefore confirming the analogy that exists
between the genomic and antigenic classification of coronaviruses (Shockley et al., 1987;
Verbeek et al., 1990). As for HEV and TGEV, two antigenically-related coronaviruses
responsible for endemic infections in pigs, the analogous human respiratory HCoV-229E
and HCoV-OC43 are diagnosed in clinical specimens by RT-PCR using distinct primers
corresponding to the N and M genes, followed by molecular hybridization of the PCR
product with a specific probe recognizing either HCoV-229E or HCoV-OC43. These
species-specific probes allow both a control of the specificity and an increase of the RT-
PCR sensitivity in the range of 0.05 TCIDso for HCoV-229E and 0.01 TCIDs, for HCoV-
OC43, respectively (Vabret et al., 2001). In these previous reports, primers allowing
amplification and distinction of both human and porcine coronaviruses were chosen in the
N and M genes since they respectively encode for the more conserved proteins, among

viruses from the same subgroup, and more abundant structural proteins synthesized in the
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infected cells, which also contain large amounts of the corresponding mRNAs (Spaan et
al., 1988).

Oligonucleotide primers selected and retained as universal primers for the
detection of the above mentionned hemagglutinating coronaviruses were also designed
from the N gene since viruses from this subgroup, including EBCoV (neonatal calf
diarrhea, winter dysentery in adult cattle) and RBCoV isolates, display 96% to 99%
amino acid (aa) identities when compared to each other (Sasseville et al., 2002), but less
than 35% to 65% aa identities when compared to coronaviruses of the two other
subgroups (Abraham et al., 1990; Lapps et al., 1987; Spaan et al., 1988; Verbeek and
Tijssen, 1991). Interestingly, the sensitivity of the single RT-PCR with those universal
primers was estimated to 0.06 TCIDso thus within the range as that previously reported by
others following an additional hybridization step with a non-radioactive N probe (Vabret
et al., 2001; Verbeek and Tijssen, 1991) to detect the RT-PCR products. Furthermore, the
single PCR reactions with those universal primers were found to be highly specific to the
hemagglutinating coronaviruses, as no reactivity was observed with genomic DNA or
RNA extracted from bacteria, mycoplasmas and DNA or RNA viruses commonly
associated with respiratory diseases in pigs and cattle.

To genetically differentiate HEV from BCoV and HCoV, targeting the HE, N, M
and E encoded genes was irrelevant because of the very high percentages of aa identities
(>90-100%) that exist for the analogous proteins in the same subgroup members. Indeed,
only point mutations or randomly distributed nt or aa substitutions could be identified
amongst sequences of those structural genes (Gélinas et al., 2001; Sasseville et al., 2002;
Zhang et al,, 1992). However, HEV specific primers could be designed from the S1 nt
sequences for which percentages of aa identities in the range of 80% were previously
reported by comparison of HEV isolates to the reference Mebus strain of EBCoV and to
HCoV-0C43 (Mounir and Talbot, 1993b; Sasseville et al., 2002). As expected, variations
of the predicted aa sequence of the HEV S protein appeared to be concentrated in the S1
moieties with only 73/71% identities with that of BCoV and HCoV-OC43, more precisely
in the portion extending from aa469 to aa593 corresponding to the hypervariable region
of S1 (Parker and Buchmeier, 1990; Rekik and Dea, 1994; Yoo et al., 1991). However,

the described HEV-specific primers were apparently 2000 times less sensitive than the
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used group-specific primers. Nevertheless, the use of the HEV-specific primer set still
remains interesting because of its ability to detect at least 120 TCIDsy.

Finally, to differentiate HEV and HCoV-OC43 isolates from BCoV, primers were
designed from the nt sequence of the Mebus strain of BCoV in the ORF4 genomic region.
This region, located immediately downstream of the S gene, encodes for two small non-
structural proteins of BCoV designated ns 4.8 and ns 4.9. These proteins are respectively
deleted and truncated in both HEV and HCoV-0C43 genomes, thus resulting in distinct
amplification profiles for these hemagglutinating coronaviruses with an apparently
preferential respiratory tropism (Mounir and Talbot, 1993a; Mounir and Talbot, 1993b;
Sasseville et al., 2002; Vieler et al., 1996), an assumption also plausible in the case of
RBCoV isolates (Gélinas et al., 2001). The sensitivity of the viral detection with BCoV
4.9 primers was evaluated at 0.06 TCIDsy, as observed for PCR using the universal
primers.

All these oligonucleotide primers were designed from the specific sequences of
individual hemagglutinating coronaviruses and could be used with similar efficiency in
single, duplex or triplex RT-PCR (data not shown). However, the main advantages of the
multiplex RT-PCR in comparison with single RT-PCR are thought to be an increased
specificity for individual virus and the possibility to detect new established genomic
variants of BCoV and HEYV field isolates, as well as potential genomic variants that could
arise following recombination between both viruses. Indeed, homologous RNA
recombination has been demonstrated for coronaviruses (Lai et al., 1985). During a mixed
infection of two MHYV strains, in vitro or in vivo, RNA recombination occured at high
frequencies (Lai et al.,, 1985; Makino et al., 1986). The frequency of recombination for
the entire MHV genome has been estimated to be 25% (Baric et al., 1990). At present, it
is not known how widespread homologous RNA recombination is among other
coronaviruses, except for IBV in avian species (Kusters et al., 1990). Moreover, although
coronavirus RNA recombination was first thought to take place at certain "hot spots"
(Banner et al., 1990), it was later recognized that recombination is almost random and
that these previously identified "hot spots” resulted from selection of recombinant viruses

by a copy-choice mechanism (Liao and Lai, 1992).
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It is also of great interest that data from a recent sequencing study demonstrated
that porcine HEV remains genetically stable since its first isolation in North America in
1962 (Sasseville et al., 2002). However, it is noteworthy that the sequenced genomic
region does not represent more than 30-40% of the complete genome. The remaining 60
to 70% of the genome encodes for the RNA-dependent RNA-polymerase and other
enzymes associated with virus replication. It would also be of interest to test swine
specimens from pigsties built on sites of previous dairy farms or located in regions with
extensive bovine production for possible isolation of new variants or mutants emerging
from a possible RNA recombination mechanism involving HEV and BCoV with non-
predictable pathogenesis for both species, and possibly humans. The reactivity of human
specimens to HEV Sl-specific primers, as well as the reactivity of porcine clinical
specimens to BCoV and HCoV-OC43-specific primers, or immunologic probes such as
monoclonal antibodies, should also be investigated considering the possibilities of RNA
recombination between these closely related coronaviruses. The molecular approach
described in the present report must be considered as one of the possibilities that could

permit detection of such mutants and identification of the parental coronavirus involved.
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Table 1

Primers designed for RT-PCR of hemagglutinating coronaviruses

Primers Sequence Length Expected RT-PCR results
(5°-3") (bp) (R-E)BCoV  HEV  HCoV-0OC43

BCoV.N.92.8* GCCGATCAGTCCACCAATC 406 + + +
BCoV.N.498.AS* AGAATGTCAGCCGGGGTAT
BCoV.6309.4.9.S  GACCCATTGAGGTCGAGCAT 200 + - -
BCoV.6509.4.9.AS CCAGTGGTGCTAGTGTCAATAC
5’S1.HEV.S CCGTTTCTTCGCCTCTT 684 - + -
3’S1.HEV.AS CTCCAGCCTAGAAGCC

* From Tsunemitsu et al., 1994



Table 2

Microorganisms used for testing the specificity of group- and species-specific primers
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Viruses and bacteria sp | Strain Titer PCR amplification with primers for
TCIDso/ml | 2% oroup N | BCoV 4.9 | HEV S1
Swine viruses
PRRSV IAF-Klop 10 *° - - -
TGEV Purdue 10 °® - - -
PRCV Wesley 10°7 - - -
PPV NADL 11 10 > - - -
EMC IAF-Qc890 10 °4 - - -
Influenza virus HIN1 A/SW/Qc91 10° - - -
Influenza virus H3IN2 | A/SW/Minn 2000 10°7° - - -
PCV type 2 PMWS; IAF-2897 10 &7 - - -
HEV IAF- 404 10 7° + - +
Bovine viruses
BVDV ATCC VR-534 10 °* - - -
IBR ATCC VR-864 10 "7 - - -
PI3 ATCC VR-281 10 ! - - -
EBCoV ATCC VR-874 10 " + + -

