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Résumé

Le circovirus porcin de type 2 (CVP2) est un virus & ADN simple brin, non
enveloppé, a été découvert en 1988. Ce virus est I’agent étiologique du syndrome de
dépérissement multisystémique en post-sevrage (SDMPS), une maladie décrite pour la
premiére fois dans ’Ouest Canadien en 1991. Le SDMPS est caractérisé par une émaciation,
des problémes respiratoires et un probléme de croissance chez les porcelets dgésentre Set 12
semaines. Aujourd’hui répandue dans plusieurs pays, y compris en Europe, cette maladie
entraine des pertes économiques majeures pour les producteurs de porcs. Aucun agent
prophylactique n’existe sur le marché pour contrer le développement de cette maladie.
L objectif de ce projet consiste donc & produire un vecteur d’expression pour ’ORF2 dans le
but de développer un vaccin potentiel basé sur 1’utilisation d’un vecteur viral a partir de
’adénovirus humain de type 5 (hAd). L’ORF2 a été choisi car elle code pour la seule
protéine qui compose la nucléocapside (NC). Pour ce faire, la séquence de ’ORF2 du CVP2
a ét¢ isolée a partir du vecteur d’expression pCEP5-6H-ORF2 et sous-cloné dans le plasmide
de transfert pAdCMV5-P2DC-GFPq/K7PSmlp qui code pour la protéine fluorescente verte
(GFP). La reconstitution fonctionnelle de I’ORF2 dans ce vecteur a été mesurée in vitro par
immunobuvardage de type Western suite 4 une transfection dans les cellules humaines 293.
Le vecteur viral hAd-ORF?2 a ensuite été produit par recombinaison suite 4 une transfection /
infection avec le plasmide de transfert recombinant et I’adénovirus hAd parental contenant
une délétion pour les génes codant pour les protéines E1, E3 et la protéase virale. Les plages
de lyses contenant I’hAd-ORF2 ont été identifiées par la présence de foyer de fluorescence
induite par I’expression de la GFP et utilisés afin de récupérer le virus recombinant. Des tests
in vitro aux niveaux du géne et de la protéine ont ensuite été réalisés afin de confirmer
I’expression fonctionnelle de I’ORF2 par 1’hAd recombinant. Une production a grande
échelle du virus a été réalisée et une préparation de vecteur adénoviral contenant 1 ‘ORF2 du
CVP2 a été purifiée par gradient de chlorure de césium. La capacité de ce vecteur a induire
des anticorps spécifiques, et ce dans une cinétique comparable a celle obtenue avec le virus
CVP2, a finalement été confirmée in vivo chez des souris CD-1. L’ensemble de ces travaux

laisse entrevoir que ce vecteur pourrait étre efficace dans I’élaboration d’une réponse



humorale contre la nucléocapside du CVP2 chez le porc, et ainsi représenter un outil

important dans la lutte contre le SDMPS.
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Introduction

L’¢levage d’animaux de consommation a été I’objet de plusieurs transformations au
cours des derniéres années. En réponse au besoin des consommateurs et plus récemment a la
mondialisation des marchés, la modernisation des méthodes d’élevage chez le porc a été
marquée par une transition d’une production simple, a faible échelle, 3 une production
d’envergure, donnant naissance a des « méga-porcheries ». Cette nouvelle tendance engendre de
nouveaux problémes, notamment la transmission de nouveaux agents pathogénes et ’apparition

de nouvelles maladies qui y sont associées.

En 1991, un groupe de chercheurs a découvert chez des porcelets une nouvelle maladie
affectant plusieurs systémes, dont les systémes respiratoire et immunitaire. Puisque c’est une
maladie affectant de multiples systémes, le nom de syndrome de dépérissement multisystémique
en post-sevrage (SDMPS) lui fut attribué. L’agent étiologique de cette maladie demeura inconnu
jusqu’en 1998, alors que le circovirus porcin de type 2 (CVP2), différent du CVP1 non
pathogéne, fut isolé a partir des 1ésions des porcs affectés. Plusieurs études subséquentes vinrent
démontrer I’implication du CVP2 dans le SDMPS, bien que le mécanisme de pathogenése
demeure largement mal défini encore aujourd’hui. Les études ont néanmoins confirmé que le
CVP2 posséde un tropisme pour les cellules du systéme immunitaire. De plus, des études
comparatives ont démontré qu’il y a seulement environ 68% d’identité entre le CVP1 et le
CVP2; la majeure partie des différences se situe au niveau de ’ORF2, le gene codant pour la
protéine de la nucléocapside (NC), qui contient les déterminants antigéniques majeurs de types
spécifiques. La NC serait aussi impliquée dans la pathogénécité, ce qui en fait une bonne cible

potentielle dans la production d’un vaccin.

Le projet décrit dans ce mémoire a été congu dans I’optique de produire un vecteur
exprimant ’'ORF2 du CVP2 IAF2897, isolé au Québec & partir de porc atteint de SDMPS, et ce

dans I’éventualité de développer & plus ou moins long terme un vaccin contre cette maladie. Le



mémoire décrit la génération d’un vecteur adénoviral recombinant contenant ’ORF2 du CVP2 et

décrit ses propriétés antigéniques in vivo.

Le mémoire est divisé en cing chapitres. Le premier chapitre consiste 4 apporter une vue
d’ensemble de la littérature sur le CVP2. Le second chapitre traite de la méthodologie utilisée
afin de réaliser les différents objectifs. Le troisiéme chapitre décrit en détails les résultats
obtenus durant le projet. Les résultats ont été divisés en trois sections, soit I’expression de
IORF2 2 partir du plasmide de transfert, 4 partir du ’adénovirus recombinant pour I’ORF2,
ainsi que les résultats de 1’immunisation chez la souris. Finalement, le quatrieme chapitre
contient une discussion générale sur les résultats obtenus et leur impact dans le domaine de la
recherche. Le cinquiéme chapitre présente une conclusion générale du mémoire ainsi que les

perspectives. Enfin, un article, auquel j’ai participé, est présenté en annexe.



Chapitre 1

Revue bibliographique

1.1 Historique

C’est en 1974 que le premier circovirus animal fut découvert. Celui-ci a été isolé A partir
de la lignée cellulaire de rein de porc PK-15 (ATCC-CCI-33), chroniquement infectée (Tischer
et al., 1974). Originalement rapportée comme une particule similaire au picornavirus, une
famille de virus 3 ARN de trés petite taille, ce n’est qu’en 1982, avec des études plus
approfondies, que 1’on a découvert que ce virus était composé d’ADN circulaire simple brin
(Tischer et al., 1982); le nom de circovirus porcin (CVP) fut alors donné a ce nouveau virus.
Avec un manque de parenté avec les autres virus 3 ADN simple brin, il a ensuite été classé dans
une nouvelle famille, celle des circoviridae. Cette famille regroupe plusieurs virus dont le BFDV
(maladie du bec et des plumes de Psittacine) et le CAV (virus de ’anémie du poulet), puisque
ceux-ci ressemblent au CVP, du fait qu’ils sont composés d’un génome viral d’ADN et qu’ils

sont de trés petites tailles.

Suite a la découverte du CVP, plusieurs études sur la prévalence et ’infectivité ont été
réalisées. Divers échantillons sanguins ont permis d’établir un taux d’anticorps de 77 a 95 %
dirigé contre le CVP (Tischer et al, 1986) dans la population porcine par la technique
d’immunofluorescence indirecte. Pour ce qui est de sa pathogénécité, des infections

experimentales ne démontrent aucun effet cytopathique (Tischer ez al., 1986; Allan et al., 1995).

En 1991, une nouvelle maladie, le syndrome de dépérissement multisystémique en post-
sevrage (SDMPS), fut rapportée dans 1’Ouest canadien. Ce n’est qu’en 1998, que I’agent
étiologique de cette maladie fut découvert. Ce virus ayant un génome a3 ADN simple brin a été

identifié comme un circovirus porcin (Figure 1). Cependant, par analyse de séquences, on se



rendit compte que ce CVP était distinct du premier CVP décrit par Tischer et son équipe. Pour
différencier les deux virus, le nom de CVP1 fut donc attribué pour le circovirus dit non
pathogeéne et de CVP2 pour celui associé au SDMPS. Au niveau génomique, il y a entre le CVP1
et le CVP2 un taux d’homologie de 68 % (Hamel et al., 1998). Entre les souches de CVP2, on

retrouve une homologie de plus de 94 %.

Figure 1 : Photographie par microscopie électronique de particules virales du CVP2.
Le CVP2 purifié a été photographié a un grossissement d’environ 300 000x par Robert Alain, du
service de MET de ’INRS-IAF.

Suite a la premiére description de la maladie en 1991, le SDMPS a pris une proportion
alarmante. L’apparition de la maladie a été observée dans plusieurs pays producteur de porc de
consommation, entre 1996 et 1999 aux Etats-Unis (Daft ez al., 1996), en France (LeCann et al.,

1997), en Espagne (Segales et al, 1997), en Grande Bretagne (Allan et al., 1999a), en
Allemagne et I'Italie (Allan et Ellis, 2000).



1.2 La maladie

1.2.1 Le Syndrome de dépérissement multisystémique en post severage (SDMPS)

1.2.1.1Signes cliniques et lésions

Le SDMPS, de par son nom, est une maladie qui affecte plusieurs systémes. Cependant,
le degré et I’intensité de la maladie peuvent varier selon I’héte, entrainant un répertoire de signes
cliniques varié. Il y a cependant six signes cliniques étroitement liés et reconnus comme étant
caractéristiques du SDMPS; I’émaciation, la dyspnée, une hypertrophie des nceuds

lymphatiques, la diarrhée, une paleur de la peau, et la jaunisse (Harding, 2004).

L’ensemble des signes cliniques a été observé lors de cas d’infections naturelles et
expérimentales (Allan et al., 1999b; Okuda et al., 2003; Opriessnig ef al., 2004). Puisque cette
maladie est multisystémique, certains signes cliniques sont observés avec une plus faible
prévalence. On observe également chez I’hdte infecté de la toux, des méningites, et la présence
d’ulceéres gastriques. La sévérité de la maladie, et donc des signes cliniques, peut étre influencée
par différents facteurs, dont la salubrité. Comme dans la plupart des maladies virales, certains
ont soulevé la possibilité que la génétique ait une influence sur la maladie (Lopez-Soria et al.,
2004).

A niveau macroscopique, on observe plusieurs Iésions; dans une trés grande proportion,
celles-ci sont observées au niveau du poumon ainsi que dans les noeuds lymphatiques. Lors de la
nécropsie, on observe une induration pulmonaire ainsi qu’une consolidation pulmonaire (Allan
et Ellis, 2000), expliquant les problémes respiratoires. Au niveau des nceuds lymphatiques, on y
retrouve une hypertrophie généralisée. Certaines autres lésions peuvent étre également
observées, soit des ulcéres d’estomac et la présence de plaques oedémateuses aux poumons
(Rosell et al., 1999; Allan et Ellis, 2000).



L’analyse des différentes lésions microscopiques démontrent une déplétion sévére des
lymphocytes au niveau des ganglions, de la rate, des amygdales et des plaques de Peyer (Rosell
et al., 1999; Sarli et al., 2001). Cette déplétion est accompagnée d’une infiltration d’histiocytes.
Des corps d’inclusions intracytoplasmiques et basophiliques dans les histiocytes ont été
rapportés (Segales et al., 2004) ainsi que la présence de syncytiums dans les organes lymphoides
(Kiupel ez al., 1998; Darwich et al., 2002; Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002).

1.2.1.2 Infection expérimentale

Différentes infections expérimentales ont été tentées afin de reproduire la maladie et de
valider le postulat de Koch permettant de conclure que le CVP2 était 4 1’origine du SDMPS. Les
premiers essais ont été faits avec un broyat de tissus lymphatiques et pulmonaires (Balasch ez al.,
1999; Albina et al, 2001). Ces expériences, malgré ’apparition de lésions typiques du
syndrome, telles qu’une lymphadénopathie généralisée, une pneumonie interstiticlle, une
gastrite, et une néphrite, n’ont cependant pas permis de reproduire les signes cliniques
caractéristiques de la maladie (Ellis et al., 1999). D’autres études ont tenté de reproduire la
maladie avec le CVP2 purifié. Cette méthode a permis de reproduire plus fidélement les signes
cliniques de la maladie, tels que la présence d’un état léthargique, de 1’ictére occasionnel, et la
mort chez 26% des sujets infectés. L’ensemble de ces signes était sévérement accentué en
présence du virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP) (Bolin ef al., 2001;
Okuda et al., 2003) ou du parvovirus porcin (PPV) (Allan ez al., 1999b). 11 est a noter cependant
que ces expériences ont été réalisées avec des porcelets provenant d’une césarienne et privé de
colostrum. Néanmoins, ces résultats indiquent que le CVP2 peut dans certaines circonstances
donner lieu au SDMPS. 11 faut cependant noter que les porcelets utilisés lors de ces expériences
ne représentent pas la réalité de la population cible retrouvée sur les fermes. En fait, une
expérience réalisée sur des porcs dgés de quatre semaines provenant d’élevage sain (SPF;
specific-pathogen free) en utilisant un clone infectieux ont démontré que le virus, dérivé du

clone infectieux, et I’injection du clone infectieux au niveau du nceud lymphatique ne peuvent



reproduire les signes cliniques associés au SDMPS, malgré leur capacité 3 induire des lésions
spécifiques au SDMPS (Fenaux et al., 2002). D’autres études chez des porcelets CVP2-négatifs
SPF 4gés de trois semaines ont démontré cependant que le CVP2 peut induire le développement
de la forme sévére de la maladie chez un bon nombre d’individus (environ 40%) aprés 35 jours
post-infection (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002), ce qui suggére que I’infection atteint les
jeunes porcs lorsque ceux-ci ont des taux maternels d’Ac bas, ie. vers ’dge de trois-cing
semaines. 1l est donc possible que le CVP2, bien qu’essentiel au développement de la maladie,
requiert la présence d’autres co-facteurs (statut immunitaire, variations génétiques, conditions
sanitaires, etc.) ou agents infectieux pour induire les signes cliniques typiques associées aux
formes avancées du SDMPS. Cette hypothése est appuyée par plusieurs études ayant démontré la
présence d’autres agents infectieux lors d’infections naturelles avec le CVP2 (Choi et Chae,
2000; Ellis et al., 2000), ce qui a mené a des expériences de co-infection avec le parvovirus
porcin, le SRRP ainsi qu’avec un mycoplasme. (Harms et al, 2001; Kim et al, 2003a;
Opriessnig et al., 2004). Toutes ces expériences de co-infections ont effectivement démontré que
la co-infection induit des signes cliniques et des lésions spécifiques au SDMPS plus sévéres que
lors d’une infection avec le CVP2 seul. On y note particuliérement une déplétion lymphocytaire

modérée a sévére ainsi que d’un retard de croissance.

Parmi les co-facteurs possiblement impliqués dans le développement du SDMPS, le rdle
du systéme immunitaire, ou plus spécifiquement le role de sa suppression sur la maladie, a bien
entendu été exploré. Il a ainsi été démontré que le CVP2 peut se répliquer dans les
monocytes/macrophages (Sanchez ef al., 2003), un type cellulaire qui joue un réle prépondérant
dans la réponse immunitaire, notamment durant la présentation antigénique. Des expériences ont
donc tenté de vérifier ’effet de ’activation du systéme immunitaire sur la sévérité de la maladie.
L’activation du systéme immunitaire a été fait soit avec le Keyhole limpet hemocyanines (KLH)
dans de I’adjuvant de Freund incomplet (KLH-ICFA) (Krakowka et al, 2001; Ladekjaer-
Mikkelsen et al., 2002) ou des vaccins commerciaux (Kyriakis ez al., 2002; Opriessnig et al.,

2003). Afin de démontrer un lien entre I’activation du systéme immunitaire, soit la présence de



monocytes/macrophages et le SDMPS, un analogue de la thymidine, le bromodeoxyuridine
(BrdU) a été utilisé. L’étude démontre, au niveau du nceud lymphatique, une incorporation plus
importante de BrdU au niveau des porcelets infectés ayant regu le KLH-ICFA comparativement
au porcelets infectés seulement (Krakowka et al., 2001). Les conclusions 2 tirer des résultats
obtenus lors de ces études, notamment en ce qui a trait a celles conduites avec le KLH, ne sont
toutefois pas unanimes et ne permettent pas de tirer une conclusion claire quant a 1’impact de
I’'immunostimulation sur le déroulement de la maladie, les deux études ayant des différences
fondamentales au niveau de leurs résultats et de leurs méthodologies. Sans doute que des
experiences supplémentaires avec un suivi plus précis et avec des approches complémentaires
sur la modulation du systéme immunitaire pourront permettre de mieux résoudre a cette

question.

1.2.1.3 Aspect immunologique

Le CVP2 a été retrouvé dans le cytoplasme de macrophages et de cellules dendritiques
(Gilpin et al., 2003; Vincent et al., 2003). Puisque ces cellules jouent un réle clé dans la réponse
immunitaire, il est probable que la présence du CVP2 au niveau intracellulaire peut affecter la
fonction des macrophages et des cellules dendritiques, notamment du fait que, comme nous
’avons mentionné précédemment, le CVP2 serait en mesure de se répliquer dans les
monocytes/macrophages. Théoriquement, cette réplication pourrait réduire ou éliminer
Pefficacité¢ des fonctions du macrophage, notamment celles reliées au développement d’une
réponse antigénique. Des études, utilisant le CVP1, ont été réalisées et les résultats ont démontré
que la fonction de phagocytose n’est pas altérée (McNeilly et al., 1996). Aucune étude n’a été
cependant été réalisée & ce jour en ce sens avec le CVP2, notamment sur sa capacité 2 moduler la
syntheése de molécules du CMH de classe II ou encore 2 moduler la présentation de peptides

antigéniques dans le contexte du CMH de classe II 4 des lymphocytes T.



Des études ont néanmoins examiné si le CVP2 avait un effet sur la modulation de
différentes cytokines produites au niveau des monocytes lymphocytaires périphériques (PBMC).
I y a une réduction ou une absence de production d’interleukine (IL)-4, IL-2 ou de I’interferon
(INF)-y apres stimulation avec un superantigéne, ’enterotoxine B du staphylocoque, ou un
mitogene, la phytohaemagglutinine, de préparations de PBMC fraichement isolées de porcs
infectés (Darwich et al., 2003a). De plus, cette méme étude a démontré que seul le CVP2 induit
une diminution ou une absence de libération d’IL-4 et d’IL-2 en plus de stimuler la production
d’IL-1 de préparation de PBMC de porcs infectés et non infectés. Ces cytokines sont tous
impliquées dans I’activation de la réponse immunitaire cellulaire et humorale. Une analyse par
transcription inverse et PCR (RT-PCR) démontre une variation dans le niveau de transcription
de certaines cytokines, dont I’IL2, IL-4 et 1'IL-10, dans la majorité des nceuds lymphatiques
analysés (Darwich et al., 2003b). Au niveau du thymus, une corrélation a été démontrée entre
une augmentation d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire associée avec une fonction
immunosuppressive au niveau de la présentation antigénique, et le niveau de déplétion thymique
(Darwich et al., 2003b). Ces observations laissent supposer que le CVP2 pourrait diminuer
Iefficacité de la réponse immunitaire en induisant un état d’immunosuppression local. Ces

résultats suggérent que le CVP2 a une influence sur la fonction des lymphocytes T.

Afin de mieux connaitre I’interaction du systéme immunitaire et du virus lors du cycle
d’infection chez son héte, différents outils ont été élaborés afin de mieux évaluer la réponse
immunitaire humorale spécifique contre le CVP2 chez le porc. 1 a été bien établi que suite &
une infection avec le CVP2, la séroconversion au CVP2 est détectable au environ du
quatorziéme jour post-infection (pi), et ce tant chez le porc asymptomatique que chez le porc
atteint de SDMPS (Pogranichnyy et al., 2000). De plus, c’est 2 partir de ce moment que ’on
observe une diminution de la virémie, puisque chez la majorité des porcs, aucune virémie n’est
détectable au jour 21 pi (Pogranichnyy et al., 2000). L’apparition de la maladie se fait chez les
porcelets agés entre 7 et 12 semaines (Rodriguez-Arrioja et al., 2002). I1 y a une séroconversion

au CVP2 de jeunes porcelets de fermes ayant ou non les caractéristiques de la maladie. Les



10

profils de séroconversion au CVP2 sont cependant différents; chez les sujets agés entre 11 et 17
semaines, les porcelets atteints de SDMPS étaient positifs 2 93% pour des Ac anti-ORF2,
comparativement 4 54% chez les porcs infectés mais sans signes de SDMPS (Blanchard et al.,
2003b). Cette méme étude, effectuée a partir de sérum prélevés d’élevages de porcs en France, a
démontré une séroconversion vers la 13° semaines chez les porcs malades, et a la 18° semaines
chez les porcs infectés seulement, ce qui laisse suggérer que 1’infection a bas age induit plus

souvent 1’apparition du SDMPS.

Jusqu’a maintenant aucune étude sur la caractérisation de la réponse immunitaire
cellulaire spécifique contre le CVP2 n’a été rapportée. Néanmoins, des observations au niveau
de la lymphadénopathie chez les porcs infectés a permis de démontrer des changements dans la
circulation périphérique au niveau de la population de lymphocytes lors de I’infection (Allan et
Ellis, 2000; Shibahara et al., 2000; Segales et al., 2001; Darwich et al., 2002; Nielsen et al.,
2003). Ces changements ont fait 1’objet de plusieurs études afin de déterminer les lymphocytes
affectés. Par cytométrie en flux, un groupe a démontré une baisse des lymphocytes T CD8" et
CD4'CD8" ainsi que des lymphocytes B IgM" (Darwich et al., 2002). Cette réduction est
observée tant chez les porcs atteints de SDMPS que des porcs infectés avec le CVP2. Une étude
similaire démontre aussi une baisse des lymphocytes T et B (Segales e al., 2001). Toutefois, une
diminution de la population de lymphocyte B et une augmentation du nombre de monocytes
dans le sang périphérique ont été observées (Shibahara et al, 2000). En utilisant
I’immunohistochimie, des résultats similaires ont été rapportés, soit une diminution de
lymphocytes B et T et une augmentation du nombre de macrophages dans les ganglions
lymphatiques (Sarli et al., 2001; Chianini et al., 2003). De plus, lors d’une étude par triple
marquage, une diminution du nombre de cellules NK (CD3°CD4 CD8") et des cellules Ty naifs
(CD3*CD4"CD8) et activés (CD3'CD4*CD8") (Nielsen et al., 2003) a été observée. L’ensemble
de ces résultats démontre que le CVP2, par un mécanisme inconnu jusqu’a maintenant, mais qui
pourrait possiblement impliquer les macrophages, peut moduler la réponse immunitaire afin
d’induire le SDMPS.
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Puisque la population lymphocytaire est a la baisse lors d’une infection avec le CVP2,
des recherches ont été entreprises afin de déterminer si ’induction de ’apoptose pouvait étre
impliquée. L’utilisation de la technique de TUNEL ( « Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated d’UTP-nick end labelling ») pour visualiser les cellules apoptotique, a démontré un
haut taux d’apoptose chez la population de lymphocytes CD79a" (Shibahara et al., 2000) chez
les porcs infectés avec le CVP2 comparativement a des porcs témoins non-infectés. Une étude
récente a découvert une nouvelle protéine, nommée ORF3, qui a la capacité d’induire 1’apoptose
par la voie de la caspase-8 (Liu et al., 2005). Cependant, d’autres études affirment plutét que
I’apoptose ne serait pas la cause du développement du SDMPS (Mandrioli et al., 2004; Resendes
et al., 2004). Cependant, 1’on rapporte qu’il y a une augmentation de 1’apoptose au niveau du
nceud lymphatique inguinal superficiel au premier stade, comparativement au stade intermédiaire
et final. Ces stades sont dépendants du degré de déplétion des follicules et des lymphocytes
(Mandrioli et al., 2004). Cette méme étude démontre que le taux de prolifération lymphocytaire
serait le facteur le plus important dans le développement du SDMPS que de I’apoptose. Notons
qu’une corrélation positive a été établie avec la déplétion lymphocytaire et la quantité de virus
retrouvée au niveau du ganglion lymphatique (Darwich et al.,, 2002). Malgré tous, nous ne
pouvons affirmé avec certitude que 1’apoptose ne joue aucun rdle dans le développement de la
maladie. Les résultats semblent indiqués que le développement du SDMPS soit attribuable au
potentiel du CVP2 a induire 1’apoptose dans les premier instant de I’infection suivie du potentiel

a moduler la réponse immunitaire.

Lorsqu’un état d’immunosuppression est présent, il y a possibilité que des infections
secondaires se produisent. Des infections par des agents opportunistes ont effectivement été
rapportées (Sato et al., 2000; Krakowka et al., 2001) dans le cas de porcs atteints de SDMPS.
Cette observation est consistante avec I’hypothése que le CVP2 induit une immunosuppression

locale. L’ensemble de ces observations a donc mené & un consensus qui suggére que le CVP2
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infecte les macrophages des amygdales, pour ensuite étre disséminé dans I’organisme tout en se

répliquant dans les monocytes du sang (Rosell et al., 1999).

1.2.1.4 Prophylaxie et diagnostic

Plusieurs études ont démontré que le CVP2 était I’agent étiologique de cette maladie
(Morozov et al., 1998; Balasch et al., 1999). A ce jour, il n’y a aucun outil prophylactique
disponible. Cependant, quelques études ont démontré le potentiel de I’ORF2 comme protéine
immunogénique afin de produire un vaccin (Nawagitgul et al., 2000a; Liu et al., 2001). Une
approche proposée a été de produire un vaccin & ADN; soit I’injection d’un plasmide
recombinant exprimant I’ORF2. L’immunisation de souris avec ce plasmide a conduit 2 une
production d’Ac spécifique chez I’héte suite 4 une immunisation répétée (trois) avec le vecteur
plasmidique par voie sous-cutanée avec I’aide d’un « gene gun » (Kamstrup et al., 2004). 11 est
toutefois a noter que deux immunisations ont été requises afin de détecter des Ac au jour 52
post-vaccination, et qu’une troisiéme immunisation a été requise afin d’obtenir des titres
d’anticorps significatifs dans la majorité des animaux vaccinés. Des expériences de vaccination
en utilisant des protéines produites & partir de systémes de purification de baculovirus ont
également été utilisées afin de tester I’immunogénécité de ces préparations vaccinales. La
purification d’ORF1 et ORF2 recombinante du CVP2 a été réalisée par la colonne d’affinité en
ajoutant une séquence de poly-histidine dans la région en N-terminale de la protéine. Comme le
cas du vaccin plasmidique, [’utilisation de protéines recombinantes pures en présence
d’adjuvants a permis d’induire chez des porcelets la présence d’anticorps spécifiques (Blanchard
et al., 2003a). Toutefois, en comparant avec I’ADN plasmidique contenant un ORF2, les auteurs
ont pu déterminer que la protéine de la nucléocapside pure était beaucoup plus efficace 4 induire
des Ac (dés la deuxiéme semaine post-immunisation contrairement a cing-six semaines post-
immunisation chez les porcs ayant regu le plasmide). De plus, les auteurs ont pu déterminer que
seuls les porcs ayant été immunisés avec I’ORF2 avaient une protection, du moins partielle,
contre une infection défi avec le CVP2, et non ceux immunisés avec I’ORF1. L’élaboration et

I’utilisation de stratégies vaccinales variées contre le CVP2 pourront sGrement permettre d’offrir
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un meilleur éventail d’outil qui permettront aux chercheurs et aux éleveurs de mieux controler

les ravages dus & la maladie que ce virus cause.

Un second moyen de limiter la propagation de la maladie est de développer des outils de
diagnostics performants. Cependant, le SDMPS est caractérisé par différentes 1ésions, lesquelles
peuvent varier d’un porc & I’autre, ce qui rend le diagnostic difficile. Afin de rendre le diagnostic
plus précis, trois critéres doivent étre respectés. Le premier est I’apparition de signes cliniques,
tel que la perte de poids et la présence de problémes respiratoires. Le deuxiéme critére est la
présence de lésions caractéristiques du SDMPS, tel que la lymphadénopathie, I’hépatisation des
poumons et la présence de corps d’inclusions. Finalement, la détection d’Ac ou d’ADN viral
dans les différentes lésions confirme le diagnostic. Cette approche est utilisée pour confirmer la
maladie puisque le porc doit étre sacrifié pour confirmer le diagnostic. Afin de facilité celui-ci,
différents tests ont donc été récemment élaborés pour détecter la présence du CVP2 au niveau du
sang ainsi que la présence d’Ac. Dans le cas du CVPI, des tests diagnostics ont été élaborés par
les techniques d’immunohistochimie (IHC) (Allan et al, 1994a) et d’hybridation in situ
(HIS)(Allan et al., 1998b). Cette derniére a d’ailleurs pu étre utilisée dans la détection du CVP2.
De plus, des études au niveau de I’homologie entre les ORF2 des virus CVP1 et CVP2 et
’analyse des séquences nucléotidiques de plusieurs génomes du CVP2 a permis d’élaborer de
nouveaux tests d’hybridation in situ plus sensibles (Choi et Chae, 1999; Kim et Chae, 2001;
Sirinarumitr et al., 2001). Cependant, ces tests sont utilisés post mortem et ne peuvent donc pas

étre utilisés pour donner une idée précise de 1’état de la situation réelle au niveau des troupeaux.

D’autres tests de diagnostic ont été élaborés afin de détecter la présence d’antigénes
viraux de fagon directe, soit par des tests d’acides nucléiques (TAN) faisant appel 4 la technique
d’amplification par PCR, soit de fagon indirecte, en utilisant la technique d’ELISA. Puisque les
séquences génomiques du CVP1 et CVP2 sont connues, des amorces reconnaissant
spécifiquement I’ORF2 du CVPI1 et du CVP2 ont été produites. Des analyses des amplicons a

partir de sérum (Liu ez al., 2000; Calsamiglia et al., 2002) ainsi que de tissus ont donc été
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réalisés (Morozov et al., 1998; Ellis et al., 2000). Cependant, Iutilisation de TAN pour la
détection de virus au niveau des tissus n’est pas quantitative (Segales et Domingo, 2002),
puisqu’elle ne démontre que la présence du virus. Le CVP2 est retrouvé de fagon endémique, ce
qui aura pour effet d’obtenir des faux positifs. Un PCR compétitif (¢cPCR) quantitatif a été
€laboré (Liu et al., 2000) afin de palier 4 ce probléme. Une étude comparative a été réalisée afin
de comparer les différentes techniques (IHC, HIS, cPCR) et a démontré que les techniques
d’IHC et d’ELISA peuvent différencier les infections cliniques des non cliniques
comparativement au PCR (McNeilly et al., 2002). Une autre étude a cependant démontré que
PIHC serait plus adéquate pour démontrer ’association entre la quantité de CVP2 et les lésions
retrouvées (Choi et al,, 2000). Une nouvelle approche par PCR a été mise au point afin de
différencier simultanément le CVP1 du CVP2 (Larochelle ef al., 1999; Ouardani et al., 1999;
Kim et al., 2001b). Des tests PCR multiplex sont utilisés afin de détecter simultanément le CVP2
et différents virus, tel que le PPV pathogéne (Kim et al., 2001a; Kim ef al., 2003b) et le SRRP
(Segales et al., 2002).

La technique d’immunofluorescence indirect (IFI) a également certains avantages dans le
cas du CVP2. Avec des Ac spécifiques contre le CVP2, elle permet la détection de virus dans les
cellules lors de I’isolement et lors de la propagation in vitro du virus. De plus, IIFI est utilisée
dans les laboratoires afin de détecter la présence d’Ac dans le sérum des animaux. Cette derniére
est produite sur des feuillets de cellules infectées avec le CVP2. Une méthode complémentaire a
été mise au point en utilisant le plasmide d’expression pCEP5 contenant le géne de I’ORF2. Des
plateaux de cellules 293 transfectées avec le pCEP5-6H-ORF2 ont été fixés de méme que des
plateaux de cellules PKA infectées avec le CVP2. La sensibilité a été étudiée en utilisant des
serums de porc provenant de différentes fermes. Les résultats ont démontré que 23 sérums
étaient positifs lorsque le test était effectué avec des cellules infectées avec le virus
comparativement a 35 sérums lorsque celles-ci étaient transfectées avec le vecteur, démontrant

une meilleure détection des Ac (Racine et al., 2004).
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Malgré les progrés significatifs effectués au niveau des différents tests de diagnostic
produits par les différents laboratoires de recherche, aucun n’a encore été commercialisé.
Neéanmoins, certains d’entre eux, dont celui faisant appel 4 la détection par PCR, sont déja

utilisés par différents services et/ou laboratoires de recherche pour le diagnostic du CVP2.

1.2.1.5 Autres syndromes liés au CVP2

Plusieurs maladies ont été liées au CVP2, soit le syndrome de dermatite et néphropathie
porcine (SDNP), le tremblement congénital (CT) ainsi que 1’avortement spontané et porcelet
mort né. Le SDNP, identifié en 1993 en Grande Bretagne (Mackinnon, 2000), touche
séverement le rein et cause des lésions au niveau de la peau et certains autres organes. La
présence du CVP2 a été démontrée dans les lésions au niveau des tissus lymphatiques, des
amygdales, de la rate et du foie (Allan ez al., 2000; Rosell et al., 2000). Le CT est caractérisé par
une perte de contrdle involontaire suite & une perte de myéline au niveau des cellules nerveuses.
On y retrouve le CVP2 dans le cerveau de porcelets atteints dans les différents organes
(Stevenson et al., 2001). Cependant, ’association entre le CVP2 et le CT demeure controversée.
Suite & une étude rétrospective sur des échantillons de porcs atteints de CT, aucun ADN n’a été
détecté au niveau du systéme immunitaire (Stevenson et al., 2001). Finalement, le CVP2 serait
impliqué dans les cas de maladie de I’avortement spontanée et du mort-né. (West et al., 1999;
Mechan et al., 2001). Suite 4 une infection de truies gestantes, 35% des naissances étaient des

porcelets morts.

1.3 Le circovirus porcin

1.3.1 Taxonomie

Depuis la description du circovirus par Tischer en 1982 et 1’introduction de la nouvelle
famille des Circoviridae (Lukert et al., 1995), plusieurs changements ont été apportés au niveau

de la classification entourant les circovirus. Notons entre autre que la famille des Circoviridae
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est maintenant composée de trois genres, soit le circovirus, le gyrovirus et ’anellovirus (Figure
2). Pour les membres du genre circovirus, on retrouve les circovirus porcins de type 1 et de type
2 ainsi que d’autres virus tel le circovirus du pigeon (PiCV) et du canari (CaCV). Pour le genre
gyrovirus, reconnu en 1999 (Pringle, 1999), on retrouve un seul virus, soit le virus de ’anémie
du poulet (CAV). Le genre anellovirus, créé officiellement en 2004 (Mayo, 2004), contient un
virus type nommé TTV (Torque teno virus), isolé chez ’humain. De plus, notons que les virus
des plantes, tel le BBTV, anciennement dans la famille Circoviridae, sont maintenant classés

dans une nouvelle famille, le Nanoviridae.

Circoviridae
Circovirus Gyrovirus Anellovirus
CVP1 (1974) CAV TTV
CVP2 (1997)
PiCV

Figure 2 : Organigramme représentant la famille Circoviridae.

1.3.2 Tropisme cellulaire du CVP

La propagation virale du CVP1 et CVP2 se fait dans la majorité des cas sur les cellules
PK-15 ou PKA (Todd et al., 2001). En effet, comme nous 1’avons mentionné auparavant, le
CVP1 a été découvert grice 4 la lignée cellulaire PK-15, qui est chroniquement infectée par ce
virus (Tischer et al., 1974). De plus, ’infection chronique ne produit aucun effet cytopathique
visible, rendant difficile la détection par microscopie conventionnelle. Différentes tentatives ont

ete effectuées afin de propager le CVP2 dans différents types cellulaires. La ligné cellulaire de
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rétine de porc feetal (VIRO R1), exprimant le géne E1 de ’adénovirus humain de type 5, a été
utilisée avec un certain succés (Liu et al., 2001). Puisque le géne E1 peut induire la phase S de
réplication, la possibilité de réplication du CVP2 est accrue. D’autres lignées cellulaires peuvent
étre utilisées afin de propager le virus, notamment les cellules de la trompe de Fallope de truie
(PFT) et les macrophages alvéolaires de poumon (Ouardani, Mémoire de maitrise, 2001), de
méme que les cellules de rein de primates (VERO) (Liu et al., 2001). Certaines cellules sont
permissives au virus mais ne permettent pas la réplication virale. C’est le cas, par exemple, des
cellules de bovins et d’ovin (Edwards et Sands, 1994), et des cellules dendritiques porcines
(Vincent et al., 2003). Il a été démontré cependant que le CVP2 peut se répliquer dans des
cellules du systéme immunitaire, comme les monocytes/macrophages (Allan et al., 1994b) et les
lymphocytes B et T (Shibahara et al., 2000; Kim et Chae, 2003). De plus, des expériences in
vivo ont démontré que le tropisme du CVP2 était différent entre le feetus et le porcelet nouveau-
né (Sanchez et al., 2003). Chez le feetus, le virus a été détecté au niveau des cardiomyocytes, des
hépatocytes et des macrophages. Vers la fin du développement embryonnaire, le tropisme
diminue progressivement dans les cardiomyocytes et les hépatocytes, alors que chez le nouveau-
né, une infection avec le CVP2 démontre un tropisme marqué pour les macrophages (Sanchez et
al., 2003). Chez I’humain, la ligné cellulaire, Hep2, démontre une réplication du CVP2
(Hattermann et al,, 2004) suite & une transfection. Cependant, les particules virales n’ont

démontré aucune infectivité.

1.3.3 Epidémiologie

Depuis la découverte du SDMPS dans I’Ouest canadien au début des années 1990
(Harding et Clark, 1997), I’expansion de cette maladie a pris une telle ampleur qu’elle est
maintenant décrite & travers le monde. Le SDMPS a été recensé, depuis les derniéres années, au
Canada (Liu et al., 2002), aux Etats-Unis (Allan et al., 1998b; Fenaux et al., 2000), au Mexique
(Trujano et al., 2001) et dans différents pays d’Europe (Allan et al., 1998b; Spillane et al., 1998;

Plana-Duran et al., 1999; Labarque et al., 2000). Par analyse de séquences nucléotidiques, un
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arbre phylogénétique a été construit et démontre que les souches canadiennes, américaines et
européennes sont hautement reliées (Larochelle et al, 2002). Cette apparition soudaine et
simultanée du SDMPS n’a pu étre expliquée jusqu’a maintenant. Cependant, plusieurs
hypothéses ont été proposées, notamment celles reliées 3 des changements au niveau de la
pratique sanitaire ou encore I’influence de la génétique du porc, pourraient avoir une incidence
importante sur I’épidémiologie de cette maladie au niveau mondial. Une expérience a d’ailleurs
démontré un possible lien entre la génétique du porc et la susceptibilité a cette maladie (Lopez-
Soria et al., 2004). De plus, des études ont démontré que le CVP2 était présent dans des lésions
ressemblant au SDMPS depuis 1985 au Japon (Sato et al, 2000) et méme en Espagne
(Rodriguez-Arrioja et al., 2003). Hors, du virus a été retrouvé dans des tissus de porcs décédés,
dans les années 60, de tremblement congénital, maladie associé récemment avec le CVP2 (Choi
etal.,2002).