Bacteria sp

Escherichia coli

K99 09:K30:F5

Escherichia coli

K88 0149:K91:F4

Streptococcus suis

R735 serotype 2

Haemophilus parasuis | SW114 serotype3 - - - -

Actinobacillus 4074 serotype 1 - - - -
leuropneumoniae

Actinobacillus 81-750 serotype 5 - - - -
leuropneumoniae

Bordetella ATCC-19345 - - - -

bronchiseptica

Pasteurella multocida | ATCC-12948 - - - -

Mycoplasma ATCC-25934 - - - -

hyopneumoniae

Mpycoplasma hyorhinis | ATCC-17981 - - - -

Mycoplama bovis ATCC-25523 - - - -
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Fig. 1 Electrophoretic profiles of BCoV, HCoV-OC43 and HEV gene fragments
amplified by single RT-PCR A, Reactivity of N-group-specific primers (406 bp); B,
Reactivity of BCoV specific primers, directed to ORF4 (200 bp); C, Reactivity of HEV-
specific primers, directed to S1 portion of S gene (684 bp); L, molecular weight marker (1
kb* DNA ladder, Invitrogen); 1, Negative control (H,0); 2, Cellular control (HRT-18); 3,
Purified virus BCoV VR874; 4, Purified virus BCQ WD2590; 5, Purified virus RBCoV
OK-514; 6, Purified virus HEV 67N; 7, Purified virus HEV IAF-404; 8, Purified virus
HCoV-0C43.
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Fig. 2 Electrophoretic profiles of BCoV, HCoV-OC43 and HEV gene fragments
amplified by multiplex RT-PCR A, single PCR product of HCoV-OC43 with N primers
(406 bp); B, Single PCR product of VR-874 with 4.9 primers (200 bp); C, single PCR
product of HEV 67N with S1 primers (684 bp); L, molecular weight marker (1 kb* DNA
ladder, Invitrogen); 1, Negative control (H;0); 2, Cellular control (HRT-18); 3, Purified
virus BCoV VR874; 4, Purified virus BCQ WD2590; 5, Purified virus RBCoV OK-514;
6, Purified virus HEV 67N; 7, Purified virus HEV IAF-404; 8, Purified virus HCoV-
0C43.
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Fig. 3 Electrophoretic profiles of ten-fold dilution of HEV and BCoV viral supernatant
amplified by multiplex PCR. A, Multiplex RT-PCR for HEV IAF-404 viral supernatant;
B, Multiplex RT-PCR for HEV 1AF-404 viral supernatant; L, molecular wei ght marker (1
kb* DNA ladder, Invitrogen); 1, Negative control (H,0); 2, Undiluted viral supernatant;
3, dilution 10"; 4, dilution 102 5, dilution 102; 6, dilution 10 7, dilution 107 8,
dilution 10%; 9, dilution 107
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Résumé en francgais

En 1998 et en 1999, il y eu de sévéres manifestations cliniques de symptomes liés 4 une
infection par le virus HEV dans les fermes du Québec et de I’Ontario. Les porcelets
infectés manifestaient des désordres du systéme nerveux central, majoritairement une
paralysie des membres postérieurs, et les taux de mortalité s’approchaient de 100%. La
souche IAF-404 fut isolée, a partir d’'un cerveau de porcelet infecté, sur une lignée
cellulaire d’adénocarcinome rectal humain (HRT-18). Cet isolat, qui provoque la
formation de larges syncytia, fut identifié comme un coronavirus HEV par une réaction
positive en immunofluorescence indirecte (IFI) avec un anti-sérum de lapin dirigé contre
la souche de référence HEV 67N. La séquence des génes codant pour des protéines
structurales permit de confirmer la filiation avec la souche HEV 67N. Cet article présente
I’isolement de HEV 1AF-404 ainsi que les activités biologiques des virus HEV IAF-404
et 67N. De plus, des études sérologiques effectuées avec des anticorps monoclonaux
dirigé contre la protéine N de la souche prototype HEV 67N et contre les glycoprotéines
S et HE de la souche IAF-404 sont présentées. L’isolat IAF-404 posséde les activités
acétyl-estérase d’hémagglutination et de destruction enzymatique du récepteur alors que
cette derniére activité n’est pas observée avec la souche 67N. Parmi les AcMo étudiés, 1
anti-N, 1 anti-HE et 9 anti-S ont réagi spécifique en IFI contre les deux souches de HEV
alors qu’un seul anti-HE a réagi contre la souche IAF-404 seulement. Un anti-HE et un
anti-S possédaient la capacité d’inhiber I’hémagglutination de la souche 1IAF-404 et 6
AcMo anti-S ont permis la séroneutralisation de cette méme souche. 1l n’existe pas encore
de vaccin commercial contre le HEV, mais les résultats obtenus au cours de cette étude
constituent une premiére étape pour la détermination des épitopes impliqués dans

I’infection virale de I’h6te et dans les mécanismes d’évasion du systéme immunitaire.
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From fall 1998 to fall 1999, several clinical manifestations suggestive of
porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus (HEV) infections have been
reported in Quebec and Ontario. Some newborn piglets were affected by the
vomiting and wasting form of the disease. Further, in all cases early weaned pigs (2
to 5%) manifested clinical signs of CNS involvement, mainly a posterior paralysis,
with mortality that reached 100%. A cytopathic coronavirus, serologically identified
as HEV-1AF-404, was isolated in HRT-18 cells from the brain of a paretic weaned
piglet. Identification was confirmed by indirect immunofluorescence (ITF) using a
reference rabbit anti-HEV-67N hyperimmune serum. The HEV-IAF-404 displayed
hemagglutinating, acetyl esterase and RDE activities. The deduced amino acid (aa)
sequences of both HEV isolates revealed 89/88%, 80/80%, 93/92% and 95/94%
identities within structural proteins HE, S, M and N of bovine (BCoV) and human
respiratory (HCoV-OC43) coronaviruses, respectively. Major variations were
observed in the S1 portion of S protein of both HEV strains with only 73/71% aa
homologies with that of the two other hemagglutinating coronaviruses. Hybridoma
cell lines, producing monoclonal antibodies (MAbs) to the nucleophosphoprotein
(N), the typical peplomeric glycoprotein (S) or the hemagglutinin-esterase (HE) of
HEV were generated. Eleven anti-N, twelve anti-S and three anti-HE MAbs
appeared to be directed either against species-specific or antigenic-group
determinants. Six of the anti-S MAbs were able to seroneutralize the IAF-404, and
one anti-HE and one anti-S were able to inhibit the IAF-404 hemagglutinating
activity. Species-specific anti HEV-N (1), anti HEV-S (9) and anti HEV-HE 2)
MAbs failed to cross-react with BCoV and HCoV-OC43.
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Porcine hemagglutinating encephalomyelitis virus (HEV) was first isolated in
Canada in the early 60's (19), and later classified as a coronavirus on the basis of its
morphological and biochemical characteristics (36, 47). As for other members of
Coronaviridae family, porcine HEV comprises a large positive single-stranded RNA
virus that is mostly spherical in shape, enveloped, and displays long club-shaped surface
projections. The virions have a total diameter ranging between 120 to 150 nm, possess a
helical nucleocapsid and are made of 5 structural proteins, amongst which 4 are present in
all coronaviruses: the phosphorylated nucleocapsid protein (N) of 50 to 55 kDa, the spike
(S) glycoprotein of 180 kDa which forms the typical surface projections, the matrix
glycoprotein (M) of 30 to 32 kDa, and the small membrane protein (E) of 9.5 kDa (6, 56).
The S glycoprotein of some group II and III coronaviruses can be cleaved near the center
by trypsin-like proteases to form two polypeptides that remain associated with the
oligomeric spike (1, 17). As antigenically related hemagglutinating coronaviruses,
including bovine coronavirus (BCoV), human respiratory coronavirus HCoV-OC43 and
some North American isolates of turkey-origin coronaviruses (TCoV), the porcine HEV
possesses an additional 130 kDa envelope-associated glycoprotein, the hemagglutinin-
esterase (HE), which is made of two 60-65 kDa-subunits linked together by disulfide
bonds (6, 14, 21, 24, 33). The HE is associated to granular projections located near the
base of the typical large bulbous peplomers, and like the S glycoprotein, it possesses
antigenic determinants that trigger the immune response for the production of antibodies
that neutralize viral infectivity and inhibit hemagglutinating activity (HA) (14, 16, 37,
60). The HE is also associated with HA, acetyl-esterase (AE) and receptor destroying
enzyme (RDE) activities (44, 64).

The HEV infection is naturally restricted to swine species, but the virus can
experimentally infect mice (68). Two clinical syndromes are associated with HEV
infection in pigs: an acute, clinically apparent encephalomyelitis and the vomiting and
wasting disease (VWD) (7, 46). All degrees of severity may occur for both syndromes
that exhibit many signs in common. The mode of transmission is probably through nasal

secretions. The primary viral replication occurs in the epithelial cells of the upper
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respiratory tract and then, the virus spreads via the peripheral nerves to the central

nervous system (CNS) (3).

HEYV infection is believed to be widespread in many pig producing countries as a
sub-clinical condition. However, from fall 1998 to fall 1999, several clinical
manifestations suggestive of HEV infections have been reported in Quebec and possibly
in Ontario. A cytopathogenic coronavirus, HEV-IAF-404, was isolated from the brain of
a paretic weaned piglet and cultivated in human rectal tumor cells. The sequence analysis
of the 3' terminal region of the genome of both HEV strains was described previously
(53) and showed that this porcine coronavirus remained antigenically and genetically
stable since its isolation from North American pig herds in the early 70's. The (EMBL:
GenBank: DDBJ) nucleotide sequences accession numbers that have been assigned to the
HE to N genomic regions are: AY078417 for the HEV-67N strain and AF481863 for the
Quebec HEV field isolate 1AF-404. Deduced amino acid (aa) sequences of both HEV
strains revealed 89/88%, 80/80%, 93/92% and 95/94% identities with structural proteins
HE, S, M and N of bovine (BCoV) and human respiratory (HCoV-0C43) coronaviruses,
respectively (Fig. 1). Major variations were observed in the S1 portion of S protein of
both HEV strains with only 73/71% aa homologies with that of the two other
hemagglutinating coronaviruses. This report describes the clinical and pathological
findings associated with these recent outbreaks of encephalitis in unweaned and weaned
piglets, as well as the biological and molecular characteristics of the HEV isolate
involved. It also describes the reactivity of monoclonal antibodies (MAbs) directed
against the N, HE or S protein of HEV viruses to establish correlation between sequence
differences amongst coronaviral strains and their biological activity and antigenic

characteristics.
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MATERIALS AND METHODS

Viruses and cells. To isolate the cytopathogenic coronavirus, IAF-404, clarified brain
homogenate of a paretic weaned piglet was prepared in RPMI 1640 medium
supplemented with antibiotics and used to inoculate human rectal adenocarcinoma HRT-
18 cells. The prototype 67N strain of HEV (VR 741) and the Mebus strain of BCoV (VR
874) were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD).
The HCoV-0OC43 virus was kindly provided to us by P.J. Talbot, INRS-Institut Armand-
Frappier, Laval, Québec, Canada. The Quebec Winter dysentery BCoV strain BCQ-2590
has been described previously (12). The prototype OK-0514 strain of the respiratory
BCoV (RBCoV) was kindly provided to us by J. Storz, Louisiana State University (57).
All viruses were propagated in HRT-18 and/or HRT-18G cells, a cell line derived from
HRT-18 cells and also provided to us by J. Storz (57). For some of them, the propagation
was done in the presence of 10 U/ml of bovine crystallized trypsin into the maintenance
medium (13, 14). When needed, extracellular viral particles were concentrated and semi-
purified by ultracentrifugation onto a 30% sucrose cushion, following three freeze and

thaw cycles and clarification of the infected culture media (14).

Negatively stained electron microscopy. Aliquots of supernatant fluids from
infected-HRT-18G cells were spotted on formvar-carbon-coated grids, then stained
negatively with 3% sodium phosphotungstate in 0,01M PBS, pH 7.0, as previously
described (14).

Antibodies and indirect immunofluorescence (IIF). Monoclonal antibodies (MAbs)
were obtained following fusion experiments of SP2/0 cell line with splenocytes from
Balb/c mice immunized with the concentrated and purified prototype 67N strain of HEV,
as previously described (14). As an alternative, mice were sensitized by intra-peritoneal
injection of an enriched peplomeric fraction which was obtained following N-octyl-
glucoside-treatment of the purified virion of HEV-IAF-404 to solubilize the components
of the lipid envelope (38). A rabbit hyperimmune serum was also produced against the

HEV-67N strain whole virion following standard immunization protocol (11).
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HEV-, HCoV-0C43-, or BCoV-infected HRT-18G cells in 96-well plates were
processed for IIF 2 to 7 days post-infection (pi) or until the appearance of a cytopathic
effect (CPE). Infected monolayers were washed twice with ice-cold PBS, fixed with cold
acetone (80% acetone prepared in PBS) for 20 min at 4°C, rinsed twice with ice-cold
PBS, air-dried and stored at -20°C until use. Fixed monolayers were rehydrated with PBS,
incubated with anti-HEV antibodies 45 min at room temperature, and washed three times
with PBS before being incubated for 45 min with FITC-conjugated goat anti-rabbit or
anti-mouse IgG diluted 1:50 in PBS. The fluorescence was observed under an UV

microscope (Leyca, Leitz Wetzlar, Germany).

Serological tests and biological activities. Hemagglutination (HA) of rat erythrocytes
(0.4% suspension) at 4°C and 37°C, and hemagglutination inhibition (HAI) were
performed, as previously described (13). The HA titers were determined as the reciprocal
of highest dilutions of clarified supernatant fluids showing complete agglutination of the
rat erythrocytes. The HAI titers were expressed as the reciprocal of highest serum or

hybridoma supernatant dilution that inhibits 8 HA units of the virus preparation.

The receptor destroying enzyme (RDE) activity was also determined as described
elsewhere (58). After incubation at 4°C for 2 h, the HA microtiter plates were shifted to
37°C for 1 h, leading to activation of the enzyme activity and elution of the viral particles
from the surface of the erythrocytes (64). The RDE activity was expressed as the ratio of
the HA titer at 4°C to that obtained at 37°C.

The Acetyl-esterase activities (AE) associated with the HE glycoprotein of both
HEV viruses were determined by incubating aliquots (15 pl) of purified viral
preparations, in the presence of 1mM p-nitrophenyl acetate (PNPA). Hydrolysis of the
substrate, following an incubation of 5 min at room T°, was monitored by determining the

optical density at a wavelength of 405 nm (44).
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The seroneutralisation (SN) test were considered as positive when the highest
hydridoma supernatant dilution that inhibits viral infection of 100 TCIDsy of HEV IAF-
404 was higher or equal to 1/32.

Protein extraction for SDS-PAGE and Western blot analyses. Triton X-100 (0.1%)
treated viral proteins from concentrated and semi-purified extracellular virions obtained
following ultracentrifugation through a 30% sucrose cushion were separated by SDS-
PAGE in non-reducing conditions as described (7). The electrophoretic transfer of
proteins onto nitrocellulose sheets (0.45um) was done overnight at 80 mA. The
membranes were saturated with the SuperBlock® (PBS) Blocking Buffer (Pierce,
Rockford, IL) for 40 min and incubated in clarified supernatant fluid of secreting anti-
HEV hybridoma cells (1/25 dilution for 3D8-2J and 1/1000 for 6F9-D6) or 1/5000 for
4E11-3 ascitic fluid for 1 h at room temperature. The second antibody was HRP-
conjugated goat anti-mouse IgG (1/50,000 dilution). The immune complexes were

revealed by the SuperSignal® Western Blotting reagent (Pierce, Rockford, IL).
RESULTS

Clinical and pathological findings. Two clinical manifestations of HEV infection
were observed in a farming unit of 650 sows farrow-to-finish operation with a
postweaning unit of 2000 piglets on the same farm in Southern Quebec, Canada. Some of
the newborn piglets showed the vomiting and wasting form of the disease, but in all cases
early weaned pigs (2 to 5%) manifested clinical signs of CNS involvement, mainly a
posterior paralysis, with mortality that averaged 100 %. Two paretic weaned piglets were
submitted for necropsy. Bacteriological cultures of the brain, lungs, liver, kidneys and
spleen of the two pigs were unremarkable. Polymerase chain reaction for PRRS virus
detection, using 1008-1009 primers (35), was performed on brain tissues and repeated on
a pool of lungs and spleen tissues from both piglets; the results were negative. However,
antibody titers that varied between 1/80 and 1/320 against HEV were obtained by HAI
tests in the two necropsied piglets’ sera. Anti-HEV antibody titers of 1/320 were obtained
for the same sera by IIF test using HEV-67N-infected HRT-18 cells.
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At histopathology, perivascular mononuclear cell cuffs, and focal gliosis were
observed in the brain and spinal cord neuropil with minimal occasional malacia and

spongiosis.