Avec le développement récent d’outils pour le diagnostic de la maladie, il a été possible
de déterminer 1’étendue de la présence du CVP2 dans la population porcine ainsi que de faire un
lien possible entre le taux d’Ac et le stade de la maladie. Il a ainsi été démontré que 36 % des
porcs atteints de SDMPS avaient un taux en Ac faible, comparativement 4 11% chez les porcs
avec un titre en Ac élevé (Rodriguez-Arrioja et al., 2000). De tous les porcs atteints de SDMPS,
un test par détection au niveau du génome viral (Test d ‘Acide Nucléique; TAN) démontre une
présence de PCV2 dans 94% des cas (Ouardani et al, 1999), consistant avec les travaux
démontrant que le SDMPS est causé par le CVP2, mais laissant également supposer qu’une
faible proportion pourrait étre causé par un autre virus. Par contre, plusieurs cas de co-infection
ont été rapportés chez les animaux infectés par le CVP2, Les plus retrouvés sont le parvovirus
porcin (PPV) (Choi et Chae, 2000; Ellis et al., 2000) et le virus du SRRP (Pogranichniy ef al.,
2002; Drolet et al., 2003; Wellenberg et al., 2004). De fagon paralléle, des Ac contre le CVP ont

été détectés chez la souris, la vache et I’homme (Tischer et al., 1995).
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Malgré tout, on connait trés peu de chose sur la dissémination du virus. Certaines études
ont démontré la présence de CVP2 dans les féces et dans les sécrétions nasales (Shibata ef al.,
2003; Yang et al., 2003) ainsi que dans le sperme (Larochelle et al., 2000). Ce virus semble étre
capable de traverser la barriére placentaire puisque du CVP2 a été détecté chez le feetus, suite a

un avortement spontané, et chez des porcelets mort-nés (West et al., 1999; Bogdan et al., 2001).

1.3.4 Structure du circovirus

1.3.4.1 Morphologie et propriétés physico-chimiques

Le circovirus porcin est un petit virus 8 ADN simple brin non-enveloppé (Tischer et al.,
1982) avec une capside a symétrie icosaédrique. Les virions ont un diamétre variant entre 16.8 et
20.7 nm. Cette derniére caractéristique leur confére d’ailleurs une qualité particuliére; ils sont en
effet les plus petits virus de mammiféres pouvant se répliquer de fagon autonome (Niagro et al.,
1998).

Le CVP a une masse moléculaire de 0.58 x 10 daltons (Tischer et al., 1986). 11 possede
un gradient de densité dans le CsCl de 1.36-1.38 g/ml (Allan et al., 1994c) et un coefficient de
sédimentation sur gradient de sucrose de 52S (Tischer et al., 1982). Le CVP résiste & une
température de 70°C pendant 15 minutes, 4 une incubation 4 pH 3, ou 4 un traitement au
chloroforme (Allan et al., 1994c).

1.3.4.2 Organisation et réplication génomique

L’analyse de la séquence nucléotidique a démontré que le génome du CVP1 est plus petit
que celui du CVP2, avec une taille de 1759 bases (Meehan et al., 1997) comparativement a 1768
bases pour celui du CVP2 (Allan ez al., 1998a). L’homologie de séquence entre les souches de
CVP1 et CVP2 varient entre 68 et 76% (Hamel et al, 1998; Morozov et al., 1998).

L’homologie entre les différentes souches d’une méme espéce est égale ou supérieure & 96%
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(Meehan et al., 1997). L’analyse de la séquence du génome viral laisse supposer la présence de

sept cadres (ORF) de lecture potentiels codant pour des protéines de plus 5 kDa.

L’isolement de I’ADN viral de cellules infectées avec le CVP a permis de discerner une
forme d’ADN double brin. Cet ADN bicaténaire suggére qu’il est I’intermédiaire dans le
processus de réplication du génome virale (Tischer et Buhk, 1988). Cette forme est & I’origine de
la transcription du géne de I’ORF2, soit la nucléocapside (NC), puisqu’il a été démontré que des
séquences de polyadénylation ont été retrouvées sur les deux brins (Meehan et al., 1997),
démontrant ainsi un génome ambisens (Figure 3). De plus, les promoteurs Prep et Pcap ont été
caractérisés. Le Prep a été localisé entre les régions 1627 a 24 nucléotides, au niveau de 1’origine
de réplication tandis que le Pcap a été identifi€ dans la région située de 556 a 480 nucléotides
chez le CVP1 (Mankertz et Hillenbrand, 2002).

L’origine de réplication du CVP1 a été identifiée et localisée dans la région englobant les
nucléotides 1715 a 66 (Mankertz ez al., 1997). Elle comprend plusieurs motifs dont certains ont
une forte homologie avec ceux retrouvés chez les Gémimivirus et les Nanovirus (Mankertz et
al., 2000). Elle est caractérisée par une séquence palindromique de 11 nucléotides ainsi qu’une
sequence conservée de neuf nucléotides, région d’initiation de la réplication, qui est situé dans la
structure en téte d’épingle (Figure 4) (Mankertz et al., 1997; Cheung, 2004a). La téte d’épingle
est composée de 12 nucléotides dans le cas du CVP1 mais en contient 10 dans le cas du CVP2
(Cheung, 2004a). Une étude a démontré que la réplication virale est diminuée suite 4 une
mutation au niveau de la téte d’épingle (Cheung, 2004a) et aucune influence au niveau de région

palindromique, soit au niveau des séquences donnant la tige de la structure en téte d’épingle
(Cheung, 2004b).

La réplication virale se fait par le mécanisme de cercle roulant (Mankertz et al., 1998)

via une forme réplicative double brin. Elle est initiée suite 4 une cassure de I’ADN au niveau de



21

.. Brin complémentaire

Brin viral _

/// o RF 5 \ \ y "‘_.'_"\-_\
\ 4

/. _‘/ 4 O

ORF 7 ||
PCV I
(1759 pb)

Figure 3 : Organisation génomique du circovirus porcin.

Au niveau du brin viral, il y a ’ORF1, codant pour la réplicase. L’on retrouve aussi les ORF
théoriques ORFS5 et ORF7. Le brin complémentaire comprend 2 ORF théoriques, 1‘ORF3 et
’ORF4 et I’ORF2, codant pour la nucléocapside.
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Figure 4 : Schéma de I’organisation de 1’origine de réplication du CVP2.

(Extrait de Cheung, 2004).

Ce schéma contient la séquence palindromique de 11 nt (3-13), I’octamére, dans la structure en
téte d’épingle (région blanche) et quatre séquences répétées.
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’octamére a P’origine de réplication par la liaison des protéines, Rep et Rep’ (Steinfeldt ef al.,
2001), codé par I’ORF1. La réplication ne pourra étre réalisée que si les deux réplicases sont
présentes (Mankertz et Hillenbrand, 2001). Le brin complémentaire nouvellement synthétisé

contient le géne codant pour la protéine structurale, la NC.

L’étude de la cinétique de réplication du CVP2 démontre la présence de trois ARNm
viraux a partir de 18 heures post-infection. Le transcrit le plus abondant, correspondant & un
ARNm de 950 nt, représente la NC, soit I’ORF2. Un ARNm de 750 et 450 nt représentent les

réplicases Rep et Rep’. Ce n’est qu’a partir de 30 heures PI que les premiers virions sont détectés
(Cheung et Bolin, 2002).

L’infection de feuillet cellulaire avec le CVP2 n’induit que peu de nouveaux virions, ce
qui représente d’ailleurs une des principales difficultés rencontrées non seulement dans la mise
au point d’un vaccin contre ce virus, mais également dans les études reliées 4 ce virus en
geénéral. Une raison de ce faible rendement est le fait que le CVP2 soit dépendant du cycle
cellulaire, nécessitant la phase S de réplication (Tischer et al., 1987). Le recours a un traitement
des lignées cellulaires avec la glucosamine est utilisé afin d’obtenir un meilleur taux de
réplication virale (Tischer et al., 1987; Darwich et al., 2004) étant donné que celle-ci favorise
’entrée des cellules en mitose. Aprés une incubation de 24 heures, le feuillet cellulaire infecté
avec le CVP est traité avec la glucosamine pour une durée moyenne de 30 minutes. Cependant,
plusieurs ont rapporté que ce traitement semble induire une dégénérescence cellulaire, réduisant

ainsi son efficacité (Stevenson et al., 1999; Allan et Ellis, 2000).

1.3.4.3 Protéines virales

Comme nous 1’avons briévement abordé plus t6t, le CVP comporte plusieurs cadres de
lecture ouvert (ORF). Une analyse du génome viral démontre qu’il peut y avoir jusqu’a sept

ORF codant pour des protéines avec une taille de plus de 5 kDa dans le cas du CVP2 et de huit
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pour le CVP1 (Hamel et al., 1998). Parmi tous ces ORF, cependant, on en retrouve deux
principaux, soit les ORF1 et ORF2.

L’ORF1 est retrouvé sur le brin viral situé entre les nucléotides 5 & 995 et code pour une
protéine de 312 aa d’une masse moléculaire d’environ 36 kDa. La séquence entre les ORF1 du
CVP1 et du CVP2 est trés similaire, avec un taux d’homologie d’environ 82% (Hamel ef al.,
1998; Mankertz et al., 1998). De plus, une analyse sur des séquences de différentes espéces a
démontré une homologie significative avec une protéine impliquée dans la réplication (Rep)
chez d’autres virus, dont le break and feather disease virus (BFDV) et les géminivirus (Niagro et
al., 1998). Cette fonction de ’ORF1 a d’ailleurs été confirmée (Mankertz et al., 1998). Des
études sur la transcription du géne ont également révélé une second protéine produite suite a un
épissage alternatif (Mankertz et Hillenbrand, 2001). Cette protéine serait également essentielle a
la réplication du génome viral (Steinfeldt ez al., 2001).

Le géne de ’ORF2, quant & lui, est situé entre les nucléotides 1735 4 1034, sur le brin
complémentaire. D’une longueur de 702 pb, il code pour une protéine de 233 aa dont la masse
moléculaire est d’environ 28 kDa. Malgré la découverte du CVP1 en 1974 (Tischer et al., 1974),
la fonction précise de I’'ORF2 avait été un mystére jusqu’a tout récemment alors qu’elle a été
associée a la protéine structurale, la NC (Nawagitgul et al., 2000a). Avant cette découverte,
I'hypothése était que I’ORF1, suite & un épissage alternatif, produisait la NC (Meehan et al.,
1998). Pour déterminer la fonction de I’ORF2, le géne a été amplifié et cloné dans un plasmide
afin de construire un baculovirus recombinant exprimant I’ORF2. A partir d’un lysat cellulaire
infecté avec le baculovirus recombinant, I’ORF2 a été détecté par immunobuvardage de type
Western avec un sérum polyclonal de lapin infecté avec le CVP2. Ce lysat a été soumis 3 une
purification sur gradient de chlorure de césium pour purifier ’ORF2. La visualisation de
’ORF2 révéla alors un auto-assemblage de capsides virales vides (Nawagitgul et al., 2000a).
Des études utilisant des anticorps spécifiques contre I’ORF2 sur des cellules infectées avec le

CVP2 vinrent confirmer que I’ORF2 code pour la protéine de la NC du CVP2.
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Avec la certitude que ’ORF2 code pour la NC, plusieurs recherches ont été menées afin
de la caractériser davantage. L’un de ces objectifs de recherche a été de déterminer la
localisation de I’ORF2 dans les cellules. Pour y arriver, des études en immunofluorescence
utilisant un sérum de lapin immunisé avec I’ORF2 furent réalisées sur des cellules infectées avec
le CVP2 et vinrent confirmer que I’'ORF2 se retrouve au niveau du noyau cellulaire (Liu et al.,
2001). De plus la protéine GFP (protéine fluorescente verte) a été fusionnée a I’ORF2 afin de
valider ces observations et de déterminer si une région pouvait contenir un signal de localisation
nucléaire. Suite a la transfection avec la protéine compléte, la fluorescence a été retrouvée
exclusivement dans le noyau, confirmant les résultats précédents. L’utilisation de mutants de
délétion a toutefois permis de déterminer que le signal de localisation nucléaire se retrouve a
Pintérieur des 41 premiers acides aminés en position N-terminal, laquelle contient plusieurs

acides aminés basiques (Liu et al., 2001).

Un autre objectif des recherches sur PORF2 a été axé sur I’étude de ses propriétés
immunogéniques. Bien que peu d’études aient été réalisées sur la localisation des épitopes
immunogéniques, I’une d’entre elle a néanmoins pu comparer les épitopes de ’'ORF2 du CVP1
et du CVP2. En utilisant un sérum de porc infecté avec le CVP2, une réaction croisée entre le
CVP1 et le CVP2 a pu étre observée (Mahe et al., 2000). Une telle réaction croisée au niveau de
PORF1 du CVP1 et du CVP2 a également pu étre observée avec un sérum d’un lapin immunisé
avec ’ORF1 du CVP1. Par contre, I’utilisation de sérum spécifique contre I’ORF2 du CVP2 ne
semble pas réagir contre I’'ORF2 du CVP1. Cette étude a permis d’établir que les épitopes
immunogéniques principaux qui distinguent les deux virus sont principalement localisés sur la
NC, laissant supposer qu’il y a des différences au niveau de I’'ORF2 du CVP1 et du CVP2. La
conception de tests de diagnostic par PCR multiplex (Larochelle e al., 1999; Ouardani et al.,
1999), ELISA (Walker et al., 2000; Nawagitgul et al., 2002) ou hybridation in situ (Nawagitgul

et al., 2000b) dans le but de distinguer les deux souches de virus est donc légitime.
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Afin d’identifier les épitopes précis que reconnaissent les Ac dirigés contre les ORF2, des
analyses par la technique de PEPSCAN, une approche qui consiste 4 utiliser, sur membrane de
nitrocellulose, des peptides correspondant a la séquence en acides aminés de ’ORF2, ont été
réalisées. Suite & une incubation avec les Ac spécifiques 4 I’ORF2 du CVP2, les résultats ont
permis d’identifier quatre régions de I’ORF2 du CVP2 réagissant fortement avec ces Ac (Mahe
et al., 2000). Ces épitopes sont situés dans les régions suivantes : 25-39 aa, 73-87 aa, 121-147 aa
et 169-183 aa. Une seconde étude a démontré, au moyen de la méme approche, deux épitopes
majeurs, situés dans les régions entre 69-83 aa et 117-131 aa, confirmant ainsi au moins deux
régions avec un potentiel immunogénique important (Truong et al, 2001). Cependant, la
construction de protéines chimériques résultant du remplacement de la région de ’ORF2 du
CVP2 par celle de I’'ORF2 du CVP1 a démontré que les Ac reconnaissent principalement des
épitopes situés dans les régions 47-63 et 165-200 (Lekcharoensuk et al., 2004). Ces résultats
laissent supposer que la conformation de la NC pourrait jouer un rdle important dans
I’'immunogénécité des épitopes du CVP2 et expliquer les différences observées (Mahe et al.,
2000; Lekcharoensuk et al., 2004).

1.4. Hypothéses de travail

Le CVP2 est responsable du syndrome de dépérissement multisystémique post-sevrage
des porcs, une maladie caractérisée par une perte de poids progressive, des troubles respiratoires,
et de la jaunisse, et qui affecte présentement les porcs de la plupart des pays producteurs. Notre
hypothése est que la construction d’un vecteur adénoviral recombinant contenant I’ORF2 du
CVP2 a le potentiel d’induire une réponse immunitaire protectrice contre le CVP2. Pour ce faire,
nous devrons 1) produire le vecteur de transfert contenant I’ORF2 du CVP2; 2) démontrer
’expression in vitro de I’ORF2 & partir du vecteur dans une lignée cellulaire ; 3) générer un
adénovirus recombinant contenant I’ORF2 (hAd-ORF2) et le purifier ; 4) vérifier I'intégrité de
hAd-ORF2 au niveau de la séquence nucléotidique ; 5) produire un stock de travail de hAd-

ORF?2 ; et 6) déterminer le potentiel immunogénique chez la souris.
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Chapitre 2
Matériel et méthodes
2.1 Cultures cellulaires

2.1.1 Lignées cellulaires

La lignée cellulaire de rein de porc PK-15A (PKA) a été obtenue du Dr A. Afshar
(Animal Diseases Research Institute, Agriculture Canada, Nepean, Ontario, Canada). Cette
lignée a comme caractéristique premiére d’étre exempte de circovirus porcin de type 1 (CVP1)
(Dulac et Afshar, 1989). Les lignées cellulaires de rein embryonnaire humaine 293 et 293/CymR
ont été obtenues du Dr Bernard Massie de I’Institut de Recherche en Biotechnologie (IRB)
(Conseil National de la recherche du Canada, Montréal, Québec, Canada). La lignée 293
contient dans son génome le géne E1 de I’adénovirus humain de type 5 (Graham et al., 1977).
Elle peut donc étre infectée efficacement par les adénovirus humain de type 1, 2, 5 et 7. La
lignée cellulaire 293/CymR exprime le CymR, un répresseur puisqu’il se fixe & I’opérateur

cumate et empéche de ce fait la transcription du transgéne (Eaton, 1997).

2.1.2 Passages cellulaires

Les lignées cellulaires PKA et 293 ont été maintenues de fagon routiniére par passages
cellulaires selon les techniques standards dans des flacons de cultures cellulaires de 75 ou 150
cm’ (Corning) en utilisant une concentration de 100 000 cellules/mL pour I’ensemencement et
un milieu minimal essentiel contenant une base de Earle (MEM-Earle) (Gibco-BRL,
Mississaugua, ON, Canada) pour les cellules PKA et de DMEM pour les cellules 293. Les
milieux de cultures ont été supplémentés de 1% de L-glutamine (Gibco-BRL) et 5% de sérum
feetal bovin (SFB, Gibco-BRL) en plus de 1% de pyruvate de sodium (Gibco-BRL) dans le cas

des cellules PKA. Les passages ont été effectués lorsque les feuillets cellulaires avaient atteint
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une confluence de plus de 90 % en utilisant une solution de trypsine (0,25%)/EDTA (0.04 % ;
acide éthylénediamine tétraacétique (EDTA ; Sigma-Aldrich Chemical Co., MO, E-U). Les
cultures cellules ont été maintenues a une température de 37°C avec un environnement de 5%

en dioxyde de carbone.

2.2 Clonage de I’ORF2 du CVP2

L’ORF2 du CVP2 utilisé lors de la production du vecteur de transfert provient du vecteur
pCEP5-6H-ORF2 généré dans notre laboratoire (Racine et al., 2004). Cet ORF2 provient de la
souche IAF-2897 isol¢ & partir de jeunes porcelets de fermes du Québec et présentant des
symptomes caractéristiques du syndrome de dépérissement multisystémique en postsevrage
(SDMPS). Le génome de cet isolat a été entiérement séquencé par le groupe du Dr Dea
(GenBank No d’accession AF408635). Pour le sous-clonage, la souche Escherichia coli DH5a
fut transformée avec 1 pL de ce vecteur et ensemencé sur un pétri contenant du milieu LB gélifié
avec de I’agar & 1.5 % (Fisher, NJ, E-U) supplémenté d’ampicilline 4 une concentration de 100
pg/mL. Une colonie positive a été sélectionnée et ensemencée dans 3 mL de milieu liquide 2x
YT avec ampicilline & 37°C toute la nuit. Par la suite, 750 pL de cette culture a été mélangé avec
du DMSO (Fisher) pour conserver ce clone bactérien au congélateur et les 2.25 mL restant ont
été utilisés pour inoculer 150 mL de milieu 2x YT avec ampicilline 37°C toute la nuit. Cette
culture a été centrifugée 4 4 000 g pour 15 minutes a4 4°C afin de récupérer les bactéries. Le
plasmide a été purifié par la méthode de lyse alcaline standard. Aprés dosage, 10 pL du plasmide
a été digéré avec deux unités d’enzyme de restriction BamHI (NEB) pour une durée de quatre
heures afin de récupérer la région codante pour I’ORF2. La réaction de digestion a été visualisée
sur gel d’agarose 1% (Boehringer Mannheim, PQ) préalablement préparé dans une solution de
TAE 1x (40 mM Tris base, 2 mM EDTA, 1.15 mL acide acétique) dont était ajouté 40 pL d’une

solution de 100 pg/mL de bromure d’éthidium et la séquence de I’ORF2 a été purifié avec I’aide
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de la trousse QIAEX II (Qiagen, ON) selon le protocole du manufacturier. L’ADN a été

resuspendu dans un volume de 15pL d’eau distillé stérile.