Cell culture isolation and virological findings. A cytopathogenic coronavirus, IAF-
404, was isolated on HRT-18 cells from brain homogenate of a paretic weaned piglet. The
Quebéc recent HEV field isolate, as well as the reference strain HEV-67N (ATCC
VR741) could be serially propagated on this permissive cell line in the presence and in
the absence of bovine pancreatic trypsin (10U/ml). The IAF-404 isolate induced a
recognizable CPE on the HRT-18G cells characterized by the appearance of
multinucleated giant cells (syncytia) (Fig. 2a), as observed also with the reference HEV-
67N strain (not shown). The syncytia were usually apparent within the first 24-h post-
infection (pi) with maximal CPE being reached by 96-h pi. The CPE usually progressed
until complete destruction of the cell monolayers. Viral antigens in the cytoplasm of
infected cells could be demonstrated by IIF following incubation with a rabbit
hyperimmune anti-HEV serum prepared against the prototype 67N strain of HEV (not
shown). A similar fluorescent-labeling pattern was also observed by IIF using a pool of
ascitic fluids containing anti-HEV MAbs (Fig. 2b). Most of these MAbs, which appeared
to be directed against the N protein of HEV-67N by western blotting, were obtained from
previous fusion experiments. Enveloped viral particles, mostly spherical in shape,
surrounded by a double fringe of surface projections, with a total diameter ranging from
68 to 160 nm were observed by negatively-stained electron microscopy of supernatant
fluids of HRT-18G cells infected by the HEV-IAF-404 virus (Fig. 2c). Most particles
were centrally depressed (dark staining center) and displayed two types of surface
projections, a characteristic of hemagglutinating coronaviruses (56). The large bulbous or
club-shape surface projections, 12-20 nm long and which were larger in diameter in their
distal end than at the site of attachment to the virion, could easily be defined. The
additional shorter granular projections made of the HE glycoprotein could also be
distinguished, particularly on those viral particles that had lost their more typical corona

radiations during processing of the specimens.
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Biological activities of isolate IAF-404. The Quebec IAF-404 strain of HEV
displayed HA, AE and RDE activities. This latter activity could not be demonstrated with
the reference HEV-67N strain. Data relative to these activities have been summarized in
Tables 1 and 2. The HA activity of the IAF-404 strain decreased with the number of
passages in cell cultures. From 4 to 6 passages, it became equivalent to the HA activity of
the prototype strain HEV-67N. This decrease in the HA activity of the HEV-IAF-404
isolate could be related to viral adaptation in cell cultures. Although its RDE activity also
decreased, it was still present after 8 passages in cell cultures. There was no significant

difference between the AE activity of the two HEV isolates.

Antigenic relationship to other hemagglutinating coronaviruses. Hybridoma cell
lines producing MAbs to the N, HE, and peplomeric glycoprotein (S) of HEV were
obtained and cloned following fusion experiments with spleen cells from Balb/c mice as
described in materials and methods. The polypeptide specificity of these MAbs was
determined by Western blotting using Triton X-100 treated concentrated and semi-
purified extracellular virions obtained following ultracentrifugation through a 30%
sucrose cushion (Fig. 3). These MAbs were also tested by IIF using HRT-18 or HRT18G
cells infected with six different hemagglutinating coronaviruses. The results of these
analyses are showed in Table 3. Eleven anti-N, twelve anti-S and three anti-HE MAbs, of
the IgG1 and IgG2a or IgG2b isotype, appeared to be directed against either species-
specific or group-antigenic determinants. Species-specific anti-N (1), anti-S (9) and anti-
HE (2) MADs failed to cross-react with BCoV, either enteropathogenic or respiratory
strains, and HCoV-OC43 (Table 3). Furthermore, three MAbs demonstrated a particular
reactivity. The anti-N 4D6-3, the anti-S 8D8-4B and the anti-HE 8D8-4A recognized all
the coronaviruses tested except HCoV OC43. Only two of the anti-S MAbs, 6F9D6 and
7C8E12 recognized the S glycoproteins of HEV and BCoV isolates, associated either
with enteric or respiratory pathologies, and the respiratory HCoV-OC43. As expected, all
the anti-N MAbs were negative for seroneutralisation activity. Five of the twelve anti-S
were clearly positive and one of them has a weak effect of seroneutralisation. Inhibition

of HA was observed only with one anti-HE and one anti-S MAb.
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Discussion

HEV infection is known to be endemic in the swine industry worldwide. In
Canada, particularly in the provinces of Quebec and Ontario, the seroprevalence for HEV
indicates that the majority of pigs in commercial herds have been exposed to the virus.
Unfortunately, information on the genetic and antigenic stability of this hemagglutinating
coronavirus is missing, contrary to those of the three other pig coronaviruses. Indeed,
such information is available in the majority of pig producing countries for transmissible
gastroenteritis virus (TGEV) and porcine respiratory coronavirus (PRCV), and in Europe
for porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) (23, 25, 59, 67).

Particularly, data are available on the comparison of the nucleotide sequences of
the genes encoding for the peplomeric S glycoprotein from field strains of TGEV and
PRCYV isolated during the last decade (25, 27, 43, 66). Such comparative studies indicate
that these two pig coronaviruses have been subjected to genetic and antigenic variations
since their first isolation. The most drastic modification that TGEV underwent is certainly
deletions of aa residues in the S glycoprotein that have resulted in the emergence of
TGEV strains with a respiratory tropism and subsequently referred to as PRCV strains (9,
27, 43, 66).

Although porcine HEV was described several years before the first reports on
BCoV and HCoV-OC43 isolation, only a few investigators have studied its molecular
characteristics (6, 20, 62, 63), probably because of the asymptomatic aspect of the HEV
infection, compared to the acute HCoV, BCoV and TCoV infections which are more
fulminant and have more important economic impacts. Therefore, only partial sequencing
data were available for the HEV genome, whereas the genome of the other
hemagglutinating coronaviruses have been entirely sequenced, or at least the 3' terminal
end (approximately 9 kb) encoding the structural proteins. Previous studies have revealed
the existence of a very close genomic relationship amongst hemagglutinating viruses
classified within the second subgroup of the coronaviridae family, mainly between BCoV

and HCoV-0OC43, and between BCoV and some North American isolates of TCoV (15,
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33, 40-42, 54, 55, 62, 63, 70). Therefore by selecting oligonucleotide primers in genomic
regions apparently highly conserved in the three other coronaviruses, we have been able
to amplify cDNA fragments corresponding to the genomic regions encoding for the N, M,
S and HE proteins of the prototype porcine HEV-67N strain and of Quebec stain HEV-
1AF-404 (53). Sequencing analysis of the 3' terminal end of the genome of both HEV
isolates and deduced aa sequences of their HE, S, M, E and N proteins demonstrated that
both strains were very similar, with percentages of 97 to 100% identity. Therefore, this
analysis revealed that genomic regions encoding structural genes of this porcine
coronavirus remained genetically stable since its first isolation in North American pig

herds in the early 1970's(36).

Comparison of deduced aa sequences of both HEV strains with those of BCoV
(Mebus strain) and HCoV-0OC43, showed that these four hemagglutinating coronaviruses
are genetically closely related with identities of over 93% in their E, M and N structural
proteins. These genomic comparisons are illustrated in figure 1. On the other hand,
deduced aa sequences of both HEV strains revealed 90/88% and 81/81%, identities with
structural proteins HE and S of BCoV and HCoV-0C43, respectively.

Major variations involved mainly two regions of the viral genome. First, as
previously described (40, 63), the region between the M and S genes of both porcine
HEYV isolates appeared highly similar to that of HCV-OC43 with complete deletion of the
ORF4 genomic region encoding for the ns 4,8 protein. As mentioned above, genomic
regions encoding for the S glycoprotein also showed a greater variability, particularly in
the S1 portion of the peplomeric glycoprotein (53). Indeed, this genomic region of both
HEV strains was found to display only 73/71% aa identities with that of the two other
hemagglutinating coronaviruses, most aa changes (insertions, deletions, substitutions)
being concentrated in the region corresponding to the hypervariable region of BCoV,

between aa 452 and 593 (8, 45, 50, 53, 69).

The HEV infection is usually silent due to the immunological status of adult

animals, mainly weaning sows that transmit an efficient local protection via their
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colostrum. However, omission of suckling, at least during the first week following their
birth, may predispose piglets to HEV infection. Indeed, it is probably one of the major
cause for occasional outbreaks of vomiting and wasting disease. Also, the case of
concomitant infections with porcine reproductive and respiratory syndrome virus
(PRRSV) or porcine circovirus type 2 (PCV-2), both actually considered as widely
distributed viral infections responsible for a transitory immunodepression of the
respiratory system, should be considered as facilitating factors for normally silent virus

infections such as HEV and cytomegalovirus in pigs (2, 10, 39, 51, 61).

The present paper describes the characteristics of an HEV field strain isolated
from clinical specimens, notably brain tissues, received from a Quebec pig farm that has
recently experienced acute outbreaks of a wasting syndrome affecting newborn and
unweaned piglets, with concomitant or non-concomitant neurologic problems. The recent
Quebec HEV isolate was found to be closely related to the HEV-67N reference strain by
investigating its reactivity by IIF to a set of anti-N MAbs directed to the prototype 67N
strain and that of anti-S and anti-HE MAbs produced against that recent isolate IAF-404.
This investigation confirmed the close genomic relatedness showed by the sequencing
analysis of the recent HEV-IAF-404 to the HEV-67N strain isolated in Iowa more than 40
years ago (53). These data demonstrated an unusually high stability for an RNA virus
contrarily to the commonly high mutation rates for viral RNA genomes (18, 22). This
stability was also demonstrated for biological properties such as hemagglutination and
acetyl-esterase activities, as well as cytopathogenicity and- fusion activity. The HA
activity of the IAF-404 strain became equivalent to the HA activity of the prototype strain
HEV-67N after few passages into cells. However, the HEV-IAF-404 isolate has an RDE
activity that is not observed with the prototype HEV-67N.

Noteworthy that the genomic region coding for the structural proteins does not
represent more than 30-40% of the complete genome, 60 to 70% being represented by
sequences encoding for the RNA-dependent RNA-polymerase and other non-structural
proteins associated with replication of the virus, which may also be subjected to genetic

variations. In the last two decades, it has been confirmed by several investigators that
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homologous RNA recombination is a common mechanism involved in the evolution of
coronaviruses (28-30). Among the first evidence of such phenomenon occurring in
coronaviruses, was the demonstration that during a mixed infection of two MHYV strains,
RNA recombination occurs at high frequencies, not only in vitro but also in infected
mouse brains (28, 34). Based on the analysis of a set of temperature sensitive (ts) mutants,
the frequency of recombination for the entire MHV genome has been estimated to be
close to 25% (5). At present, it is not known how widespread homologous RNA
recombination is among other coronaviruses, except for infectious bronchitis virus (IBV)
in avian species (26). Moreover, even if coronavirus RNA recombination was first
thought to take place at certain "hot spots" (4), it was later recognized that recombination
is almost random and that these previously identified "hot spots" resulted from selection

of recombinant viruses by a copy-choice mechanism (32).

The specificities of the MAbs for the N, HE and S polypeptides of HEV were
demonstrated by western blotting analysis, whereas their reactivities to the homologous or
heterologous hemagglutinating coronaviruses were better defined by IIF using fixed
monolayers of a human rectal tumor (HRT-18G) cell line known to be permissive to
several coronaviruses (31, 57). The ability of these hemagglutinating coronaviruses
specific to different mammalian hosts, to propagate in the same cell line of human origin
constitutes a preliminary evidence that they may cross the host barrier. This suggests that
heterologous recombinations may occur and give rise to viral mutants causing
unpredictable pathogenesis for human or farm animals. As predicted by sequencing
analysis, nine of the anti-N MAbs demonstrated a clear reactivity against both HEV
strains, enteropathogenic and respiratory BCoV, and strain OC43 of respiratory HCoV.
The MAb 4D6-3 failed to recognize HCoV-OC43 and the MAb 2D5-1 was specific to the
HEYV isolates. The data obtained with anti-N MAbs raised against HEV are in agreement
with those previously obtained with anti-BCoV and anti-TCoV MAbs confirming that
antigenic determinants of the nucleocapsid protein are mainly group-specific
determinants (15, 38). None of the anti-N MAbs had a SN activity. On the other hand,
MAbs directed to the HEV S peplomeric protein appeared to be rather specific to HEV,
reacting to both strains, but two of the anti-S MAbs (6F9D6, 7C8E12) were rather
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directed toward group-specific determinants. Interestingly, as with the 4D6-3 anti-N
MADb, one of the MAbs directed to the HEV S peplomeric protein (8D8-4B) and one anti-
HE MAD (8D8-4A) failed to recognize HCoV-OC43, but reacted against BCoV isolates
associated with either enteric or respiratory disorders, thus permitting discrimination of
HEV and BCoV from the human coronavirus, these two latter, BCoV and HCoV-0C43,
are genetically closely related to each other (62, 63). None of the anti-HE MAbs has a SN
activity but 6 out of 12 anti-S MAbs were able to neutralize virus infection of HEV IAF-
404. Only one of the anti-S (11H9-2B) and one of the anti-HE (4E10-1A) MAbs
recognized epitopes implicated in hemagglutination. The anti-HE MAbs 3D8-2J and
4E10-1A seem to be specific for HEV IAF-404 (did not react or weakly reacted with
HEV 67N). Overall, data obtained with anti-HEV MAbs confirmed sequence analysis
results that demonstrated that viruses classified within the second genomic or serologic
subgroup of the Coronaviridae family share most antigenic determinants of their N, M, E
and HE proteins, most of the nucleotidic changes or variations, as well as specific
antigenic determinants, being clustered or randomly distributed on their S genes or S
glycoproteins (8, 45, 69). The peplomeric glycoprotein was previously reported to be
associated to virulence or diverse biological functions, including tropism and
pathogenicity (48, 49, 52, 65). Data obtained in the present study further substantiate

these notions.

With the potential risk of recombination between members of the subgroup of
hemagglutinating coronaviruses, notably at the level of subgenomic mRNAs synthesized
in the infected cells during the replication cycle, specific and group-specific immunologic
or genomic probes are required for a definitive diagnosis or confirmation of heterologous

recombination, and control of possible interspecies infections.
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Table. 1. Hemagglutination titers of HEV-infected HRT-18G supernatant fluids

Viral isolate Number of HA Titers HA Titers RDE Infectivity Titers
passages on 4°C 37°C activity  (log1oTCIDse/ml)
HRT18G
cells
HEV 67N 2 <20 <20 1 N/D
3 40 80 <1 N/D
4 320 640 <1 7.125
HEV IAF-404 1 1280 <20 264 8.625
2 640 <20 >32 8.000
3 640 <20 232 7.875
4 320 <20 216 7.875
5 640 <20 232 8.000
6 320 <20 216 8.500
7 320 <20 216 7.875
8 320 <20 216 8.750

The HA titers were determined as the reciprocal of highest dilutions of clarified
supernatant fluids showing complete agglutination of rat erythrocytes (0.4% suspension).
The receptor-destroying enzyme (RDE) activity was determined as follow: after
incubation at 4°C for 2 h, the HA microtiter plates were shifted to 37°C for 1 h, leading to
activation of the enzyme activity and elution of the viral particles from the surface of the
erythrocytes. The RDE activity was evaluated as the ratio of the HA titer at 4°C to that
obtained at 37°C
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Table 2. Acetyl Esterase Activity (AE) of two porcine HEYV isolates

Viral isolate # passages on Infectivity titers AE activity
HRTI18G cells (log10TCIDse/. 1ml)

HEV 67N 4 9.25 2.46

TIAF-404 3 9.00 2.09

The AE activity was determined by incubating aliquots of sucrose-gradient purified virus
in the presence of 1 mM p-nitrophenyl acetate (PNPA). The optical density (OD) of the

reaction mixture was read at 405nm after 5 min at room temperature.
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Fig. 2. Isolation in HRT-18G cells of the porcine HEV-IAF-404.

A) Cytopathic effect observed on HRT-18G cells infected by the fourth passage of

HEV-1AF-404 (72h post-infection (pi)) was characterized by the appearance of large
syncytia (arrow) usually apparent within the first 24 h pi.

B) Virus identification was confirmed by the observation of a cytoplasmic
fluorescence following incubation in the presence of a 1:100 dilution of a pool of
ascitic fluids, anti-N MAbs, and FITC-labeled goat anti-mouse IgG.

C) Negatively stained electron micrograph of extracellular viral particles observed in
the supernatant fluid of HRT-18 G cells infected by the IAF-404 field stain of HEV.
Bar = 100 nm
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Fig. 3. Inmunoblots of anti-HEV MAbs

- 200

— 97.4

1 ng per well of proteins extracted from HEV-IAF-404 infected HRT-18 cells (2, 4
and 6) or non-infected HRT-18 cells (1, 3 and 5) were separated on 8 % SDS-PAGE
in non-reducing conditions. Reactivity of anti-N 4E11-3 (1 and 2) anti-HE 3D8-2J (3
and 4) and anti-S 6F9D6 (5 and 6) are shown. MAb 6F9D6 recognized the entire S
protein with different degrees of glycosylation (180 to 220 kDa) and the cleaved
protein (100 kDa).
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Depuis la découverte du premier coronavirus en 1937 par Beaudette et Hudson
(Beaudette, F. R. et Hudson, C. B., 1937), la recherche sur les coronavirus a beaucoup
évolué, notamment sur ceux responsables de pathologies diverses chez les mammiféres
dont I’homme. Depuis les 60 derniéres années, 1’acquisition de connaissances
fondamentales s’est montrée essentielle pour une compréhension plus compléte des

coronavirus.