2.3 Plasmide recombinant pAdCMV5P2DC/GFPq/K7PSmip-ORF2

2.3.1 Amplification du vecteur pAdCMV5P2DC/GFPq/K7PSmlp et sous-clonage de

I’ORF2

Le vecteur plasmidique pAdCMV5P2DC/GFPq/K7PSmlp a été obtenu du Dr Bernard
Massie et amplifié tel que décrit ci-haut en utilisant la souche Escherichia coli DH5a.. Le
vecteur plasmidique a été digéré avec une unité d’enzyme de restriction Bglll pendant deux
heures suivi d’une précipitation & ’isopropanol. Le plasmide linéarisé a été resuspendu dans 20
uL d’eau. Ce plasmide ainsi que I’'ORF2 digéré (voir section 2.2) ont ensuite été dosés par
électrophorése sur gel d’agarose par comparaison de lintensité des fragments d’ADN du
marqueur de poids moléculaire « High DNA Mass Ladder » et « Low DNA Mass Ladder »
(Gibco, Invitrogen) respectivement. Suite a cette estimation, un ratio de 1 : 3 (vecteur / insert) a
été réalisé pour permettre la ligation de I’ORF?2 dans le vecteur. Dans un volume final de 20 pL
comprenant les ADN, 2 pL de tampon 10X OPA, 2 pL de 10 mM ATP (Invitrogen) et 1 U de T4
ADN ligase (NEB). Ce mélange a été incubé a 16°C pendant 16 h.

Suite 2 la ligation, 10 pL de la réaction de ligation a été utilisé pour transformer 50 pL de
bactéries compétentes Escherichia coli DH5a en utilisant la méthode standard de choc
thermique décrite ci-haut. Les résistantes & ’ampicilline ont été criblées pour la présente de
’ORF2 par PCR. Pour ce faire, des colonies ont été piquées avec un embout stérile et diluées
dans 25 pL d’eau stérile. Cette solution a également servi 4 strier un pétri contenant du milieu
LB gélifié avec 100 pg/mL d’ampicilline. Pour le PCR, une amorce sens retrouvée a I’intérieur

du vecteur dans la région « Enhancer » (5’-GAGTACTCCCTCTCAAAAGCG-3’) et une
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amorce anti-sens spécifique pour ’extrémité C-terminale du géne de ’ORF2 (F2C-R; 5’-
CGCCGCGGATCCGCGCCCAAGCTTGGGTTAGGGTTTAAGTGGGGGGT-3") ont été
utilisées. L’utilisation de ces amorces ne permet une amplification que dans le cas ou le géne de
’ORF2 est inséré dans la bonne orientation. Un volume de 5 pL de la suspension bactérienne,
préalablement incubée 4 95°C pendant 4 minutes, a été utilisée pour la réaction de PCR dans un
volume final de 20 pL contenant 20 pmoles de chacunes des amorces, le tampon PCR (1X), 1.5
mM MgCl, 200 uM d’oligonucléotides et 2 U de Taq polymérase (Invitrogen). Les conditions
d’amplification utilisées ont été d’une incubation de 5 min (dénaturation) & 95°C suivie de 34
cycles a 95°C pendant une minute ; 4 56°C pour 30 secondes et & 72°C pendant une minute. Une
derni¢re étape d’élongation pour 10 minutes & 72°C termine la réaction. Par la suite, 1’analyse

d’amplicons s’est effectuée sur gel d’agarose 1% en utilisant 15 L de la réaction de PCR.

2.3.2 Purification de ’ADN recombinant

A partir de la striation, les clones positifs ont été mis en culture dans 150 mL de milieu
LB contenant 100 pg/mL d’ampicilline pendant 16 h 4 37°C. L’ADN recombinant a ensuite été
extrait de la culture bactérienne par la technique de lyse alcaline selon les techniques habituelles.
L’ADN a ensuite été purifié par extraction au phénol/chloroforme et par précipitation avec
I’isopropanol en présence d’acétate d’ammonium, puis rincé avec une solution d’éthanol 70%.

L’ADN recombinant a finalement été suspendu dans 100 pL d’eau stérile.

2.3.3 Expression transitoire du plasmide recombinant dans les cellules 293

Des feuillets confluents de cellules 293 (40 000 cellules/puits) préparés dans des plaques
de 96 puits ou des pétris de 60 mm? de diamétres (10° cellules/pétri) avec du milieu minimal
essentiel (DMEM) contenant 5% de sérum et 1% L-glutamine ont été préparé 24 heures avant la
transfection. Les cellules ont ensuite été transfectées gouttes a gouttes avec 20 pL d’un mélange

d‘ADN et de polyéthyleneimine (PEI) linéaire de 25 kDa (PolyScience, Niles, IL, E-U) dans le
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cas des plateaux de 96 puits et de 100 pL pour un pétri de 60 mm>. Les différents mélanges
contenaient entre 0.5 et 4 pg d’ADN plasmidique recombinant et 0.5 et 4 pg de PEL. Aprés 72
heures, le taux de transfection a été analysé par microscopie 2 fluorescence en prenant avantage
de la présence du géne GFP dans ’ADN recombinant. Les plateaux de 96 puits ont été utilisés
afin de déterminer les conditions optimales pour les expériences a plus grandes échelles dans les
pétris de 60 mm? dans le cadre des infections transitoires. Dans ce cas, en utilisant les méme
conditions que décrites ci-haut, des pétris de 60 mm? de cellules 293 ont été transfectées et aprés
trois jours d’incubation, les cellules ont été lysées avec un ml de tampon de lyse (100 mM Tris-
HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 5% Nonidet P-40 (NP-40), 2.5% sodium deoxycholate, 0.5%
sodium dodecyl sulfate (SDS)) contenant [’antiprotéase PEFABLOC (Roche) a une
concentration finale de 0.5 mg/mL. Les lysats ont ensuite été analysés par immunobuvardage de

type Western afin de déterminer la présence du produit de I’expression de I’ORF2 au niveau

protéique.

2.3.4 Inmunobuvardage de type Western

La séparation des protéines a été faite avec un gel de séparation de polyacrylamide 12%
et un gel de concentration de 5% en utilisant le systéme d’électrophorése « MINI PROTEAN
II'» (Bio-Rad, ON) par SDS-PAGE. Une fois I’acrylamide polymérisé, un échantillon de 40 pL
des lysats cellulaires a été dénaturé 3 90°C pour une durée maximale de cing minutes en
présence du tampon de chargement. L’électrophorése des échantillons a été réalisée a 120 V
pour une durée approximative de 2 heures 30 minutes. Comme marqueur de poids moléculaire,
le marqueur & double couleur («dual color») a été utilisé selon les recommandations du

manufacturier (Bio-Rad).

Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Bio-Rad)
en utilisant I’appareil ‘Trans Blot Cell’ (Bio-Rad) dans un tampon Tris contenant 20% éthanol et

0.02% SDS. Les membranes ont été incubées dans une solution de blocage (PBS, 0.05% Tween
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20, 4% lait écrémé) pour une durée minimum de 2 heures 4 température piéce ou toute la nuit a
4°C, puis avec les sérums expérimentaux ou témoins. Un sérum de porc infecté
expérimentalement avec le CVP2 (157J74) et un sérum de porc négatif pour le CVP2 provenant
d’une expérience antérieure sur le virus du SRRP, dilués 1 : 200 dans la solution de blocage, ont
notamment été utilisés pour ces expériences. Aprés une incubation de 1,5 heure en présence de
ces sérums, les membranes ont été lavées trois fois avec la solution de lavage (PBS, 0.05%
Tween 20) (Smin/lavage), puis incubées 1 heure avec une solution contenant un anticorps
spécifique contre les IgG porcin (Sigma) conjugué a la peroxydase (POD) dilué 1 : 1500. Apres
trois lavages de cinq minutes chacun avec la solution de lavage et un avec du PBS, la présence
de protéine a été détectée soit avec le 4-chloro-1-naphtol (Sigma) ou en utilisant le kit « ECL
Plus Western Blotting Detection Reagents » (Amersham Bioscience). Dans le premier cas, cela
consistait & ajouter de la solution de révélation (80% PBS, 20% 4-chloro-1-naphtol, 0.67%
peroxyde d’hydrogéne 3%) afin de produire un précipiter visible par dégradation du chloro-
naphtol par la peroxydase. Cette réaction était arrétée par un lavage avec de 1’eau distillée. La
seconde technique, plus sensible, consistait en la production d’éther d’acridinium, qui produit
une chemiluminescence détectable sur pellicule photosensible (Kodak). Suite a une incubation
de cinq min avec 400 pL de la solution de révélation, préparée selon les directives du
manufacturier, les membranes étaient mises dans une cassette pour exposition. Le temps

d’exposition variait entre 30 secondes et 5 minutes.

2.4 Production de I’adénovirus recombinant pour ’ORF2

2.4.1 Construction de I’adénovirus recombinant pour ’ORF2

Un adénovirus recombinant a été généré suite a une recombinaison homologue in vitro
entre le plasmide recombinant linéarisé (pAdCMV5P2DC/GFPq/K7PSmlp-ORF2) et I’ADN de
’adénovirus humain de type 5 (hAd) défectif pour les génes E1, E3 et la protéase (PS) dans les
cellules 293. Pour ce faire, 10 pg de I’ADN plasmidique recombinant pour ’ORF2 a été
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linéarisé avec 1’enzyme de restriction Pac I et purifié sur gel d’agarose 1% en utilisant la trousse
commerciale QIAEX II (Qiagen, ON). Les transfections ont été réalisés selon la technique
décrite précédemment a la section 2.3.3 en utilisant 3 uLd’ADN plasmidique recombinant
linéarisé sur des cellules 293 mises en culture dans un pétri de 60 mm 24 h avant la transfection.

Suite a cette transfection, une infection a été réalisée avec 1’hAd déféctif avec un MOI de un.

Apres une incubation de quatre jours a 37°C, trois cycles de gel-dégel ont été effectués,
puis le surnageant a été centrifugé a 2 000 g pour cinq minutes a 4°C. L’infection de cellules 293
dans des plateaux de six puits a été fait avec 1 mL des dilutions de 10" 4 10°. Aprés six heures,
le milieu a été retiré et remplacé par du milieu préalablement chauffé 4 37°C pour ensuite étre
recouvert de milieu DMEM complet contenant de 1’agarose SeaPlaque (BMA, ME, E-U).
Environ deux semaines plus tard, les virus recombinant étaient identifiables par les foyers

fluorescents et par plage de lyses.

2.4.2 Sélection d’adénovirus recombinant

Les plages de lyses contenant I’hAd-ORF2 ont été identifiées par la présence de foyer de
fluorescence induit par ’expression de la GFP. Différents foyers fluorescents isolés ont été
récupérés par aspiration pour poursuivre la purification de notre virus recombinant. Les mémes
¢tapes décrites au point 2.4.1 ont été alors utilisées. De plus, un aliquot de 100 pL a été utilisé
pour infecter un puit sur une plaque de 24 puits contenant des cellules 293 afin d’amplifier le
virus. Le surnageant des amplifications des virus sur 24 puits était utilisé afin de déterminer, par
PCR, la présence de I’insert. Pour ce faire, les amorces sens (Enh) et anti-sens (F2C-R) ont été
utilisées. L’analyse par PCR s’est faite tel que décrit précédemment. Ces étapes ont été répétées
5 fois afin d’obtenir un hAd-ORF2 purifié. Cette hAd-ORF2 est dit non réplicatif par le fait que

le géne El, essentiel pour la réplication viral, est délété.



33

2.4.3 Production d’un stock d’adénovirus recombinant

2.4.3.1 Amplification du virus recombinant

Aprés avoir confirmé 1’obtention d’un adénovirus recombinant pour I’ORF2 pure, 1’étape
de production & grande échelle a été entreprise. Des cellules 293 & confluence d’environ 85%
cultivées dans un flacon de culture de 75 cm” ont été infectées avec 1’éluat viral pure et incubées
a 37°C. Lorsque les dommages au feuillet cellulaires suites aux effets cytopathiques ont atteints
un niveau approximatif de 90%, trois cycles de gel/dégel ont été réalisés et une autre culture
cellulaire dans un second flacon de 75 cm” a été réalisée dans les mémes conditions. Les deux
surnageants ont été mis en commun et la solution virale a été clarifiée par centrifugation a 2 000
g pendant 5 minutes & une température de 4°C. Par la suite, 25 flacons de 150 cm? contenant des
feuillets de cellules 293 ont été infectés avec 1 mL de la suspension virale clarifiée et utilisée

pour la production de nouveaux stocks tel que décrits ci-haut.

Suite 4 la production de grande quantité d’hAd-ORF2, celui-ci a été purifié par
ultracentrifugation sur gradient continu et discontinu de chlorure de césium (ICN, OH, E-U).
Pour ce faire, des solutions de CsCl de densité de 1.2 et 1.4 ont été préparées dans une solution
de Tris-HCl (pH 7.9). Premiérement, une premiére ultracentrifugation isopycnique du
surnageant &4 100 000 g pour une durée chacune de 90 minutes a 4°C a été faite avec un gradient
discontinue 1.2-1.4 de CsCl en utilisant des tubes de cellulose nitrate (Beckman) avec le rotor
SW25.1. Deux bandes ont été observées, I’une correspondant a 1’hAd-ORF2 viable et la seconde
a des particules virales défectives. La bande correspondant 3 ’hAd-ORF?2 a été extraite (bande
du bas) par fraction d’environ 2 mL avec une seringue et une aiguille de 25G. Les extrait viraux
ont été mis en commun et avant la seconde étape de purification par gradient continue, un ajout
de Tris-HCI stérile a été réalisé afin de diminuer la densité du mélange afin de produire un
gradient continu de CsCl. Le virus a été ultracentrifugé et récupéré selon les mémes conditions et

procédures que précédemment. La fraction a été dialysée toute la nuit & 4°C dans 1 L de tampon
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PBS, suivi d’une dialyse dans le TNE 4 4°C pour 2heures. L’hAd-ORF2 a été aliquoté et mis au

congélateur a —80°C.

2.4.3.2 Séquencage de I’ORF2 de I’hAd-ORF2

L’intégrité de ’ORF2 du virus recombinant a été confirmée par séquencage. Pour ce
faire, une amplification par PCR sur ’hAd-ORF2 a été réalisée en utilisant la polymérase Vent
(Invitrogen). Les conditions de PCR ont été les mémes que celles décrites dans la section 2.3.1
sauf que le tampon MgCl, a été remplacé par un tampon contenant du MgSO;. Le fragment
d’ADN a été purifié & partir d’un gel d’agarose en utilisant le kit QIAEX II. Les amorces 6HF2
nl et F2C-R ont été utilisées pour isoler la séquence. L’analyse de celle-ci a été réalisée avec le

programme ‘BLAST’ sur le site web NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

2.4.3.3 Titrage

Le titrage a été fait sur des cellules 293 par la technique de TCIDsp dans un plateau de 96
puits. Pour ce faire, les cellules ont été infectées avec une dilution de 10~ 3 107!, puis incubées
a 37°C pour une période maximal de 28 jours. Un examen périodique des cultures pour la

présence de fluorescence et d’effets cytopathiques a été réalisé. Le titre viral a été déterminé en

utilisant la formule suivante :
TCIDsp = (- A) -8 (0 * 0.5)
ou
A représente le log en base 10 de la derniére dilution montrant 100% d’ effets cytopathiques.
& représente le log en base 10 du facteur de dilution.

0 représente la somme des puits dégénérés (0.1 par puits), incluant les puits ot il y a 100%

d’effets cytopathiques.
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25CVP2

2.5.1 Amplification du CVP2

Puisque le virus ne se réplique pas 4 haut titre, les cellules PKA ont été infectées avec un
surnageant d’une infection préalable au CVP2 a une confluence d’environ 40%. Les cellules ont
été incubées a 37°C avec 5% CO2 jusqu’a confluence du feuillet cellulaire. Le milieu a été
conservé et le feuillet cellulaire a été trypsiné avec 1.5 mL de la solution pour ensuite étre
réensemencé dans cing pétris de 150 cm?. Lorsque le feuillet cellulaire a atteint confluence, un
flacon 150 cm?” a été trypsiné avec 1.5 mL de la solution pour ensuite étre ensemencé dans cing
autres flacons de 150 cm?; les quatre autres étant conservés au congélateur 4 —80°C. Lors de
cette derni¢re incubation, tous les flacons ont subi 3 cycles de gel/dégel et les surnageants ont été
centrifugés a 2 000 g afin de les clarifier. Une ultracentrifugation 4 100 000 g pour une durée de

6 heures sur coussin de sucrose a été faite afin d’obtenir une préparation virale semi-purifiée.

2.5.2 Titrage

Le titrage du CVP2 a été fait par infection de cellules PKA. Pour ce faire, un plateau de
96 puits contenant des cellules PKA & confluence de 30 % a été infecté avec le virus CVP2.
Suite & une incubation d’une semaine & 37°C, le surnageant a été retiré et les cellules ont été
fixées avec une solution de 80 % (v/v) d’acétone pour 30 minutes. Par la suite, le plateau a été
sous une hotte chimique afin d’évaporer toute trace d’acétone et un test d’immunofluorescence
indirect a été réalisé afin de déterminer le titre par moyen de foyers fluorescents. Briévement, le
feuillet cellulaire a été réhydraté avec une solution de 0.05% (v/v) Tween 20 dans du PBS (PBS-
T) pour 10 minutes et une dilution de 1: 500 du sérum de porc anti-CVP2 (157 j74) a été incubée
pour 90 minutes a 37°C. Aprés trois lavages avec le PBS-T, une seconde incubation de 60
minutes a été réalisée avec une dilution de 1: 1500 avec un anticorps anti-IgG de porc conjugué

a la FITC, suivi par trois lavages avec le PBS-T. L’analyse a été faite avec un microscope a

fluorescence (Leitz).
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2.6 Immunisation et test de détection des anticorps

2.6.1 Immunisation chez la souris

L’expression et I’efficacité de ’'hAd-ORF2 a induire une réponse humorale spécifique
contre I’ORF2 ont été vérifiées suite & une immunisation chez la souris CD1. Pour ce faire, 21
souris ont été divisées en 4 groupes, soit 5 souris : (A) immunisées avec 1’hAd-ORF2 ; (B)
immunisées avec 1’hAd-témoin; (C) infectées avec le CVP2 IAF-2897 et; (D) 6 témoins
injectées avec la solution TNE. Toutes les préparations virales ont été supplémentées avec
’adjuvant SP1017, un composé non ionique fait a base de deux polyméres amphiphilique (L61
et F127) (Lemieux et al., 2000). Les souris des groupes A et B ont été immunisées avec une dose
10® TCIDsy et les souris du groupe C ont été infectées avec une dose de 10* TCIDs par voie
sous-cutanée. Environ 200 uL de sang ont été prélevés a partir de la veine faciale toutes les
semaines pendant 4 semaines. Une dose de rappel de 10 TCIDs, par voie intra-péritonéale a été
administrée au jour 40 post-infection (PI) pour les groupes A et B seulement. Suite au rappel, un
préléevement sanguin d’environ 200 pL a été fait & 7, 14 et 21 jours apres le rappel, soit j47, 54 et

61 PI. Les souris ont été sacrifiées et exsanguinées au jour 68 PI.

2.6.2 Immunofluorescence indirect

Afin de détecter la présence d’Ac anti-ORF2 dans le sérum des souris, des plateaux de 96
puits ont été transfectés avec le plasmide pCEPS5-6H-ORF2, suivant la méme procédure décrite a
la section 2.3.3 et les conditions optimales pour une technique d’immunofluorescence indirecte
utilisant un sérum de porc infecté expérimentalement avec le CVP2 ont été mises au point. Cette
technique est plus sensible que le test traditionnel, soit sur des cellules infectées avec le CVP2
(Racine et al., 2004). Plusieurs plateaux de cellules 293 ont été transfectés et fixés avec une
solution de 80% d’acétone. Avec ces plateaux, nous avons utilis¢é 1I’immunofluorescence
indirecte afin de détecter la présence d’Ac anti-ORF2 dans le sérum des souris. Pour ce faire, les

feuillets cellulaires ont été réhydratés avec une solution de 0.05 % (v/v) PBS-T-20 pendant 10
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minutes et le feuillet cellulaire a été incubé pendant 90 minutes avec les sérums de souris
prélevés a différent temps (JO, 7, 14, 21, 28, 47, 54, 61 PI) dilué 1 : 50. Le feuillet cellulaire était
ensuite incubé pour une heure avec une dilution de 1: 1500 d’Ac anti-IgG de souris
préalablement lavé trois fois avec du 0.05 % PBS-T-20. Enfin, trois lavages ont été réalisés avec
une solution de 0.05 % PBS-T-20 et de PBS. Les résultats ont été analysés avec un microscope

a fluorescence (Leitz). Le titrage des sérums aux jours 28, 47 et 61 des groupes A, B et C a été

réalisé en utilisant la méme technique.
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Chapitre 3
Résultats

3.1 Amplification de ’ORF2 du CVP2

L’ORF2 du circovirus porcin de type 2 de la souche IAF-2897 a été amplifié¢ par PCR
avec I’aide des oligonucléotides spécifiques 6H-F2 no.1 et F2 (Racine et al., 2004) puis inséré
dans le vecteur d’expression pCEP5 (Figure 5) par les méthodes standards. Une séquence
étiquette composée de six histidines (His-tag) a été insérée dans la partie N-terminal de ’'ORF2.