La création de I’ordre Nidovirales en 1996 est un exemple de I’accroissement des
connaissances sur les Coronaviridae et les Arteriviridae (Pringle, C. R., 1996). Ce sont
des virus qui possedent une enveloppe acquise des membranes intracellulaires lors du
bourgeonnement des particules matures. Bien que la forme de leur nucléocapside soit
différente, ce sont tous des virus & ARN, simple brin, de polarité positive avec la méme
organisation génomique. Ils utilisent, comme tous les autres virus & ARN, une ARN
polymeérase, moins fiable que les ADN polymérases cellulaires, qui incorpore un grand
nombre de mutations ponctuelles au cours de la transcription. Les mutations peuvent étre
silencieuses ou donner naissance a un virion défectif, mais on ne sais toujours pas s’il est
aussi possible que les mutations leurs donnent un avantage sélectif. La glycoprotéine S
impliquée dans des activités biologiques importantes pour le virus posséde des régions
dites hypervariables ou I’on retrouve un plus grand nombre de mutations. Des mutations
dans la protéine S peuvent résulter en des modifications dans le tropisme, incluant
I’attachement du virus a la cellule-h6te (Gallagher, T. M. et Buchmeier, M. J., 2001), et
dans la virulence (Fleming, J. O. et al., 1987, Zhang, X. M. et al., 1991; Fazakerley, J. K.
etal., 1992; Hingley, S. T. et al., 1994; Rekik, M. R. et Dea, S., 1994).

Les ARNm des Nidovirus posseédent tous la méme séquence de téte en 5’ et la
méme extrémité 3°. La transcription de ces ARNm sous-génomiques est encore
controversée mais il est certain qu’elle implique une synthése discontinue par la
juxtaposition de copies des séquences de téte aux ARNm sous-génomiques aux séquences
intergéniques (SI) présentes entre chacun des ORF du génome virale (Baric, R. S. et al.,
1987; Shieh, C.-K. et al., 1987). Chez les coronavirus, il a été démontré par une

expérience de co-infection virale par deux souches différentes de MHV que prés de 50%
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des ARNm d’une souche donnée pouvaient posséder la séquence de téte de I’autre souche
(Makino, S. et al, 1986). Ceci pourrait laisser croire que des phénoménes de
recombinaison génétique pourraient survenir aux SI au cours de la synthése de ’ARN

génomique.

Les coronavirus ont été divisés en trois sous-groupes selon leur réactivité a des
tests sérologiques (IHA, SN, IFI et ’ELISA) de méme que par des études de relation
geénomique par des tests d’hybridation. (Shockley, L. J. et al., 1987; Verbeek, A. et al.,
1991). Il a été démontré par des analyses de séquences que les pourcentages d’homologie
sont trés élevés entre les membres des sous-groupes distincts de coronavirus, mais encore
plus lorsque les virus d’un méme sous-groupe sont comparés entre eux. Le pourcentage
d’homologie, pour les différentes protéines structurales, entre le BCoV et le HCoV-0C43
est de 95% pour la HE, 91% pour la S, 94% pour la M et de 96% pour la N (Mounir, S. et
Talbot, P. J., 1992; Mounir, S. et al., 1993; Mounir, S. et Talbot, P. J., 1993).

En ce qui concerne le virus hémagglutinant de 1’encéphalomyélite porcine, I’un
des virus les moins étudié, nous savons qu’il est antigéniquement lié aux coronavirus
bovins et humains (OC-43). Il existe des réactions croisées entre ces virus lors des tests
sérologiques ce qui rend la tiche plus difficile au niveau de I’identification virale lors du
diagnostic sérologique, tant pour les vétérinaires que les scientifiques qui désirent étudier
les barrieres inter-espéces de ces virus de méme que les risques de recombinaison
génétique entre ces virus si apparentés pouvant résulter en I’apparition de variants de

pathogénése inconnue pour ces différentes espéces.

C’est suite & obtention récente d’un isolat clinique, que nous suspections étre un
HEV, que nous avons choisi de bétir ce projet qui avait pour but de permettre la
différenciation génomique des coronavirus hémagglutinants et de faire la topographie des
déterminants antigéniques de la glycoprotéine S du virus HEV porcin. Les objectifs que
nous avions fixés étaient : 1) le séquencage de I’ORF codant pour la glycoprotéine S du
HEV porcin; 2) le développement d’un test diagnostic moléculaire pour la détection

universelle ou spécifique de méme que la différenciation des coronavirus
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hémagglutinants; 3) la production d’anticorps monoclonaux (AcMo) dirigés contre des
épitopes spécifiques de la glycoprotéine de surface du virus HEV, pour permettre

I’établissement de tests sérologiques ou de détection plus spécifiques.

Nous avons débuté par le séquencgage. Puisque les génomes des coronavirus
varient entre 27 et 31 kb, nous avons choisi de nous limiter a 1’extrémité 3’ du génome
comportant les protéines structurales dont notre protéine d’intérét, la S. Les seules
séquences connues pour le HEV remontaient a 1996 (Vieler, E. et al., 1996). Il est donc
évident que I’article 1 présenté dans ce mémoire constitue un avancement scientifique
important en permettant d’ajouter nos séquences a celles des autres coronavirus mais
surtout en permettant de démystifier certaines questions laissées en suspend par Vieler et
ses collaborateurs. Leurs travaux portaient sur ['utilisation de sondes moléculaires
spécifique a I’ORF de la glycoprotéine S. Ils ont démontré qu’une sonde spécifique a la
portion S1 de BCoV pouvait s’hybrider a I’ARN viral de HCoV-OC43 mais pas 4 I’ARN
viral de HEV. 1l en allait de méme pour I’utilisation des amorces spécifiques a la sonde
S1 qui ne permettaient aucune amplification en présence de I’ARN de HEV. La présence
de mésappariements dans la séquence des deux amorces que ces chercheurs ont utilisé
pour faire ’amplification de la sonde, serait I’explication la plus probable. Ce méme
phénomeéne qui pourrait expliquer la non-hybridation de la sonde BCoV-S1 a HEV
puisqu’il y a seulement 82 % d’homologie entre les séquences de cette région entre HEV

et BCoV alors qu’il y a 93,5% d’homologie entre HCoV-OC43 et BCoV.

Gréce a ces séquences, il devient possible d’exprimer les protéines séparément
dans des vecteurs procaryotiques ou eucaryotiques pour pouvoir étudier plus en détail le
role de chacune. Une autre possibilité qu’offre la mise a jour de la séquence du HEV est
la possibilité de mettre au point des sondes moléculaires pour I’hybridation. Il y a
I’hybridation in situ qui permettrait la localisation précise du virus afin d’identifier le type
de cellules sensibles a I’infection dans un organe ou encore des hybridations de type

Northern pour I’étude des ARNm.
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Le rayonnement international de nos résultats est possible puisque lors du 6™
Symposium International sur les virus 4 ARN positif, & Paris, en mai 2001 ou nous avons
présenté les résultats préliminaires de notre séquengage, des chercheurs oeuvrant dans le
domaine des coronavirus se sont montrés intéressés par la glycoprotéine HE. Cette
nouvelle séquence leurs ouvrait la voie vers I’utilisation de cet ORF dans un clone
infectieux de MHV qui ne possédait pas cet ORF ou qui était non fonctionnel afin de
comprendre si ’ajout de la HE du HEV ameénerait des résultats différents des autres
clones qu’ils possédaient déja. Les séquences de la S ont aussi semblé intéressantes pour
des chercheurs qui travaillent sur le site de clivage a la trypsine et d’autres motifs présents
dans la S2 puisque nos séquences permettraient de confirmer ou d’infirmer leurs résultats.
Ces séquences ont été utiles évidement pour la suite du projet puisqu’elles ont permis
I’obtention des amorces spécifiques nécessaires a 1’élaboration du test de multiplex RT-

PCR.