L’integrité fonctionnelle de ’'ORF2 a ensuite été vérifiée en mesurant 1’expression de la protéine
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Figure 5 : Cartographie du vecteur d’expression pCEP5-6H-ORF2.

Ce plasmide contient le promoteur fort CMV ainsi que les régions enh MLP
(région « enhancer » et le « major late promoter »), ou notre amorce 5’ se fixe. Un géne de
résistance a I’ampicilline est retrouvé comme géne de sélection. L’ORF2 a été inséré au site de
clonage BamH .
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immunofluorescence indirect sur des cellules 293. L’intégrité du vecteur a également été

vérifiée par séquencage nucléotidique.

Le plasmide a ensuite été amplifié dans Escherichia coli DH5a. Aprés purification du
plasmide par la méthode standard de lyse alcaline, ’ADN plasmidique a été digéré avec
I’enzyme de restriction BamHI afin de vérifier I’intégrité I’ORF2. Le fragment d’une taille de
760 pb observé sur gel d’agarose correspond a la taille attendue de I’ORF2 (Figure 6).
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Figure 6 : Clonage de I’ORF2 du circovirus porcin dans le vecteur pCEP-5-6H.

Profil électrophorétique sur gel d’agarose mettant en évidence I’insertion de I’ORF2 suite a la
digestion du vecteur de la digestion du plasmide pCEP-5-6H-ORF2 par 1’enzyme de restriction
BamHI. M : marqueur de poids moléculaire.

3.2 Production du plasmide recombinant pAdCMV5-P2DC GFPq/K7PSmip/ORF2

Dans I’instance de produire un plasmide recombinant adénoviral, nous avons linéarisé le
plasmide pAdCMVS5-P2DC-GFPq/K7PSmlp (Figure 7) avec ’enzyme de restriction Bgl II,
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(dont les extrémités de digestion produites sont compatibles avec celles produites par I’enzyme
BamHI) et insérés ’ORF2 porcin extrait par digestion avec BAMHI de pCEP5-6H-ORF2. Le
plasmide recombinant contient une origine de réplication (ORI) et un géne de résistance a
I’ampicilline pour la sélection positive lors de I’amplification chez les bactéries. Il contient aussi
une séquence de I’adénovirus humain de type 5 permettant la recombinaison avec I’ADN viral.
De plus, il contient un geéne reporteur, soit la GFP. Cependant notre insert et la GFP sont

transcrits sur un méme ARNm et qu’un site d’entrer interne au ribosome (IRES) y est présent
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Figure 7 : Cartographie du plasmide pAdCMVS5-P2DC-GFPg/K7PSmlp.

L’ORF2 est inséré au site de digestion Bgl I1. Le plasmide contient un promoteur fort, le CVM5
ainsi que la région « Enhancer » et le « Major late promoter ». En rouge, la région homologue de
I’hAd et en bleu, la séquence terminale inversée répétée. L’ ARNm serra bicistronique et la GFPq
serra traduite via le site d’entrer interne du ribosome (IRES). 1l contient la protéase de I’hAd.
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pour la traduction de la GFP. L’expression de cette cassette est sous le contrle d’un promoteur
fort, soit le CVMS ainsi que de I’opérateur cumate, une région dont le CymR se fixe pour
inhiber la transcription. Le produit de ligation a été transformé dans des bactéries compétentes E.
coli DH5a et les différents clones ont été cribles par PCR. La présence d’un fragment de 910 bp
suite 4 une analyse par PCR en utilisant des amorces spécifiques pour les régions « enhancer »
(Enh) situé dans ’extrémité 5’ du vecteur adénovirus et dans la région C-terminal du géne de
I’ORF2 a permis de confirmer que notre insert était correctement inséré (Figure 8). Nos
résultats ont démontré que parmi les 14 clones bactériens analysés, un de ceux-ci contenait avait
correctement inséré I’ORF?2 dans I’orientation désirée (clone No. 10). A partir de ces résultats,
nous avons utilisé le clone 10 pour la poursuite de nos expériences visant a construire

’adénovirus recombinant contenant I’ORF2 porcin.
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Figure 8 : Criblage par PCR sur différentes colonies démontrant la présente ainsi que
’orientation de ’ORF2 dans le pADCMV5P2DCGFPq/K7PSmlip -ORF2.

Quatorze clones bactériens ont été analysés par PCR (colonne 1 a 14). Le témoin positif est le
plasmide témoin contenant la région « Enhancer » et I’ORF2 (+). Le témoin négatif est constitué
de la réaction de PCR sans ADN (-). M; Marqueur moléculaire.
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Afin de valider l’intégrité fonctionnelle de ce nouveau plasmide, une transfection
transitoire a été réalisée dans des cellules HEK 293 en utilisant 1.5 pg d’ADN et de 2 pg de PEIL
L’analyse de I’expression de la protéine virale a été analysée trois jours post-transfection par
immunobuvardage avec un sérum de porc infecté expérimentalement avec la souche CVP2 IAF-

2897 (sérum 157-J74). Nos résultats ont démontré que la transfection de ce plasmide dans les
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Figure 9 : Expression transitoire de I’ORF2 dans les cellules 293A transfectées avec le plasmide
recombinant pAdCMV5-P2DC-GFPg/K7PSmlp/ORF2 par immuno-buvardage.

Des cellules 293 non transfectées soit avec le pAdCMV5-P2DC-GFPg/K7PSmlp/ORF2 ou le
pAdCMV5-P2DC-GFPg/K7Psmlp ou non ont été lysées. Le sérum positif utilisé est le sérum de
porc no 157 j74 (porc infecté expérimentalement avec la souche CVP2 IAF-2897) et le sérum
négatif est le sérum de porc 2682 (porc témoin d’une expérience de 1997).
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cellules HEK293 induit I’expression d’une protéine de 32 kDa qui se lie de fagon spécifique
avec ce sérum (Figure 9). Aucune liaison non-spécifique n’apparait avec le sérum témoin ou
encore avec les cellules HEK293 transfectées avec le plasmide témoin ou les cellules non-
transfectées. D’autre part, une bande d’environ 30 kDa réagit avec le témoin positif constitué
d’une préparation virale de CVP2; cette différence de masse moléculaire s’explique par ’ajout
de 6 molécules d’histidine dans la portion N-terminal de I’ORF2 lors de I’étape initiale du
clonage, tel que décrit précédemment.  Suite & ce résultat, nous avons poursuivi notre
expérience en utilisant ce nouveau plasmide pour la construction du vecteur adénoviral

recombinant contenant 1’ORF2 porcin.

3.3 Expression de I’ORF2 i partir d’un vecteur adénoviral recombinant

A cause entre autre de ses propriétés biologiques et de sa faible pathogénécité,
I’adénovirus humain de type 5 représente un excellent vecteur viral pour ’expression de
protéines exogénes dans un contexte vaccinale ou de thérapie génique. Afin d’obtenir un vaccin
contre le CVP2 porcin, nous avons utilisé cet adénovirus portant une délétion pour les genes El,
E3 et PS et dans lequel nous avons inséré I’ORF2 codant pour la nucléocapside du CVP2. La
propiété de ce vecteur est qu’il est non réplicatif suite a la délétion du géne E1. Ce virus se
réplique donc seulement dans la ligné cellulaire 293 car celle-ci exprime de fagon constitutif le
géne El. L’insertion du géne de I’ORF2 s’est effectuée par la méthode standard de
recombinaison d’une forme linéarisée du plasmide recombinant pAdCMVS5-P2DC-
GFPg/K7PSmlp/ORF2 transfectée dans les cellules 293 CymR infectées avec 1’adénovirus
humain de type 5. La production du virus recombinant a été analysée trois jours post-
transfection. Pour ce faire, trois cycles gel/dégel ont été effectués pour promouvoir la libération
de particules virales; le surnageant contient donc théoriquement deux types de virus, soit le virus
parental et le virus recombinant contenant I’ORF2. Afin de purifier ’adénovirus recombinant,
les cellules 293 ont donc été infectées avec dilutions de surnageant afin d’obtenir des plages de
lyses isolées exprimant la GFP. Pour les trois premiéres rondes de purification, nous avons

obtenu certaines plages non positives, c’est-a-dire n’exprimant pas la GFP. Apres cinq rondes
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de purification, toutefois, toutes les plages de lyses étaient positives (Figure 10). Six plages de
lyses retenues lors des différentes étapes de purification ont ensuite été analysées par PCR afin
de confirmer la présence de I’ORF2. La présence d’un fragment de 910 pb suite 4 une analyse
par PCR en utilisant des amorces spécifiques pour les régions « enhancer » (Enh) situé dans
I’extrémité 5° du vecteur adénovirus et dans la région C-terminal du géne de I’ORF2 a permis de
confirmer 1’expression du géne au niveau transcriptionnel (Figure 11). Un autre adénovirus
produit a partir du plasmide pAdCMV5-P2DC-GFPq/K7PSmlp, sans insert, sera utilisé comme

témoin tout au long de mes expériences.

Figure 10 : Détection d’une plage virale de I’adénovirus recombinant pour I’ORF2 quatre jours
aprés I’infection avec 1’adénovirus recombinant pour I’ORF2.

La plage a été détecté grace a la fluorescence émise par la présence du géne GFP, exprimé
exclusivement chez les virus recombinant. Grossissement : 100 X
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Afin de vérifier ’expression de I’ORF2 par le vecteur adénoviral recombinant hAd-
ORF2 au niveau protéique, des cellules 293 ont été infectées et 1’expression de la protéine
recombinante a été analysée par immunobuvardage de type Western 24 h post-infection. Nos
résultats confirment la présence d’une protéine de 32 kDa correspondant a IORF2 dans le lysat
des cellules 293 infectées avec le virus hAd-ORF2 recombinant, mais non avec les cellules
infectées 1’adénovirus témoin (Figure 12). Aucune bande de cette taille n’est visible en utilisant
le sérum témoin ou dans les lysats de cellules infectées avec 1’adénovirus témoin ou provenant

de cellules non-infectées.

1650 pb—af

——
850 pb—>» .

Figure 11 : Profil électrophorétique directionnel sur gel d’agarose de ’ORF2 de six différents
clones adénoviraux.

Six éluats (Colonnes 1 a 6), provenant de plages de lyse isol€es, ont été¢ analysées par PCR
directionnel en utilisant des amorces spécifiques pour les régions « enhancer » (Enh) dans
I’extrémité 5° du vecteur adénovirus et C-terminal du géne de ’ORF2. Le plasmide pAdCMV5-
P2DC-GFPg/K7PSmlp/ORF2 a été utilisé comme témoin positif (Colonne 7). Le témoin négatif
est constitué de la réaction de PCR sans ADN (Colone 8). M; Marqueur moléculaire.
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Figure 12 : Expression de la nucléocapside du CVP2 porcin in vitro par I’adénovirus
recombinant hAd-ORF2 dans les cellules 293.

L’expression de I’ORF2 dans les cellules 293 a été analysée par immunobuvardage 48 h post-
infection. Le virus CVP2 porcin ainsi qu’une forme recombinante de I’ORF2 purifié par
chromatographie d’affinité (Systtme HisTrap; Amersham-BioScience) a partir de lysats de
cellules transfectées avec le vecteur d’expression pCEPS-6H-ORF2 ont été utilisés comme
témoins positifs. Le lysat de cellules 293 non-infectées a été utilisé comme témoin négatif.

3.4 Analyse de séquence.

Les anticorps produits lors d’une réponse immunitaire sont spécifiques a des déterminants
antigéniques. Afin de vérifier si ’ORF2 inséré dans notre virus recombinant n’a pas subit de
modifications significatives au niveau génomique lors des étapes d’amplification et purification,
I’ORF2 a été séquencé et sa séquence nucléotidique comparée a celle provenant de la souche
parentale IAF-2897 (AF408635). L’analyse n’a cependant démontré aucun changement au
niveau nucléotidique (Figure 13). Suite a ce résultat, nous avons donc poursuivi nos expériences

afin de vérifier la capacité de ce virus recombinant & induire une production d’anticorps antj-
ORF?2 chez la souris.
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Figure 13 : Comparaison de séquence entre I’ORF2 du CVP2 (IAF-2897, GenBank AF408635)
et ’ORF2 de I’adénovirus recombinant.
L’analyse de comparaison de séquence a été réalisée avec le programme BLAST (bl2seq), offert

par le National Center for Biotechnology Information (NCBI).
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).
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3.5 Immunisation expérimentale.

Lors de cette expérience visant a déterminer ’efficacité de 1’adénovirus recombinant pour
’ORF2 i induire une réponse immunitaire humorale spécifique 4 I’ORF2, des souris CD1 ont
été infectées, par voie sous-cutané, avec une dose de 10% TCIDs, par animal avec les adénovirus
recombinants hAd-ORF2 et hAd-témoin (témoin négatif). Un troisiéme groupe (témoin positif)
de souris a regu une dose de 10* TCIDs, par animal du virus CVP2. Un rappel au jour 40 a été
effectué, par voie intra-péritonéale (i.p.) dans les groupes infectés par les adénovirus
recombinant pour ’ORF2 et témoin avec une dose de 108 TCIDs, par animal. Des analyses
sérologiques ont ensuite été effectuées sur les sérums prélevés i des intervals réguliers afin de
déterminer la capacité du virus recombinant a induire une réponse humorale contre ’'ORF2 du
CVP2 porcin.

Les résultats des analyses sérologiques des sérums prélevés aux jours 28, 47 et 61 ont
démontré une réponse spécifique en IgG contre ’ORF2 (Tableau I). Avant le rappel (jour 40), le
titre des sérums dans le groupe de souris infectées avec le CVP2 (Groupe C) est plus élevé que
celui dans le groupe infecté avec 1’adénovirus recombinant (Groupe A). Le sérum des groupes
témoins ne démontre aucune réponse en anticorps contre I’ORF2. Cependant, aprés le rappel, le
sérum de deux souris du groupe A démontre un titre aussi élevé que le groupe C mais qu’au jour
61, il ne semble pas y avoir de différence dans les titres puisqu’ils sont tout au-dela de 6400. Ces
résultats démontrent une bonne efficacité de 1’adénovirus recombinant pour I’ORF2 pour induire

des anticorps contre I'ORF2 chez la souris.

Un test d’immunofluorescence indirect utilisant les cellules infectées avec le vecteur
pPCEP5-6H-ORF2 nous a permis de mettre en évidence la présence d’anticorps anti-ORF2
(Figure 14). Ceux-ci ont été détectés & partir du jour 7 post-injection dans le sérum de souris
injectées avec le CVP2 et 4 partir du jour 14 dans le cas des souris injectées avec 1’hAd-ORF2.
Au jour 21, la présence d’anticorps spécifiques contre ’ORF2 fut retrouvée dans le sérum de

tous les animaux infectées avec 1’adénovirus recombinant pour I’ORF2. L’ensemble de ces
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résultats démontre que I’hAd-ORF2 est capable d’induire une excellente réponse en Ac

spécifique contre I’ORF2 compte tenu des titres élevés qui ont été obtenus.

Groupe Ac détecté / souris total (%)
Jour PI
0 7 14 21 28 47 54 61
A 0/5(0) 0/5(00) 1/5(20) 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5

(100)  (100)  (100)  (100)  (100)
B 0/500) 0/50) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0)
C 0/50)  5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5
(100)  (100)  (100)  (100)  (100)  (100)  (100)
D 0/500) 0/50) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0) 0/5(0)

Tableau I : Détection de la réponse humorale contre I’ORF2 du CVP2 porcin suite a
I’'immunisation avec 1’Ad-ORF2.

Résultat d’analyses sérologiques des sérums prélevés aux jours 0, 7, 14, 21, 28, 47, 54 et 61
post-immunisation. La détection des Ac a été réalisée par immunofluorescence indirect sur
feuillet de cellules transfectées avec le plasmide pCEP5-6H-ORF2 avec une dilution de 1 :50. Le
groupe A représente les souris ayant regu le virus hAd-ORF2; le groupe B représente les souris

ayant recu le hAd-témoin, le groupe C représente les souris ayant recu le virus CVP2 et le
groupe D représente les animaux témoins
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Figure 14 : Test d’immunofluorescence indirecte pour la détection d’anticorps contre I’ORF2 de
CVP2 porcin chez des souris immunisées avec 1’hAd-ORF2.

Afin de détecter la présence d’anticorps spécifiques contre I’ORF2, des dilutions de 1 :50 des
différents sérums prélevés aux jours 14, 28, 54, et 61 de souris immunisées avec I’hAd-ORF2
(Groupe A) ou le virus natif (Groupe C) ou provenant de souris témoins ayant recu le virus
témoin (Groupe B) ou la solution TNE (Groupe D). Les sérums ont ensuite été incubés avec des
cellules 293 A transfectée avec le vecteur pCEP5-6H-ORF2. La mise en évidence d’une réaction
specifique a été réalisé avec I’aide d’un anti-IgG de souris conjugué a la fluorescéine (dilution
finale; 1:2000). Résultats observés au microscope & fluorescence; grossissement de 200x.
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Figure 15 : Induction d’une réponse humorale contre I’ORF2 du CVP2 porcin suite 4
I’immunisation avec I’AdV-ORF2.

Résultat des analyses sérologiques des sérums prélevés aux jours 28, 47 et 61 post-
immunisation. Les titres en anticorps ont été exprimés selon la réciprocité de la dilution la plus
élevée du sérum dont la fluorescence spécifique a été observée chez les cellules HEK 293
transfectées avec le vecteur pCEP5-6H-ORF2. Le groupe A représente les animaux ayant requ le
virus hAd-ORF2; le groupe B représente les animaux ayant recu le hAd-témoin, le groupe C
représente les animaux ayant recu le virus CVP2 et le groupe D représente les animaux ayant
recu une solution de TNE.
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Chapitre 4

Discussion

4.1 Contexte
Dans ce travail, nous avons,  partir de la souche de circovirus porcin de type 2, produit

un vecteur adénoviral contenant I’ORF2 codant pour la nucléocapside du virus. Des expériences
in vivo dans un modéle expérimental murin ont confirmé la capacité de ce vecteur a induire une
réponse humorale spécifique contre cet ORF2 du CVP2. L’ensemble de ces résultats représente
une étape importante dans une stratégie globale de développement d’un vaccin contre les
maladies causées lors des infections par ce virus chez les troupeaux porcins, notamment le
syndrome de dépérissement multisystémique en post-sevrage (SDMPS). Les prochaines étapes
de valorisation de ce vecteur dans le cadre de tests expérimentaux chez le porc permettront de

déterminer avec précision le potentiel de ce vecteur au niveau clinique.

La découverte par Jenner, il y a plus de deux cent ans, que 1’on pouvait protéger I’humain
contre la variole en induisant chez ’h6te une réponse humorale 2 partir d’une immunisation avec
I’aide d’un virus d’une autre espéce, de méme que la découverte par Louis Pasteur, il y a environ
125 ans, que le virus de la rage atténué peut induire une réponse immunitaire humorale,
représentent deux événements majeurs qui ont révolutionnés la médecine, et jetés les bases de
I’immuno-virologie. Depuis ce temps, la discipline de la vaccinologie a pris un essor important.
De nos jours, les vaccins sont fabriqués a partir de virus atténués ou désactivés, par passages
successifs sur culture cellulaire, ou par divers moyens chimiques, et ce afin de les rendrent non
infectieux mais capable d’induire une réponse immunitaire humorale (Arnon et Ben-Yedidia,
2003). Ces méthodes, dites traditionnelles, ne peuvent cependant étre employées pour tous les
virus. C’est le cas de plusieurs virus, dont celui responsable du SIDA, dont le risque d’un
révertant possible demeure élevé. De plus, un virus ne se répliquant pas ou trés difficilement en

culture cellulaire représente un défi plus grand en terme de développement de vaccin. Afin d’y
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remédier, différentes alternatives ont donc été développées durant les derniéres années, dont
certaines semblent intéressantes. Les plus couramment utilisées font appel, par exemple a
I'utilisation de vecteurs viraux, d’ADN recombinant nu (vecteurs plasmidiques), et les protéines

ou peptides recombinants. C’est donc dans ce contexte que nous avons utilisé cette approche
pour le CVP2.

L’incidence du SDMPS n’a cessé d’augmenter depuis sa découverte en 1991. Depuis
I’identification du CVP2 comme I’agent responsable de la maladie (Ellis et al., 1998), aucun
agent prophylactique n’a été commercialisé. Ceci est en partie dfi au fait que ce virus se réplique
seulement dans des cellules en division, restreignant ainsi la quantité de virus pouvant étre
produit étant donné que la production de particules virales dépend d’enzymes cellulaires actives
en phase S1 (Tischer et al., 1987). Pour augmenter la quantité de nouveaux virions, les cellules
infectées avec le CVP2 peuvent étre traitées avec de la glucosamine (Tischer et al., 1987). Hors,
malgré ce traitement, le titre viral demeure faible, ce qui a joué fortement contre le
développement d’un vaccin traditionnel jusqu’a maintenant. Des approches alternatives ont
donc été envisagées, et I'utilisation de vecteurs adénoviraux, une approche de plus en plus

privilégiées dans le domaine de la vaccinologie et de la thérapie génique a été explorée dans ce

travail.

4.2 Le vecteur adénoviral : contexte et justification

Initialement, le vecteur adénoviral a été surtout congu et utilisé comme véhicule pour la
thérapie génique (Tatsis et Ertl, 2004). Les premiers vecteurs, générés vers 1985, ont été dérivés
a partir de ’adénovirus humain de type 2 ou de type 5, puisqu’ils ne causent aucune maladie
chez I’homme ou chez I’animal (Romano et al., 2000). Cependant, son utilisation comme
vecteur vaccinal a été envisagée suite & des études démontrant la production d’Ac neutralisant
contre des protéines recombinantes intégrée dans le génome viral (Xiang et al., 1996). De

nombreuses études ont ainsi été réalisées sur la capacité d’un hAd recombinant & induire une
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réponse immunitaire humorale et cellulaire (Bruce et al., 1999; Shanley et Wu, 2003). De plus,
une immunité passive de la mére & I’enfant a été démontrée avec I’immunisation du vecteur
exprimant une protéine du rotavirus (Both et al., 1993). Ces différents résultats sur 1’utilisation
du vecteur adénoviral démontrent clairement son efficacité et son potentiel comme vecteur
vaccinal (Both et al., 1993; Xiang et al., 1996; Sharpe et al., 2002; Shanley et Wu, 2003).

Depuis la découverte de I’adénovirus humain (hAd), il y a plus de 50 ans (Russell, 2000),
les fonctions des différents génes qu’on y retrouve, notamment les génes E1, E3 et celui codant
pour la protéase (PS) ont permit non seulement de bien comprendre le cycle viral de ce virus,
mais également d’identifier les génes et les régions d’intéréts dans un contexte de génie
genétique. Ainsi, le géne E1 est essentiel 2 la réplication du génome viral tandis que le géne E3
est important dans 1’évasion virale, en minimisant le cheminement du CMH de classe I a la
surface de la cellule (Russell, 2000). Enfin, la protéase est importante pour la maturation des
protéines (Russell, 2000), donnant ainsi une particule virale infectieuse. Ces connaissances ont
donc été exploités dans divers contextes pour élaborés différentes stratégies pour le
developpement de vecteurs adénoviraux. Une autre des qualités des vecteurs adénoviraux est
leur capacité de se répliquer & de hauts titres en culture cellulaire. De plus, chez I’héte, il peut
infecter un grand nombre de types cellulaires différents, dont les hépatocytes, les cellules
endothéliales, les myoblastes et les cellules musculaires du cceur (Tatsis et Ertl, 2004). Dans le
contexte de nos travau, il est a noter que I’hAd peut infecter des cellules porcines (Torres et al.,
1995) au niveau des muqueuses, un avantage certain dans le cas d’infections par des virus

respiratoires porcins.

L’utilisation de 1’hAd-rec & des fins de vaccination a pris son essor dans le domaine de la
thérapie génique. Son efficacité & induire une réponse humorale face 4 la protéine recombinante
a eté rapportée, tant chez la souris (Elahi et al., 1999; Tang et al., 2002), que le primate (Shiver
et al., 2002) et le porc (Kheyar et al., 2005). L’ensemble de ces études semblent démontrer que

I’hAd représente un systéme d’expression trés efficace, permettant I’expression d’une grande
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quantité de protéines recombinantes pouvant représenter jusqu’a 20% du contenu protéique total
de la cellule (Massie ez al., 1995). De méme, la construction du vecteur viral et la disponibilité
de vecteurs de transfert variés, contenant plusieurs marqueurs de sélection, comme celui de la
GFP que nous avons utilisé, facilite grandement la construction de tel type de vecteur. Toutes

ces raisons ont justifié le choix du vecteur adénoviral pour nos expériences.

4.3 L’ORF2 comme géne cible

L’efficacité du vaccin produit dépend de plusieurs facteurs, dont 1’immunogénicité de la
protéine choisie. L’utilisation de la protéine de la nucléocapside est un choix logique puisqu’elle
est impliquée dans la pathogénicité du SDMPS (Chae, 2004). Elle comprend aussi les épitopes
majeurs de types spécifiques et elle est la seule protéine formant la capside du virion. De plus,
des études précédentes effectuées par notre groupes de recherche dans le cadre d’une infection
expérimentale avec le CVP2 chez les porcs, les Ac détectés lors de cette infection étaient dirigés
contre cette protéine (Sébastien Racine, 2004). Des résultats semblables ont été obtenus chez la
souris (Kiupel et al., 2001), ce qui confirme I’immunogénicité de cette protéine précédemment
rapportée par d’autres groupes de recherches (Nawagitgul et al., 2000a). Pour ces raisons, nous
avons opté pour cette protéine pour la construction du vecteur adénoviral exprimant I’ORF2 du
CVP2 et conduit I’étude de son immunogénicité comme vaccin. Afin de construire un hAd
recombinant pour I’ORF2 (hAd-ORF2), nous avons dii produire un vecteur de transfert
exprimant la NC et s’assurer de la fonctionnalité du géne de I’ORF2. La recombinaison, fait
avec un MOI de 1, et la purification de I’hAd-ORF?2 ont été faits dans des cellules 293. Nous
avons observés des plages non fluorescentes lors des premiéres étapes de purification,
probablement & cause du fait que nous avons utilisé un MOI trop élevé lors de 1’étape de
recombinaison. Afin d’obtenir seulement des hAd-ORF2 exprimant notre géne reporteur (GFP),
nous avons donc dii procédé a plusieurs rondes de purification supplémentaires. Suite aux étapes
de purification, un stock d’hAd-ORF?2 a finalement pu étre produit et I’expression de ’ORF2 a

été vérifiée in vitro dans des cellules 293 infectées. Un bon taux d’expression de la NC a été
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démontré par la technique d’immunobuvardage de type Western par la technique de révélation
traditionnelle ainsi qu’avec une révélation par la chemiluminescence. En utilisant un systéme
bicistronique, une visualisation du géne reporteur, la protéine fluorescence verte (GFP,)

indiquerait aussi une traduction de notre transgéne.

L’immunisation chez les souris CD1 a confirmé 2 la fois 1’efficacité du vecteur adénoviral
et 'immunogénécité de I’ORF2. Une séroconversion a été détecté chez 20% des souris
immunisées avec ’hAd-ORF2 dés le jour 14 PI et chez 100% des souris & 21 jours PI. Il est tout
a fait normal que la séroconversion induite avec la préparation témoin constitué du virus CVP2
soit plus rapide que dans le cas du groupe immunisé avec le vecteur adénoviral puisque dans le
premier cas le systéme immunitaire réagit contre la NC directement tandis que dans le deuxiéme
cas I’hAd-ORF2 doit infecter les cellules et transcrire I’ORF2. Sans surprise, aucune
séroconversion n’a été observée dans le groupe immunisé avec 1’hAd-témoin ainsi que le groupe
témoin, démontrant bien la spécificité de la réponse induite. De méme, le titre en Ac anti-ORF2
au jour 28 PI est plus élevé dans le groupe infecté avec le virus CVP2 que celui immunisé avec
’hAd-ORF2. Aprés un rappel avec les hAd-ORF2 et hAd-témoin, il ne semble pas y avoir de
différence dans le titre en Ac au jour 61 PI entre les groupes immunisé avec I’hAd-ORF?2 et le
CVP2. Hors, il n’est cependant pas possible d’affirmer avec certitude si le rappel a réellement eu
un réle & jouer dans I’augmentation du titre en Ac anti-ORF2 puisque aucun prélévement
sanguin n’a été réalisé avant le rappel, soit au jour 40 PI. Aucun effet bénéfique a été démontré
dans le cas du rappel avec un hAd-rec pour la HA chez la souris (Tang et al., 2002). Cependant,
cette possibilité n’est pas a exclure puisque dans une étude de I’équipe du Dr W, le rappel a fait
augmenté le titre en Ac de fagon significative (Shanley et Wu, 2003). L’hAd induit une forte
réponse immunitaire humorale (Russell, 2000) et cellulaire (Sharpe et al., 2002). Hors, lors de
I'immunisation innitial, il y a production d’Ac neutralisant contre 1’adénovirus (Santra et al.,
2005) et de ce fait méme, réduire 1’efficacité d’un rappel. L’activation, et donc la maturation des
macrophages et cellules présentatrices d’antigéne serait du a I’expression de « pathogen-

associated recognition patterns » (PAMP) (Tatsis et Ertl, 2004).
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Afin de déterminer si la souris peut étre un modéle pour le SDMPS, des études chez des
souris ICR-CD1 et des BALB/c ont été effectuées avec le CVP2. Les résultats différent entre
ces études, 1’un démontrant une absence de production d’Ac anti-CVP2 (Quintana ez al., 2002),
’autre démontrant une présence d’Ac détecté au jour 14 PI (Kiupel ef al., 2001). Nos résultats
démontrent une production Ac anti-CVP2 induit par le CVP2 chez la souris CD1, ce qui est
contradictoire avec 1’un des résultats mentionnés précédents. I1 est difficile de croire que le
CVP2 n’induit aucune réponse immunitaire. Une explication possible pour cette apparente
contradiction dans I’étude de Quintana et al. (2002) serait que le site d’injection soit inapproprié
et/ou que la méthode de détection des Ac n’était pas assez sensible puisque la dose utilisée est la
méme, soit 10* TCIDso. La détection d’Ac anti-CVP2 utilisée de fagon courante consiste a
infecter des cellules PKA avec le CVP2. Notre technique de détection des Ac anti-ORF2 se fait
sur un feuillet cellulaire de 293 transfecté avec le plasmide d’expression pCEP5-6H-ORF2.
Hors, la comparaison de ces techniques démontre une sensibilité plus grande dans le cas de la
technique que nous avons utilisée, i.e. celle faisant appel au feuillet cellulaire transfecté (Racine
et al., 2004). Dans le cas de I’étude avec les souris BALB/C, les Ac ont été détectés au jour 14
PI, comparativement au jour 7 avec les souris CD1 dans nos études. Bien que cette différence
puisse étre due A la souche de souris utilisée, 13 encore on peut croire que la sensibilité de la
technique utilisée pour la détection d’anticorps peut influencer, bien que moins significativement

dans ce cas-ci, les résultats obtenus.

Avant de pouvoir induire une réponse spécifique contre le transgéne, 1’adénovirus doit
étre internalisé avant de pouvoir transcrire les génes. Aprés traduction et présentation par le
CMH de classe I, une réponse cellulaire se produit en plus d’une réponse humorale. Plusieurs
etudes sur I’utilisation du vecteur adénovirus exprimant un transgéne ont été rapportées (Bruce
et al., 1999; Sharpe et al., 2002; Shanley et Wu, 2003). La cinétique de détection d’Ac contre la
protéine recombinante lors de I’immunisation varie selon les études, et pourrait étre reliée a

différents facteurs. Ainsi, deux semaines aprés I’immunisation intramusculaire de souris avec
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une hAd exprimant le géne HA de I’influenza porcin, des Ac spécifiques ont été détectés (Tang
et al., 2002). Cette cinétique coincide avec celle que nous avons observée avec notre hAd-
ORF2. Cependant, certaines études démontrent une présence d’Ac aprés seulement 7 jours PI
(Xiang et al., 1996). Cette différence pourrait étre attribuée a I’immunogénicité, par exemple,
des protéines recombinantes. Plus la protéine est immunogénique, plus la réponse immunitaire
sera rapide. L’expression du transgéne par 1’adénovirus n’est pas identique pour toutes les
constructions. En effet, le taux de transcription du transgéne varie selon la taille du transgéne et
les promoteurs utilisés. Dans le cas de certains virus, il est important d’induire une réponse
humorale et cellulaire rapidement. Un bon exemple est le virus de la rage. Il est transmit a
’homme par une morsure d’animaux infecté. La caractéristique premiére de ce virus est que le
temps d’incubation est variable, mais le temps minimal est de 10 jours (Tatsis et Ertl, 2004),
impliquant que le vaccin doit induire une réponse immunitaire humorale et cellulaire
rapidement. Le vaccin existant est composé du virus de la rage atténué par passage consécutif in
vitro. Cependant, afin d’étre efficace, plusieurs rappel doivent étre faits pour induire une
réponse immunitaire. Un hAd-rec a été produit et des essais sur des rats ont démontré la
présence d’Ac neutralisant dans le sérum 7 jours aprés I’immunisation sous-cutanée,
intramusculaire, ou intranasal (Xiang et al., 1996). Cette expérience démontre clairement une
plus grande efficacité de 1’hAd-rec que le vaccin actuel. Puisque les signes cliniques du SDMPS
se déclarent sans avis, I’immunisation du troupeau de porcs avec un vecteur adénoviral serait
avantageuse afin de restreindre la propagation de la maladie en induisant rapidement une

réponse humorale chez I’héte.

4.4 Perspectives des vaccins viraux vis-a-vis des approches traditionnelles et des nouvelles
approches dans le développement de vaccins

Les différentes études utilisant un hAd exprimant une protéine recombinante démontrent
une bonne expression du géne, induisant ainsi une réponse immunitaire humorale et cellulaire

spécifique a la protéine recombinante. Hors, ’expression du géne peut étre modifiée. Des
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changements au niveau du promoteur serait un moyen d’augmenter la production de la protéine
recombinante (Russell, 2000). Une comparaison de différents promoteurs a démontré une
variation significative dans 1’expression du géne (Sallenave et al., 1998). La modification du
promoteur au niveau génomique afin d’optimiser la séquence affecte aussi 1’expression du

transgene (Massie et al., 1998).

L’hAd-rec non réplicatif démontre un potentiel vaccinal énorme. Hors, 1’utilisation d’un
vaccin adénovirus réplicatif permettrait d’optimiser son potentiel en produisant davantage de
protéines recombinantes. De plus, avec un adénovirus réplicatif, il serait envisageable de
diminuer la dose & administrer et assurerait une meilleure réponse immunitaire par rapport a
I’adénovirus non réplicatif. Cependant, pour des raisons de biosécurité, cette approche ne
permettrait pas une production a des fins commerciales & cause des risques de transmission trop
élevés chez les animaux et ’humain. De plus, il a été rapporté que ce type de vecteur peut
induire une réponse inflammatoire aigue et peut engendré la mort de son héte (Chuah et al.,
2003). Un vecteur réplicatif non disséminatif (semi-réplicatif) a donc été mis au point par
I’équipe du Dr Bernard Massie afin de surmonter les problémes majeurs de biosécurité. Cette
nouvelle génération se réplique dans les cellules mais ne peut former de virions infectieux
(Oualikene et al., 2000). Avec cette approche, il est possible d’envisager de diminuer la dose a
administrer tout en augmentant la réponse immunitaire face i la protéine recombinante en

favorisant I’expression du transgéne dans les cellules infectées.

Tel que nous I’avons mentionné précédemment, I’hAd est 1’un des vecteurs viraux les
plus utilisés.  Plusieurs autres vecteurs viraux moins connus sont présentement étudiés par
différents groupes de chercheurs, dont ceux basés sur I'utilisations des flavivirus (Seligman et
Gould, 2004), du virus de la vaccine d’Ankara (Drexler I, 2004; Chen Z, 2005), des lentivirus
(He et al., 2005), et du poliovirus (Crotty et Andino, 2004). L’étude de la vaccination par des
vecteurs viraux a pris un essor considérable au cours de la derniére décennie. L’utilisation de

chacun de ces vecteurs comprend bien entendu des avantages et des inconvénients (Romano et
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al., 2000). Hors, les vecteurs viraux ne sont pas les seuls a étre utilisés dans la recherche pour

des vaccins. Il y a les vaccins 8 ADN nu, équivalent au plasmide, et les protéines recombinantes.

L’utilisation de vaccin a base d’ADN comprend certains avantages. Cette technique est
insensible aux Ac préexistant, induit une réponse immunitaire humorale et cellulaire, et peut étre
modifiée pour induire une réponse mucosale (Nagata e al.,, 2005). Une vaccination chez la
souris avec un plasmide exprimant la NC du CVP2 a d’ailleurs démontré une production d’Ac
spécifique anti-ORF2 (Kamstrup er al., 2004). Aprés deux vaccinations par 1’utilisation du
‘Gene Gun’, toutes les souris avaient des Ac contre ORF2 avec un titre variant de 50 a 800, et ce
au jour 52 PI. Hors, nos résultats ont démontré des titres variant entre 1600 et supérieurs 3 6400
au jour 47 PIL. A la fin de I’expérience, toutes nos souris avaient un titre supérieur & 6400, une
efficacité qui n’a pu étre atteinte avec I’immunisation avec le vecteur plasmidique. Cependant,
tel que nous I’avons mentionné précédemment, étant donné que les approches expérimentales
utilisées pour les mesures d’anticorps peuvent influencer la mesure des taux d’anticorps, des
études comparatives directes a I’intérieur d’une méme expérience devront étre menées afin de
confirmer si I’utilisation de vecteurs adénoviraux est supérieure au vecteurs plasmidiques nus.
Néanmoins, des études & base d’ADN réalisées chez la souris et le porc afin d’induire une
réponse immunitaire face a la GP5 du VSRRP (Pirzadeh et Dea, 1998) laissent supposer que le
vecteur adénoviral pourrait étre avantageux. En effet, les titres obtenus avec les plasmides lors
de ces expériences sont inférieurs aux titres obtenus par la vaccination avec les vecteurs viraux.
De plus, un essai clinique en phase I a été établi chez I’homme pour déterminer ’efficacité de
I’'immunisation contre certaines protéines du virus du SIDA. L’étude révéle une tolérance envers
le vecteur plasmidique exprimant I’Ag HIV-1. Cependant, aucun effet bénéfique a long terme
n’a été observé sur les lymphocytes doubles positives CD4\CD8. Une bonne immunisation est
I’induction d’une réponse humorale et cellulaire, ce qui n’est pas le cas puisque aucun Ac contre
les protéines du VIH n’a été induit (MacGregor ef al., 2005). De plus, un autre désavantage de
cette technique est le nombre de rappel requis pour obtenir une réponse, soit de quatre dans ce

cas ci. Cependant, I’utilisation de la vaccination par ADN a soulevée des craintes sur sa
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biosécurité. L’une des craintes majeures est I’intégration du plasmide dans le génome de la
cellule (Gerloni ef al., 1997). Une comparaison entre 3 différents vecteurs, soit a ADN, vecteur
hAd et MVA « modified vaccinia Ankara virus », reprend les mémes conclusions mentionnées

ci-haut, soit que le vecteur adénoviral induit une meilleur protection (Shiver et al., 2002).