Le multiplex RT-PCR pour la détection et la différentiation des coronavirus
hémagglutinants est présenté dans I’article 2 de ce mémoire. Il constitue sans contredit un
test intéressant pour la détection de ces derniers, a tous le moins au niveau académique. 1l
est possible de répertorier quelques publications sur la détection des coronavirus a ’aide
du PCR dans les derni¢res années mais notre test est tout a fait unique. Pour preuve, il
existe des tests de multiplex RT-PCR pour la différenciation de coronavirus mais ils
ciblent la différenciation entre des sérotypes différents du méme virus. C’est le cas d’un
test pour la différenciation des sérotypes porcins, TGEV et PRCoV (Kim, S. Y. et al,
2001), et de celui pour les sérotypes aviaires (Wang, X. et Khan, M. I, 1999).
Généralement, les tests de détection connus se limitent a4 la détection d’un seul
coronavirus a la fois. On retrouve parmi ceux-ci, le test de détection du coronavirus bovin
(Cho, K. O. et al, 2001), des coronavirus humains 229E et OC-43 (Vabret, A. et al.,
2001), du coronavirus canin (Naylor, M. J. et al., 2001), du coronavirus félin (Kennedy,
M. et al., 2002) et du virus porcin de la diarrhée épidémique (PEDV) (Kubota, S. ef al.,
1999). 1l existe une autre catégorie de tests RT-PCR dans laquelle nous retrouvons des
tests dont la détection est moins spécifique ou qui entrainent des réactions croisées. C’est

le cas du test pour la détection des coronavirus de rongeur qui reconnait le MHV et le
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RCoV (Besselsen, D. G. et al., 2002) et pour le test de détection du coronavirus canin,
reconnaissant le TGEV (Naylor, M. J. et al., 2001). C’est aussi le cas pour celui de la
détection du coronavirus bovin (Tsunemitsu, H. et al., 1999), dont nous avons montré

qu’il reconnaisait les autres coronavirus du deuxiéme groupe antigénique.

Il reste la mise au point de notre test sur des échantillons cliniques mais
I’originalité de ce dernier porte sur différents points. Premiérement, il permet la détection
de virus différents et permet dans le méme temps leur différentiation. Cette particularité
de notre test contribuerait a la diminution du nombre de tests nécessaires pour
Iidentification des coronavirus de la ferme. Deuxiémement, I’utilisation d’une paire
d’amorces dites universelle est importante puisque le test préserve son utilité advenant le
cas de I’émergence des souches possédant de grandes variations génétiques qui
échapperaient a la détection par les amorces spécifique d’espéces. Cette paire d’amorces
permet, dans tous les cas, la détection d’'un ARN viral de coronavirus hémagglutinant

jusqu’é, 0.06 TCIDso.

En ce qui concerne les anticorps monoclonaux contre la S qui ont été produits
dans le cadre de ce projet et qui sont présentés dans I’article 3 de ce mémoire, ils
constituent, avec les autres anticorps de cet article, les premiers anticorps dirigés contre le
HEV et specifiques a celui-ci. Les anticorps obtenus possédent des réactions différentes
notamment en séroneutralisation. Il sera possible de faire des études sur la localisation et
la caractérisation des ces épitopes enfin de fournir des indices sur les mécanismes de la

liaison du virus au récepteur de la cellule-héte.

Les anticorps monoclonaux spécifiques qui ont été produits pourraient servir a la
détection du virus, suite & une infection expérimentale, par des techniques d’immuno-
histochimie ou d’immunofluorescence sur les différents tissus et organes d’animaux. Le
but de ce genre d’expérience pourrait étre de répondre a une des grandes questions qui
restent toujours a élucider soit la compréhension de la ou des voies qu’emprunteraient le
HEYV pour se rendre jusqu’au systéme nerveux central et pourrait par le fait méme servir

de modele au HCoV-OC43 qui lui aussi a été retrouvé chez des patients atteints de
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maladie neurologique. L’importance d’avoir des anticorps spécifiques contre des
protéines virales différentes est indéniable puisque ces anticorps pourraient étre utilisés
pour le criblage de clones infectieux du virus qui auraient regu un ou plusieurs ORFs du
HEYV ou pour la confirmation du respect de la structure secondaire et tertiaire de protéines

recombinantes ou tronquées.

En résumé, ce projet de maitrise était somme toute ambitieux et comportait
beaucoup d’éléments intéressants. Il apporte sans nul doute des réponses sur la
différentiation génomique des coronavirus hémagglutinants par le PCR multiplex et le
séquengage. Il n’a pas été possible de réaliser la topographie des déterminants
antigéniques de la glycoprotéine S du virus HEV porcin dans le cadre de ce projet comme
prévu initialement mais les anticorps monoclonaux dirigés contre cette glycoprotéine qui
ont été produits au cours du projet serviront d’outils a cet effet et il est fort probable que

les résultats recueillis au cours du projet ouvrent la porte a d’autres projets sur le HEV.
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Amplicon obtenu par multiplex RT-PCR pour le virus BCoV Mebus avec
les amorces BCoV.N.92.S et BCoV.N.498.AS comparé & la séquence
compléte de BCoV Mebus

(Genbank U00735 - ORF de la N = 29397 & 30743)

Quality: 3470 Length: 31032
Ratio: 9.830 Gaps: 0
Percent Similarity: 98.300 Percent Identity: 98.300

29501 tgttcaaaccaggggtagaagagctcaacccaagcaaactgctacttcte 29550
RN R RN R O RN R RN
1 oo GGGTAGAAGAGCTCAACCCAAGCAAACTGCTACTTCTC 38

29551 agctaccatcaggagggaatgttgtaccctactattcttggttctctgga 29600

R R RN R R RN AR AR RN R RN
39 AGCAACCATCAGGAGGGAATGTTGTACCCTACTATTCTTGGTTCTCTGGA 88
29601 attactcagtttcaaaaaggaaaggagtttgaatttgcagagggacaagg 29650

RN N AR R R AR RN RN
89 ATTACTCAGTTTCAAAAGGGAAAGGAGTTTGAATTTGCAGAGGGACAAGG 138

29651 tgtgcctattgcaccaggagtcccagctactgaagctaaggggtactggt 29700
R R N R R RN R AR AR AR R RN R AR R RN
139 TGTGCCTATTGCACCAGGAGTCCCAGCTACTGAAGCTAAAGGGTACTGGT 188

29701 acagacacaacagacgttcttttaaaacagccgatggcaaccagcgtcaa 29750

FEETTEREETEEr e ter et e b et e e e et
189 ACAGACACAACAGACGTTCCTTTARARACAGCCGATGGCAACCAGCGTCAA 238

29751 ctgctgccacgatggtatttttactatcttggaacaggaccgcatgeccaa 29800

RN N R N R RN RN RN RN
239 TTGCTGCCACGATGGTATTTTTACTATCTTGGAACAGGACCGCATGCCAA 288

29801 agaccagtatggcaccgatattgacggagtcttctgggtcgctagtaace 29850

FEERTERTETEer et e e e e b v el
289 AGACCAGTATGGCACCGACATTGACGGAGTCTTCTGGGTCGCTAGTAACC 338

29851 aggctgatgtcaataccccggctgacattctcgatcgggacccaagtage 29900

FEELEITTErrnd
339 AGGCTGATGTCAATA. -t e et eeeennnenanennnaneaensonenans 353
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Amplicon obtenu par multiplex RT-PCR pour le virus BCoV Mebus avec
les amorces BCoV.6309.4.9.S et BCoV.6509.4.9.AS comparé a la séquence
compléte de BCoV Mebus

{(Genbank U00735 - ORF de la 4.9 kDa = 27889 a 28026)

Quality: 1430 Length: 31032
Ratio: 9.597 Gaps: 0
Percent Similarity: 95.973 Percent Identity: 95.973

27801 gacccattgaggtcgagcatattataatagctaccacaatgcctgetgtt 27850

FEEETrerr 1l
L e i et i ettt e e ATGCCTGCTTTT 12
27851 tagtgggtactgtgtcttatataactagtaaacctgtaatgccaatggct 27900

RN R AR R R R RN R RN
13 TAGTGGGTACTGTGTCTTATATAACTAGTAAACCTGTAATGCCAATGGCT 62

27901 acaaccattgacggtacagattatactaatattatgcctagtactgtttc 27950

CEEEEErrre Prbrberr e e e e by e eyt
63 ACAACCATTGATGGTACAGATTATACTAATATTATGCCTATTACTGTTTT 112
27951 tacaacagtttatttaggctgttctataggtattgacactagcaccactg 28000

Freerrerreererrveerr  reerrrerrerrrerd
113 TACAACAGTTTATTTAGGCGTTTCTATAGGTATTGAC. ..........-.. 149
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Amplicon obtenu par multiplex RT-PCR pour le virus HEV IAF-404 avec
les amorces BCoV.N.92.S et BCoV.N.498_AS comparé a la séquence connue
de IAF 404.