La dose, le site d’injection, I’expression du transgéne (Kheyar ef al., 2005), 1a présence
d’adjuvant ainsi que la préparation du vaccin sont tous des facteurs importants 4 considérer lors
de la mesure de I’efficacité d’un vaccin. L’importance de la dose est directement liée 2 la
réponse immunitaire. Il a été démontré qu’une dose de 10® PFU induit une réponse immunitaire
humorale chez 100% des souris comparativement a un plus faible pourcentage lorsque la dose
donnée est de 10’ PFU (Bruce et al., 1999). Une dose trop élevée peut en effet induire des effets
cytopathiques, réduisant ainsi son utilisation potentielle comme vecteur vaccinal. Ces effets ont
¢te observés lors d’étude chez le porc en utilisant un adénovirus non réplicatif (Morrissey et al.,
2002), en utilisant une dose de plus de 10'' PFU par voie intraveineuse & plusieurs reprises.
Hors, plusieurs études avec des doses élevées n’ont pas rapporté d’effets toxiques (Fooks et al.,
1998; Shiver et al., 2002; Tang et al., 2002). Cela s’explique sans doute par le fait que la toxicité
est affectée non seulement par la dose, mais aussi par la fréquence d’injection. Plus le temps de
rappel est court, plus il y a de chances d’induire une réaction locale, engendrant un effet
cytopathique local. Lors de nos immunisations chez les souris, aucun effet toxique local n’a été
observé lors de nos examens macroscopiques de la souris, ce qui est en accord avec d’autres
études. L’adjuvant SP1017, composé non ionique fait 2 base de deux polyméres amphiphilique
(L61 et F127) (Lemieux et al., 2000) a été utilisé lors de la préparation des vaccins. Celui-ci
augmente, au niveau local, la quantité de cellules dendritiques favorisant ainsi une meilleur

réponse immunitaire (Sang et al., 2003).

En plus de la dose, la voie d’immunisation joue un role majeur dans la réponse
immunitaire. En général, les hAd sont capables d’induire une réponse mucosale (Bruce et al.,

1999; Shanley et Wu, 2003). Ainsi, I’administration par voie i.p., i.v. ou i.n., avec un hAd
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réplicatif exprimant la protéine VP7 du rotavirus induit une bonne réponse humorale
comparativement 4 I’immunisation par voie orale, associée avec un faible taux d’Ac (Both et al.,
1993). Dans une autre étude, il y a eu détection d’IgG dans certaines souris lors d’administration
d’hAd-rec par voie orale. La vaccination par voie orale dans le cas du CVP2 est intéressante
puisque le virus entre par les voies respiratoires et que I’hAd-rec peut infecté le systéme GALT
« gut-associated lymphoid tissue », induisant une réponse locale humorale ainsi que systémique
(Fooks et al., 1998).

De plus, une alternative pour augmenter la réactivité de I’Ag, viral ou peptidique, serait
Pajout d’adjuvant. Les différentes molécules d’adjuvant augmentent [’activation des
lymphocytes T en favorisant ’accumulation de leucocytes au site d’injection. Une étude a
démontré que la présence d’Ac contre la gp50 du virus de la pseudorage, exprimé par un
adénovirus recombinant non réplicatif, dans la dose la plus élevée, soit de 10® TCIDsp (Ganne et
al., 1994). Par contre, il y avait présence d’Ac contre la gp50 a la plus faible dose lorsque
I’adjuvant, a base d’huile, avait été ajouté. Lors de cette méme étude, la formulation de
Padjuvant a influencé le type d’Ig. L’adjuvant augmente aussi 1’expression de molécule co-
stimulatrice chez les leucocytes et la production de cytokines. L’adjuvant pourrait aussi prolongé
Pexpression du complexe CMH-peptide a la surface du CPA. De plus, le type d’Ac favorisé
varie selon le type d’adjuvant utilisé. Une étude a démontré qu’un adjuvant & base aqueuse
favorise ’IgG1 tandis qu’un adjuvant & base d’huile induit tout les sous-classes d’IgG (Vajdy et
al., 2004).

Afin de diminuer la possibilité de toxicité due a la dose, un hAd semi-réplicatif peut étre
utilisé. Il est possible de réduire la dose infectieuse en utilisant un vecteur I’hAd réplicatif.
Malgré que ce virus soit réplicatif, il ne peut former de particules virales infectieuses suite 2 la
délétion de la protéase. Une immunisation avec ce nouveau vecteur pourrait induire soit une

réponse en Ac plus rapide, une production élevée d’Ac ou une trés forte réponse cellulaire. Dans
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une ¢tude utilisant un hAd réplicatif, la réponse humorale n’est pas significativement différentes

comparer avec la réponse humorale d’hAd non-réplicatif.

4.5 Alternatives et problémes associés aux vaccins viraux

II est maintenant possible de produire une protéine d’intérét, de la purifier et d’en faire un
vaccin. En utilisant la protéine compléte, tout les épitopes seront présents, ce qui favorise une
variété d’Ac spécifiques. Une immunisation chez le porc avec un vaccin & ADN suivi d’un
rappel avec la NC démontre une protection partielle suite & une infection défi avec le CVP2
(Blanchard et al., 2003a). Cette étude démontre bien le pouvoir protecteur de la NC. La

prochaine étape serait de comparer ’efficacité de protection suite 4 une infection défi avec
I’hAd-ORF2.

La réponse immunitaire est dirigée contre une partie de la protéine, soit I’épitope. Avec
les moyens modernes, cette région peut étre synthétisée efficacement afin d’en faire un vaccin
sous-unitaire. Cette technique contourne la production in vitro et réduit la possibilité de
contaminant cellulaire ou viral. De plus, cette technique a I’avantage de cibler une ou des
régions importantes afin d’optimiser la réponse contre 1’agent infectieux. Un désavantage
important est la faible immunogénicité de certains peptides, impliquant I’utilisation d’un
adjuvant afin d’y remédier. Les peptides devront avoir le motif de liaison au CMH ainsi que la
séquence de reconnaissance des cellules B ou cellules T (Yano et al., 2005). Cependant, la
population n’a pas tous les mémes CMH, ce qui implique que certains peptides ne peuvent pas

induire une réponse immunitaire.

L’utilisation de vaccin viral vivant peut apporter certaines craintes chez la population au
niveau de la biosécurité. Un essai clinique & Paris sur I’utilisation du rétrovirus dans le traitement
du déficit immunitaire combiné sévére (DICS) chez des enfants a été marqué par ’apparition de

leucémie (Check, 2002; Kaiser, 2005). Cependant, ce virus est utilisé dans la thérapie génique.
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Malgreé le fait que I’hAd ne s’intégre pas au niveau du génome, il peut demeurer dormant.
Différents essais cliniques sont en cours avec 1’utilisation de I’hAd dans la thérapie génique et
peu pour la vaccination. Le risque associé a ’utilisation de virus viable comme vaccin demeure
néanmoins présent. Plusieurs aspects entourant le mécanisme moléculaire dans la cellule infecté
demeurent peu connus. De plus, un inconvénient majeur dans I'utilisation de vecteurs viraux est
la présence d’Ac chez I’individu. Chez I’homme, la prévalence est élevée pour I’hAd de type 5,
ce qui en diminue son efficacité a induire une réponse immunitaire contre la protéine
recombinante (Tatsis et Ertl, 2004). Cependant, chez I’animal, aucun Ac neutralisant ne devrait

étre présent contre cette hAd.

Tous les résultats jusqu’a maintenant démontrent une efficacité supérieure du vecteur
adénoviral. Notre vecteur adénoviral induit un taux d’Ac élevé chez la souris. Suite & ces
résultats, une analyse plus approfondie sur la nature des Ac nous indiquerait si notre vecteur
viral peut induire des Ac neutralisant contre la NC, puisqu’il a été rapporté que ces Ac sont
produit lors de I’infection avec le CVP2 (Pogranichnyy et al., 2000) chez le porc et la souris
(McNeilly et al., 2001). De plus, il serait intéressent d’étudier plus attentivement la réponse
mucosale, puisque le CVP2 utilise cette voie comme portail d’entrée. Egalement, une expérience
avec un hAd recombinant semi-réplicatif serait 4 concevoir afin de comparer les différents
paramétres important dans la réponse immunitaire. Puisque I’adjuvant augmente
I’immunogénicité, une suite logique serait de refaire cette expérience mais sans adjuvant. Enfin,
une immunisation chez le porc suivi d’une infection défi afin de déterminer I’ampleur du

pouvoir protecteur du vaccin adénoviral.
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Chapitre 5

5.1 Conclusion et perspective

Nous avons démontré que [’adénovirus recombinant pour I’ORF2 exprime la
nucléocapside dans un systéme in vitro. Au niveau in vivo, soit chez la souris, I’hAd-ORF2
induit une réponse immunitaire en Ac spécifique contre la nucléocapside. Celui-ci semble étre
plus efficace puisque le taux d’Ac est beaucoup plus élevé avec ce systéme comparativement

avec I’immunisation avec la protéine purifiée ou par ADN nu.

Afin de mieux différencier la réponse en Ac contre I’ORF2 des souris immunisées avec
I’hAd-ORF?2 versus le CVP2, une cinétique en Ac serait appropriée. Aussi, une caractérisation
plus détaillée du type de réponse engendré par le vaccin adénoviral pourait étre envisagée. De
plus, pour valider I’efficacité vaccinale, une vaccination suivie d’une infection défi chez le porc
serait la prochaine étape. Au niveau de la souris, une dose a été nécessaire afin d’induire la
production d’Ac spécifique contre I’ORF2. Chez le porc, il serait avantageux qu’une dose de

vaccin soit nécessaire. Ce systéme pourrait répondre a cette attente, facilitant la tiche des

producteurs ainsi que les vétérinaires.

En résumé, cette étude ouvre la porte a un potentiel vaccin dans la lutte contre le SDMPS ainsi
qu’aux différents symptomes causés par le CVP2. Cet outil de travail pourra aussi nous

confirmer que le CVP2 est I’agent étiologique du SDMPS.
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Annexe I

Afin de détecter les Ac contre le CVP2, la technique traditionnelle utilise des cellules
PKA infecté avec le CVP2. Hors, cette approche comprend une faiblesse, soit que le CVP2 ne se
réplique trés facilement, entrainant une perte de sensibilité. Le présent article, intitulé
‘Eucaryotic expression of the nucleocapsid protein gene of porcine circovirus type 2
and use of the protein in an indirect immunofluorescence assay for serological
diagnosis of postweaning multisystemic wasting syndrome in pigs’ présente une
nouvelle approche dans la detection d’Ac contre le CVP2. En transfectant un plasmide, dans ce
cas ci, le pCEP5-6H-ORF2, sur les cellules 293, les résultats de cet article démontrent une
augmentation de la sensibilité suite & un IFI avec différents sérums comparativement a la
méthode précédente. Ma participation dans ce travail consistait 4 préparation de cellules
transfectées pour les tests d’immunofluorescenes. Il est également a noter que ce vecteur est le

méme que nous avons utilisé lors de mon mémoire pour la détection d’Ac contre I’ORF2 du
CVP2.
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The purpose of this study was to develop a sensitive, rapid, and inexpensive immunoffuorescence assay (IFA)
using a recombinant porcine cirtovims type 2 (PCV2) nucleocapsid protein for. the serological detection of
BCV2: speciﬁc antibodies in plg sera; The viral nucleocapsid protein encoded.by the PCV2 ORF2 gene: has
recently been identified as the’most immunoreactive viral protein that carries type-specific antigenic deter-
minants.. The ORF2 sequence ‘of the JAF-2897 strain of PCV2 has been cloned: inte a pCEPS ‘encaryotic
expression vector under the control, of the cytomegalovirus promoter, downstream ofa polyhistidine. sequence
tag- The recombinant plasmid was dsed in transfection experiments with human epithelial kidney 293 célis: that
were further tested, and positive expression of the viral nucleocapsid protein was confirmed by IFA. and
Westem blotting. Streng, specific-Auorescence was observed in the nuclei of transfected ‘cells, Test. specificity
to PCV2 was verified with several. related infectious agents. Sensitivity was coimpared t6.that of standard IFA
using | PCV2-intected cells by mlnating the reactivities of 44 ficld serum samples from pigs on farms with a
porcine population suffering fromi postweaning multisystemic wasting syndrome. The fecombinant nucledcap-
sid-based test was able to detect 15 more positive-testing pigs than the PCY2- based’ IFA. Thercfore, the relative
sensitivity of the latter test was estlmnted at only 57.1% compared to that of the. recomblnant vuclédcapsid-
based test. The recombinant fusion. pmteln has been purified by affinity chmmatogmphy and is being used to

develop further seasitive serologiml tests.

Pbs'tweanirig multisystemic wasting syndrome tPMWS) is an
emerging swine disease first described’ in:Canada in 1991 (7,
13); subsequent outbreaks have frequently struck: pig farms in
North and South America and in Europe and Asia (2, 3, 6, 15,
22, 28) “The: discase affects 5- to 12-week-old piglets ‘and -is

characterized ‘in part by welght loss, dyspnca, jaundice, and

enlarged lymph nodes as well as by degeneration and necrosis

of. hepatoqrtes. mulufocal lymphohnsnocync pneumonm, lym-‘

(13). Typically morbxdxty rates.can reach:5 to: 50% in affectéd

herds, and mortality is close to 100% i in pigsthat develop the’
full spectrum of symptoms, ussociated with- the disease (19)‘

The:rapid and szmulmneous emergence of, the dxsease in-many

different parts of the world as:well as the tincértain’mode of
transmission and_high rates of: mortality in pigs suﬂenng from’

PMWS has caused great concern; throughout ‘the swine' indus—
try. The agent thought to be:mainly responslblc:for-PMWS has
been identified; a circovirus-like particle ‘isolated from dls-
cused pigs was associated with the syndmme and named re-
combinant (rec) ‘porcine circovirus.type. 2:(PCV2) (2.v,11 12)

The first porcine circovirus, now. known as:PCV1, wis dis-.

covered.in 1974 as a nonpathogemc contaminant.of-the. por-

cine kidney PK-15cell line: (27). It has since been chamctenzcd‘

* Corresponding author, Mailing address: ¢/o Peter Tijssen, INRS-
Institut Armand-Frappier, Université du Québec, 531 boul. Des Prai-
ties, Laval, Québec, Canada H7V 1B7. Phone: (450) 687-5010. Fax:
(450) 686-5S01. E-mail: peler.tijssen@inrs-iaf.uquebec.ca.

t In memoriam. Deceased January 2003,

as a small nonenveloped smglc-slmnded DNA virus with a
1.76-kb ambisense genome (?5) Antibodics agmnst the virus
have been found in pigs worldwide, but no discernible patho-
genic properties have been associated with:PCV1 infection in

swine (8, 10, 24), PCV2.isolatéd :from. pigssuffering from
PMWS dnsplays a.76 to 83% ‘amind acid tdcnmy ‘with non-
‘pathogenic PCVl and sharesthe.sainve ‘genomic organization,

consisting f two major open reading frames (ORFs) coding
for the replxcase protein (Rep) and the nucleocapsnd (NC)

protein, respectively (12, 18, 19) ’I‘he 702-uuclconde ORR2
:sequence coding. for the 'PCV2 NC protcm is: locnted on the

‘complementary strand oi the double—stranded rephcanve form

of the PCV2, gcnome dnd shifes only 66% amirio acid identity

with the séquerice of the'PCV1 ORF2, oompared with.an 85%

;identity between the ORELs of both virusés (12). These data
-have led scientists to: speculate that the PCV2:NC| protein may

be at least in-part responsible: for’ the pathogenicity associated
with PCVZ. Rcoenlly, several studnes have suggestcd that the
28-kDa PCV2 NC pmtein is-the major immunogenic protein of
the virus and the prmcxpal bearer of type-specific epitopes (14,

PMWS is: miost. cominonly diagriosed on' the basis of the
presence of histopathological lesions, its' characteristic clinical
symptoms, and on the detection of PCV2 in the lesions (23).
Current methods most commonly used for the detection of
PCV2 in pigs include indirect immunofluorescence assays
(IFA) for PCV2-infected cells and PCR (21). Because the use
of PCR requires several time-consuming steps, IFA is gener-
ally preferred for rapid and inexpensive diagnosis of PMWS.
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TABLE 1. Oligonuoleotide primers used for the construction and sequending’of.the pc‘gPS-sn-okEfi plasmid
Primer Sense” Sequcueeﬁ 7 3 Lengih (bp)
6H-F2 no. 1 F G ATCCAAGGAGGCG-J‘ 49
6H-F2 no. 2 P GTGACGATGACGA-3' 47
F2 R FTTAAGTGGGGGGT-Y 44
SeqpCEP-F F 5'-GAGTGACAATGACATCCAC-3' 19
SeqpCEP-R R 5'-GTOCTTCCGAGTGAGAGAC-Y ! 19
“ F fomxd; R, roverse.
g t0 BamHI digs sites are underlined, the polyhistiding soquicitegs are boxed; the inase digestion siteg are-in bold,
and nucleotides comspondxns o ttu: ORF2 sequence are italictzed.
However, IFA requires the prior infection of porcine celis with The resultlig PCR was then putified a QMGEN PCR pun&mlml

live PCV2 virus, a procedure which can be very arduous be-
cause of its very slow replication cycle. The aim of this work
was to develop -a rapid, casy-to-use; and incxpensive. ORF2-
based serologwal diagnostic assay for. PCV2. detection on the
basis of 'a rec. RCV2 NC protein’ produced in a. eucatyotic
expression system.

(This report was taken in part from ‘a; dissertation to be
submitted by S..Racine tothe INRS-Insuml Armand-!-‘rappxer,
Université du Québcc, in- partial ‘fulfillment of. the require-
ments for the M.Sc: degree.)

“MATERIALS AND METHODS:
\m«l&mmlnnmmmmwwmﬁ” X

Wuswntbotnadfmmlmgdmcofyoun;p{pwkhtypaﬂdhﬂlsiﬁﬂol
mwsmocwbecftmandlu WS g

porcine kidney (PKA) odls.wlddlnm ;mdwxiy
imnl Di Rescarch Insiitute, Agri
udn)&nswremkdcdulmrylw
grwn!nmlayculorSdeaysinGlBOO

prnd‘uu
kit (QIAGEN Inc;;. Mscuuugn, Onurto, (

y. A T80- ldeDNA X
bygeldeamphomds.andtheﬁnal PCRpmducxwulh:npudﬁ:duprevmsly
‘deseribed:

ofthe ',: d size was

Memmmmwc\mm&tmd{mmm\wm(ﬂ
was obtained from he lab tyof A: Kamen(ﬂRl.NRC.Mommal Cmada)
Both the vectar’ and the!final puriﬁed PCR pxodua wcmudlscsxed with the
Bammcnzym:fotzhmsmm ‘was, ﬂyk\acuvmcdbv
’mcubnmnGS’C fof 20 min. The di d PCR prod and 1 were then
hgmcd usmaT4 DNA ligase at M'C Ior 14 h, Esdtaedua ol DHSu competent
-cells were transformed using the rwulnng pC!ZP-6H-ORF2 plasmid. Positive
domswrexaecnodbyPCR rtsxrmmenzyme digcstkm -and DNA sequenc-
tnsuskngthechpCEPprhmmdzﬂﬂcmeaNc 1

Expression of the m’noduapﬂd proteln, Tnmfeczion cxperiments were
wrbdmtmekhcr%-weuplaqmmwcn’pcmdm-ndmorPMccllx
a8 well u Muhykﬂmine (PEI) gené transfer réagem (5):in it 25-KDa lincar
«l'um (Poly:denoes, Warrington, Pa.) were: used for-all tiansfection experiments.
?lyplully.xl g of liriear: 2.k D4 PEY Wiy mixed with 1 pg.of. pCEPS-6H-ORF2
DNA‘plasmkl ina. toul vnkume of 100 i, ofG!Bm scmm—tmc Dulbecco’s
uuxllﬁed&gbnwdmm ﬁnmixmumbatedumforwmmmmm
waddedtoﬂu:ubmuﬂummm!’KAcellmooolaymmd

T

(lvitrogen, - Budington, Ontarin, meda) supplemented with'$%. tcl.al bovine
serum, 1'mM gluismine, 1% sodhxm pyruvmc. nnd 100 M. peuxﬂlm-m'eplo-
mycin; When ¢ells hed of pematant was removed and cells weie
washed three times with:phiosphatc-buffered saline (PBS). ;The virus was’ ‘har-
vcnedbyftccumamldmvhunxe bxteaedecu:threcdmamaamnvolumeol’
PBS. The iesulling’ el lynlc was then’ duiﬂed by ccmﬂ!umwn Viral gcnomw
DNA was extracted from stocks of' virus ‘with TttPure DNA isotation: reagem
(RocheDizgmna.Laul.Oucbu..&mda‘ tomcu ufs
dations. Tras ‘were: o2 *J‘buum the.

embsyonic kiincy 293 ccllllnc(ATCCGRL-lS?S) Cc!hwmgxmmc ]
Dulbécco’s modified Eagle medium: (invitrogen). :uyplcmcm:d with-$% fetal
bovine serum. 1 mM: glnummc. 1% sodium gyruvate, and 100 pM penicillin
sucptmnydtx

To p:oduee 2 :wina rcremnce serum. rur ‘ase in semlogjml 1est3 of the: IAF:
2897 strain of: PCV2 four s-weck-o!d rpcclﬁc-puhagm-ﬁee pigs were injected
intranasatly with 10F Suorescente units of semipurificd PCV2 viras stoek. Ant-
sera from inoculated p&gs were tested wedlytocmepmsenceon’cvz-epedﬂc
antibodies until bleedma 163 days postinfection (dpi). Negative-testing serum
samples were collected from two noninfecied specxﬂopam‘)gen-fm p:alcu thai
were maintained undes the same conditions. A total of 44" flald. serum samples

d'in standard cutiure-conditi (or48h.

‘Expréssiot-of the: PCVZ ORFZ in| unndcct:d cc!lswuvcr!ﬂcd by IFA using
polydomchvzpommum !rom p:gsurpcdmcnuﬂym!ectedwhhpunﬂed
PCVZ,lswellnnemt'mmPCV-hceplgs Brieny, sfected cells were washsd
with, PBS and fixed with an t solutk (ll).Fmedccuswem
Athen ‘rehydrated with PRS for leLn.PCV?rpnsmw and ~pegative pig sera were
d.ll\neduUl(l)inPBSwnhOlS%'l\recnZDnndtncubntcdwkhcel!sforlhm
e, ,Cells were wuhed three (m wnh PBS and then incubated with rabbit
ams-plg G- [ j (Slamn-Al~~
dnch.Oakvme,Omzrio,Caxuda)diluwd lﬂODlnPBSdnﬂn;‘Slmnmm
cclhwemﬁnalryowxvedmdphmogmp}mdwhhmcmﬂunm micro-

(Lcica Leitz, an!nr. Getmany) PCV2-infected PKA cells were.abso
meducommlsasduailxd
Mlﬂ and cbanmdntb- ol ‘rec protein. 293 cells transfected with
pCBPS-éH-ORPZ expression vertor in lm-mm-dmmer petri dishes wero lysed.
‘wil ‘&, cell fysis buller (150 mM | NaQl.. 10 mM Tris [pH 7.8], 1% Triton X,'1%
sodhun deoxydmlme. 0.1% sod\um dodecy] sulfate {SDS)) containing protsase.
umibkom'nwunlywewnsmcnwubmudbympcucdmcmmaha

“syringe and added to o HiTrap chelating affinity column {Amersham Ph
‘Biotech, Bale d'Urt¢, Québec, Cenatta) per the facturer's instructi
Collected fi wers "ronhe of the rec ORF2 protein by

u)ucctcd from dtﬂucm gmupsolpiyfansouxhem Quebec farms with 1
3 10 be inf wlmPcvzwtropmldedbyB&mcxlx.
(St-Hyaéisithe, Quebec; Canada),
Gcnludmomhlmumxkupnsdn vector. The PCV2 ORF2
sequence coding for the vinis NC was amplified from the purified, PCV2 DNAin
WO SUCCESSive PCmusmstbcpmnemdumbcmeawl 'lb:scpnmmwcte
designed to udd a polyhistidine sequence to permit purification of the rec p

‘SDS-p ylamide gel el iis amuWeucm“ ing.

Collemdﬁncdnnsofptmﬂedﬁﬂ-ORFmelnumllmmmmufwchJ
cefl lysite and purified virus, preparation were analyzed by Wenem blotting.
PrmcimmmscptmtcdinSDS—lZ%, byacrytamid pt is gets by use:

dl{wWMmt!ndmdm:mdmmnmumnuMcmhm(Bw
Missi Ontarlo, Canada), which was then incubated in blocking so-

by use of an offinity and an site for the subsequent removal
of the polyhistidine site. All primers overlap with each other or with the ORF2
g by 20 10 22 nucicntides. Bath PCRs used 7aq poly and isted

lution (4%shm milk, 0.05% Tween 20 in PRS). Polyclonal anti-PCV2 serum, as
well as secum from PCV-free pigs. was diluted 17500 in blocking solution and

of an inltial enzyme activation step at 95°C for 5 min followed by 30 cycles of
denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 48°C for 1 min, and cxteasion at
72°C for 3 min and o final extension at 72°C for 10 min. The first PCR amplified
the ORF2 by use of the 6H-F2 no. 1 forward primer and the F2 reverse primer.

incubated with the b for 1 b at room tempernture, Membranes were
washed three times in PBS-Tween 20 and incubated for 1 h with a 1/1,000-diluted
solution of goat anti-porcine immunoglobulin G-peroxidase conjugate (Sigmn)
in blocking solution, After three final washes, the blots were developed with
4-chioro-1-naphthol reagent (Bio-Rad).
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F1G. 1. Localization of the ORF2 protein in transfected cells. Fluorescence was localized in the pe.d- and mtmnuclenr regions of 293 cells
transfected with' the pCEP5-6H-ORF2 plasmid (2). This specific Ruorescence is similar to that observed- in PCV2-infected PKA cells (b). To
facilitate obscrvation, the 293 éells were transfected with a suboptimal quanmy of pCEP5-6H-ORF2 DNA.

Sensitivity and specificity of the IFA. All field serum’ sampics were tested! by
1FA on 96-well plaques of either, 293" eells transfected with pCEPS—6H ORPZ or
PKA cells infected with purified PCV2 a3 described previousty. Sorum; gilutions
from 1/50 1o 1/5,000 were used. Sera were considered posxuveforPCVzat vso:
Specificity of both diagnostic tests for PCV2 i myed by testing ‘serum
snmplcsfmmpassmfeaedvthCVl pommrqm:ducmemdmpmmq
syndmmc vmn. porcine bemawluunaum enccphalomyelitis coronavires; and
5 The sensitivity valués for-both assays were dczrt
mmd using thc rollowm formum with thie IFA. pa{otmcd ‘on trinsfacted 293
cells as a reference assay: (i) sensitivity = true. positives/(true: positives. + falso
negatives) X 100 and (i) specificity = true’ negatives/(due nogatlves + false
positives) % 100.

RESULTS

Expression of the PCV2 NC protein ‘in:transfected cells; A
mix of purified plasmid DNA and- linear'25-kD3a PEI 'was used
to transfect subconfluent monalayess'of 293 cells. Transfested
cells showed no sign of cellular damage that could be attrib-
uted to the presence of the PCV2 NC protein or the PEI
transfection reagent. The presence of the NC protein was
determined by IFA with various types of antibodies. Intense
and specific fluorescence was observed in the nuclei as well as
in the perinuclear regions of transfected cells. The pattern of
fluorescence was similar to that of PKA cells infected with
wild-type PCV2 (Fig. 1).

Transfected cells containing the recNC antigen reacted very
strongly to polycional anli-PCV2 antibodies but did not cross-
react with normal pig serum. The expression levels of the NC
protein in in vitro infections of PKA cells and in 293 cells
transfected with the pCEP-6H-ORF2 plasmid were compared
by IFA (Fig. 2). The proportion of cells expressing the PCV2
NC antigen was much higher in cells transfected with the
plasmid than in infected cells. Repeated experiments con-
firmed that, on average, the PCV2 recNC protein is expressed
at levels roughly 9 times higher in cells transfected with the
pCEP3-6H-ORF2 plasmid than in cells infected with the virus.

Characterization of the PCV2 recNC protein. Transfection
of subconfluent 293 cells in 60-mm-diameter petri dishes with
the pCEP-GH-ORF2 plasmid resulted in the production of a
significant quantity of PCV2 recNC which could then be re-
covered by cell lysis as described above. The resulting Iysate
containing both cellular proteins and the PCV2 recNC aatigen

Negative serum Positive serum

A)

B)

<

D)

FIG. 2. IFA comparison of PCV2 NC expression levels in PCV2.
infected PKA cells and 293 cells transfected with pCEPS-6H-ORF2.
A) PKA cells infected with PCV2. (B) Mock-infected PKA cells.
C) 293 cells transfected with pCEPS-6H-ORF2. {D) Nontraasfected
293 control cells. Celis were incubated with either polyclonal anu-
PCV2 pig serum (positive serum) or PCV-negative pig serum (negative
serum).
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FiG. 3. Expression and purification .of rec 6H:QRF2_protein ‘and
reactivity with polydonal anti-PCV2 pig serum and PCV-negative se-
rum in Western blotting. Lane'l, nontransfected 293 cell fysate; fane 2,
total protein in cell fysate from 293 cells transfected with pCEPS-GH-
ORF2; lane 3, 6H-ORF2 protein partiaily punf ed in"a HiTrap che-
lating affinity column; lane 4, total protein in cell lysate. from: concen-
trated purified PCV2,

was purified by passage through an Ni affinity column. Both the
total protein from the:cell lysate and the purified recNC re-
acted specifically in immunoblotting with polyclonal anti-
PCV2 serum at a 1/500 dilution (Fig. 3, lanes 2 and 3). The
1¢¢NC protein had an observed molecular mass of 32 kDa.
Concentrated and. puﬂﬁed PCV2 virus was used as a control
antigen (Fig. 3, lane. 4) and produced a specific reaction at a
molecular mass of 29 kDa. Neither the recNC nor the purified
PCV2 vitus reactéd with PCV2-negative swine serum.

Accuracy of the rec. ORF2-based diagnostic IFA. The accu-
racy of the test was verified by comparing both the classic IFA
diagnostic test using PCV2-infected PKA cells (classic IFA)
and the recNC-based test (recNC IFA). All 44 porcine serum
samples collected from PMWS-affected swine farms were
tested using both IFA tests, and the observed results are sum-
marized in Table 2. A total of 23 serum samples were positive
for PCV2-specific antibodies by the PCV2-based test, while 35
serum samples were positive by the recNC-based test. The
sensitmty -of the-classic IFA versus that of the recNC-based

test is 57.1% when the latter is used as the reference assay. A
totdl of 15 serum samples that were negative in the classic IFA
were considered positive in the recNC IFA.

Among the 35'serum samples that tested positive for PCV2
antibodies in the recNC-based test, 10 showed antibody titers
gredter than' 5,000 whereas only 3 showed antibody levels
greater than 2,500 in the classic IFA. Serum samples from six
pigs that tested negative in the classic IFA produced antibody
titers ‘over 2,500 with the new IFA test. Overall, 25 serum
samples produced a significantly higher antibody titer with the
recNC IFA than with the classic IFA. In addition, seven pos-
xtxvc»testmg serum samples gave roughly cqual titers and nine
were negative with both assays. Only three samples had anti-

TABLE 2. Comparison between IFA for the serologic detection of
_specific PCV2 antibodies in pigs

No. (%) of serum samples with indicated result

Qlassic IFA result by reeNC IFA

Postive Negative Tae!
Positive 20 (45.5) 3 §6.8) 23 (52.3)
Negative 15 (34.1) 6(12.6) 21 (47.7)
Total 35(7.6) 9 (20.4) 44 (100.0)
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body titers-that were lower with the recNC IFA than with the
classic IFA.

Positive-control. sera from. pigs infected with’ PCV1; porcine
reproducuve and réspiratory; syndrome virus,: hcmagglutmaung
enccphalomyehus coronavinis, of M. hyopreumoniae weré dlso
tested with both IRA: (data’ not ‘sliown). Some nonspecific back-
ground fluorescence was observed among: PCV2 infected PKA
cells, but.no reactivity. whatsoever was; observed in: cclls trans-
fected wnh the pCEPS-ﬁH—ORFz plasmld ‘As‘a fesult; both
IFA dmgnosnc tests:had- d specificity of 100%. .

DISCUSSION

The dramatic increase in rcportcd outbreaks of PMWS in
pig farms in.recent years has been an additional'burden for pig
producers. already under pressure from-the threat of Gther pig
pathogens, increased, public scrutiny, and intense compctmon
in the marketplace. Early detection of PCVZ in'pigs is essential
to help contain the spread of the.virusand of PMWS. The goal
of the present smdy ‘WaS 1 10, conceive: a: svery spccnﬁc and ex-
tremely sensmvc bat: low-cost and €asy-to-use test to help in
the dtagnosxs ‘of cases of cariy PCV2infection in pigs: The IFA
is probably the aiost.commonly used: _m;thod for the detection
of PCV2 antibodies’in pig serum, ‘ag it-is faster and less expen-
sive than PCR tests and’ docs ot reqmre spccnahzcd equip-
ment. However; the use of five PCV2 to infect cells used in IFA
has always been- pmblcmanc 4t best. Because the virus does
not producé a visiblecytopathic effect in infécted cells and
replicates only in cells cirrently undergoing’ mitosis, PCV2
infections yield very small amounts of virus (1). The use of
p-glucosamine to stimulate thc entry of cellsin the s. phase of
mitasis to accelerate. the rephcanon ot PCV2 has: been sug-
gested prcvnously (26) Howeéver, .it was also repoited to be
problematic. because. of ‘its.high. 1&vel of cellular. toxicity and
therefore:should' gcncra]ly be avoided when possible (1). There
is also evidence of :mugemc cmss»macnvuy between. the Rep
proteins of PCVl and PCV2, which could generate: Talse diag-
nostic results. Rccent studxes have. demonstmted that the
ORFl-encoded ‘proteins’ in' the: two viruses.wére antigenically
related whereas the ORF2 proteins were recognized ‘differen-
tially by polyclona! anti:PCV2 antibodics (4, 16, 17). No cross-
reactivity was demonstrated between the NC proteins of the
two viruses (29).

To circumvent the previous problems, the ORF2 gene from
the PCV2 virus.was cloned into a pCEPS' eucaryolit expression
vector bearing a CMV2-promoter. The resulting pCEPS-6H-
ORF2 plasmid was;used to transfect. cells that ‘could then
express the viral NC .protein. Tnitial: attempts to- transfect PKA
cells with the- plasrmd and-either PEI ot quENE6 transfection
reagents (Roche’ Dmgnosncs) weére a'faitire. No plasmid DNA
was detetted in the cytoplasmior thé nuclei 6f transfected cells.
Alternatively, 293 cells had previously been used successfully in
conjunction with the pCEPS vector and PEI (9). Subsequent
transfection experiments with pCEPS-6H-ORF2 consistently
produced clear and distinct fluorescence in the nucleus and the
perinuclear area of the 293 cells (Fig. 1). This fluorescence
pattern was identical to that observed in naturally infected
PKA cells, but background fluorescence was markedly lower in
transfected cells.

The proportion of transfected cells expressing the PCV2
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recNC was roughly proportional to the quantity of plasmid
DNA used in the transfection mix. Fluorescent cells may be
observed with as little as 40 ng of plasmid DNA per well in a
96-well piate, the optimal amount of plasmid being about 200
to 300 ng per well. By use of these conditions, transfection of
293 cells with the plasmid generated on average 9 times more
fluorescent cells expressing the PCV2 NC than transfection of
PKA cclls infected with the virus (Fig. 2). In addition, trans-
fections of 293 cells in 60-mm-diameter petri dishes under the
same transfection conditions yielded significantly larger quan-
tities of NC product than transfection of PKA cells infected
with PCV2 under the same culture conditions. The addition of
a polyhistidine tag to the recNC protein allowed quick and easy
purification and concentration of the protein by affinity chro-
matogruphy with a metal chelate affinity column. Purified and
noenpurified recNC from cell lysate analyzed by Western blot-
ting reacted strongly with PCV2-specific antibodies (Fig. 3). As
expected, the addition of the polyhistidine tag and the en-
terokinase restriction site to the NC amino acid sequence in-
creased the molecular mass of the protein to roughly 32 kDa
compared to about 29 kDa for the native protein. These results
suggest that the recNC protein expressed in transfected cells is
immunogenically identical to the native protein.

To determine whether recNC IFA using cells transfected
with the pCEP-6H-ORF2 plasmid can be used as an accurate
diagnostic tool for the detection of PCV2-specific antibodies in
pigs, 44 swine serum samples from several porcine farms in
southern Quebec that have had recurrent problems with
PMWS outbreaks in the past years have been analyzed. Each
serum sample was tested by classic IFA using a diagnostic
protocol from local laboratories and by recNC IFA as de-
scribed in the present study (Table 2). The results strongly
indicate that the recNC IFA was able to detect much smaller
amounts of antibodies in serum, as evidenced by comparing
several serial serum dilutions in each test, and it is therefore a
much more sensitive assay. The sensitivity of the classic IFA
was only 57.1% compared to that of the recNC IFA. Of the 44
scrum samples tested, only three samples that were considered
to be positive using the classic IFA were shown 10 be negative
with the recNC IFA. This could be explained by the high
amount of background Auorescence often observed in classic
IFA, particularly at low serum dilutions. However, fluores-
cence in transfected cells is strongly localized in the cell nu-
cleus even under conditions of incubation with low serum
dilutions. It is noteworthy that both IFA tests were also used
with sera collected at different times postinfection from piglets
experimentally infected with PCV2. The recNC IFA was able
to detect the presence of PCV2-specific antibodies in serum as
early as 7 dpi compared to 14 dpi for the classic IFA.

The results presented in this report indicate that an IFA
diagnostic test using PCV2 recNC antigen expressed from
transfected cells can quickly and accurately detect even small
amounts of PCV2 antibodics in pig sera. The sensitivity of the
assay is much improved compared to that of the classic [FA
method using virus-infected cells. This system is particularly
advantageous, because very large amounts of protein can be
rapidly and inexpensively produced compared to the results
seen with PCV2 infections, which can be relatively difficult to
perform and produce only small quantities of virus. In addi-
tion, the recNC protein can be immediately purified and con-
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centrated by affinity chromatography and can subsequently be
used as an antigen for enzyme-linked immunosorbent assays
and Western blot analyses and for further characterization
studies. Additional work is nccessary to determine whether the
protein might be used as a subunit vaccine in pigs to prevent
infection by PCV2.
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