(genbank AF481863 - région de 1'’ORF de la N = 6709 & 8058)

Percent

6801

6851

26

6901

76

6951

126

7001

176

7051

226

7101

276

7151

326

Quality: 3520 Length: 8123
Ratio: 10.000 Gaps: 0
Similarity: 100.000 Percent Identity: 100.000

ccagtctagaaatgttcaaaccaggggtagaagagttcaatccaagcaaa

NN RN RN RN
......................... GGTAGAAGAGTTCAATCCAAGCAAA

ctgctacttctcagcaaccatcaggagggactgttgtaccctactattct

RN N RN R RN RN RN AN R AR N R RN
CTGCTACTTCTCAGCAACCATCAGGAGGGACTGTTGTACCCTACTATTCT

tggttctctggaattactcagtttcaaaaaggaaaggagtttgaatttgce

FEEEEEEEr R et et e e b b e b e bbb e bbb
TGGTTCTCTGGAATTACTCAGTTTCAAAAAGGAAAGGAGTTTGAATTTGC
agagggacaaggtgtgcctattgcaccaggagtcccagctactgaagcta
FEEELTERREIT ety e e e e e bbb el
AGAGGGACAAGGTGTGCCTATTGCACCAGGAGTCCCAGCTACTGAAGCTA
aggggtactggtacagacacaacagacgttcttttaaaacagccgatggce

FEEEEEREErer e et e e e e e e e e e e e e e bbb bere i
AGGGGTACTGGTACAGACACAACAGACGTTCTTTTAARACAGCCGATGGC

aatcagcgtcaactgctgccacgatggtacttttactacctgggaacagg

Frerrrrrererrrererererrrrrrrererererrrererrrrren
AATCAGCGTCAACTGCTGCCACGATGGTACTTTTACTACCTGGGAACAGG

accgcatgccaaacaccagtacggcaccgacattgacggagtcttctggg

R R R RN R NN RN R AN RN R RN A RE R
ACCGCATGCCAAACACCAGTACGGCACCGACATTGACGGAGTCTTCTGGG

tcgctagtaaccaggctgatattaataccccggectgacattgtcgatcgg

PR e rrrrend
TCGCTAGTAACCAGGCTGATATTAATA . o ot et v evrtnvnneannenss

6850

25

6900

75

6950

125

7000

175

7050

225

7100

275

7150

325

7200
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Amplicon obtenu par multiplex RT-PCR pour le virus HEV IAF-404 avec
les amorces 5'S1.HEV.S et 3/S1.HEV.AS comparé & la séguence connue de
IAF 404.

(genbank AF481863 - région de 1'ORF de la 5 = 1305 & 5354)

Quality: 6370 Length: 8123
Ratio: 9.953 Gaps: 0
Percent Similarity: 99.531 Percent Identity: 99.531

2351 acgtaaaattttttctaattgtaattttaacatgggcaggctgatgtctt 2400

NN R RN AR RN RN RN RN RN RN RN
1 ciean... TTTTTTCTAATTGTAATTTTAACATGGGCAGGCTGATGTCTT 42

2401 ttattcaggctgactcttttggttgtaacaatattgatgcttctegetta 2450

RN R R AR AR AR R R RN NN RNy
43 TTATTCAGGCTGACTCTTTTGGTTGTAACAATATTGATGCTTCTCGCTTA 92

2451 tatggtatgtgttttggtagcattactattgacaagtttgctatacccaa 2500

RN R RN N NN A R RN AN
93 TATGGTATGTGTTTTGGTAGCATTACTATTGACAAGTTTGCTATACCCAA 142

2501 tagtagaaaggttgatctgcaagtgggtaaatctggttatttacaatett 2550

PEERTEEEEEE e e b e e e b e e e e ey
143 TAGTAGAAAGGTTGATCTGCAAGTGGGTAAATCTGGTTATTTACAATCTT 192

2551 ttaattataagattgacactgctgttagcagttgtcaactctattatagt 2600

NRREARER R AR AR AR RN RN RN RN RN RRR RN
193 TTAATTATAAGATTGACACTGCTGTTAGCAGTTGTCAACTCTATTATAGT 242
2601 ttgcctgcagcaaacgtatctgtcactcattataatccttcatcttggaa 2650

FEEErrer e tereer e e b e e e by
243 TTGCCTGCAGCAAACGTATTTGTCACTCATTATAATCCTTCATCTTGGAA 292

2651 cagaaggtatgggtttattaatcagagttttggttccagaggccttcatg 2700
AR RRE RN R AR AR RN RN RN R R AR R R RN R
293 CAGAAGGTATGGGTTTATTAATCAGAGTTTTGGTTCCAGAGGCCTTCATG 342

2701 atgctgtatattcacagcaatgttttaatacacctaatacatattgtcct 2750

FEEELEEE T et e e e e e e re b e e e el
343 ATGCTGTATATTCACAGCAATGTTTTAATACACCTAATACATATTGTCCT 392

2751 tgtagaacaagtcaatgcataggtggtgctggcacaggaacttgtcctgt 2800

PLEELEETEErr et e ree e ee e ree et
393 TGTAGAACAAGTCAATGCATAGGTGGTGCTGGCACAGGAACTTGTCCTGT 442

2801 aggcaccactgtgcgcaagtgttttgctgcagttacaaacgctactaagt 28350

PELLEEEer s bererrrreeererrerererrrrerrrenend
443 AGGCACCACTGTGCGCAAGTGTTTTGCTGCAGTTACAAACGCTACTAAGT 492
2851 gtacttgctggtgtcaaccagatccttccacatataaaggtgtaaatgec 2900

(AR RN AR AR RN R R R RN RN RN Y
493 GTACTTGCTGGTGTCAACCAGATCCTTCCACATATAAAGGTGTAAATGCC 542
2901 tggacttgtccgcaatctaaagtttctatacaaccaggtcagcattgece 2950

RN AR RN AR RN R AR RE RNy
543 TGGACTTGTCCGCAATCTAAAGTTTCTATACAACCAGGTCAGCATTGCCC 592

2951 tggcttgggtcttgtggaggatgattgctctggtaatccttgecacttgta 3000

FEEREREr e e e e e bbb bbbl
593 TGGCTTGGGTCTTGTGGAGGATGATTGCTCTGGTAATCCTTGCACTGT. . 640
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Amplicon obtenu par multiplex RT-PCR pour le virus HCoV-0C43 avec les
amorces BCoV.N.92.S et BCoV.N.498.AS comparé a la séquence de la
région 3 terminale du génome du HCoV-0C43

(Genbank M76373, M99576, M93390 + Kamahora et al., (1989) région de
1’0ORF de la N = 7728 a 9073).

Quality: 3490 Length: 9167
Ratio: 9.915 Gaps: 0
Percent Similarity: 99.148 Percent Identity: 99.148

7801 GTGGGCCGATCAGTCCGACCAGGTTAGAAATGTTCAARACCAGGGGTAGAA 7850
P

7851 GAGCTCAACCCAAGCAAACTGCTACCTCTCAGCAACCATCAGGAGGGAAT 7900

RN RN R RN N AR RN RN NNy
8 GAGCTCAACCCAAGCAAACTGCTACCTCTCAGCAACCATCAGGAGGGAAT 57

7901 GTTGTACCCTACTATTCTTGGTTCTCTGGAATTACTCAGTTTCAAAAGGG 7950

PELEEEERE R e e b e e e b
58 GTTGTACCCTACTATTCTTGGTTCTCTGGAATTACTCAGTTTCAAAAGGG 107

7951 AAAGGAGTTTGAGTTTGTAGAAGGACAAGGTGTGCCTATTGCACCAGGAG 8000

CEEEERERreer et e re b e e bbb e e ey bere ey
108 AAAGGAGTTTGAGTTTGCAGAAGGACAAGGTGTGCCTATTGCACCAGGAG 157

8001 TCCCAGCTACTGAAGCTAAGGGGTACTGGTACAGACACAACAGAGGTTCT 8050

Frrerrrerrrrrerreerrrerrerreerreereerrerreer 1l
158 TCCCAGCTACTGAARGCTAARGGGGTACTGGTACAGACACAACAGACGTTCT 207

8051 TTTAAAACAGCCGATGGCAACCAGCGTCAACTGCTGCCACGATGGTATTT 8100

FEEEEEE ettt e et e e e b et
208 TTTAAAACAGCCGATGGCAACCAGCGTCAACTGCTGCCACGATGGTATTT 257

8101 TTACTATCTGGGAACAGGACCGCATGCTAARGACCAGTACGGCACCGATA 8150

RN RN RN R R R N RN RN RN
258 TTACTATCTGGGARCAGGACCGCATGCTARAGACCAGTACGGCACCGATA 307

8151 TTGACGGAGTCTACTGGGTCGCTAGTAACCAGGCTGATGTCAATACCCCG 8200

Prerrrrrrerrrreerrerreerl e e
308 TTGACGGAGTCTACTGGGTCGCTAGCAACCAGGCTGATGTCAATA. . ... 352
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