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Résumé

L’influenza A est un des principaux agents impliqués dans les affections
respiratoires touchant le porc. Au Québec, plusieurs variants d’influenza A dont la souche
A/Sw/Québec/5393/91 (SwQc91), ont été associés a4 la pneumonie proliférative et
nécrosante responsable d’un haut taux de mortalité chez les porcelets. Par conséquent, en
industrie porcine, les pertes économiques associées 4 I’influenza sont considérables. Afin
de connaitre et de circonscrire rapidement les foyers d’infection virale plusieurs mesures

prophylactiques ont été employées telles que les tests diagnostiques.

Cette étude propose un test permettant le diagnostic sérologique rapide de
’influenza A chez les porcs, par la mise en évidence des anticorps spécifiques  la protéine
membranaire interne (M1). Le test développé utilise la protéine M1 recombinante (M1r)
exprimée a I’aide d’un systéme procaryote. Ainsi, I’ ARN viral codant la protéine M1 de la
souche influenza porcine SwQc91 a été extrait et amplifi¢ en ADN complémentaire
(ADNC) par réaction de transcriptase inverse et de polymérisation en chaine (RT-PCR). Le
fragment d’ADN a été cloné dans le vecteur d’expression procaryote pET2la(+) et
’expression des protéines a été induite avec 0,5 mM d’isopropyl-8-D-thiogalactoside
(IPTG) chez les bactéries BL21(DE3) a 37 °C pendant 8 heures. Par la technique
d’immunobuvardage, il a été démontré que la protéine Mlr est antigénique puisqu’elle
réagit avec un sérum de porc convalescent. De plus, des anticorps sont produits contre la

protéine MIr lorsqu’elle est administrée aux souris de fagon intrapéritonéale.

Avec la protéine Mlr purifiée, un test ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) indirect (ELISA-MIr) a été développé pour la détection d’IgG spécifiques a
I’influenza de type A dans des sérums de porc. La sensibilité du test ELISA-MIr a été
évaluée, a 1’aide de sérums de porc et du test sérologique de référence, le test d’inhibition
d’hémagglutination (THA). Ainsi, des anticorps spécifiques a la protéine M1 ont été
détectés chez 23 des 30 sérums de porc provenant d’une ferme. Pour fin de comparaison, le

test [HA a détecté des anticorps spécifiques & I’hémagglutinine chez 18 des 30 sérums
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testés. Les résultats du test ELISA-MI1r sont convaincants, I’utilisation de la protéine M1r
comme antigéne permet la détection des anticorps spécifiques a I’influenza A chez les
sérums de porc. Le test ELISA-MIr est rapide, facile a réaliser, peu dispendieux et les
résultats suggérent qu’il pourrait représenter un bon outil de dépistage dans les enquétes

sérologiques chez les populations porcines.
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Tampon 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5
Tumor necrosis factor

Unité

Unité hémagglutinante par millilitre
Microgramme

Microlitre

Micromolaire

Ultraviolet

Volt

Volume par volume
Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside
Substrat 4-chloro-1-naphtol



Liste des acides aminés (aa) et de leurs abréviations

Acides aminés Abréviations

Alanine Ala A
Cystéine Cys C
Acide aspartique Asp D
Acide glutamique Glu E
Phénylalanine Phe F
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine Ile I
Lysine Lys K
Leucine Leu L
Méthionine Met M
Asparagine Asn N
Proline Pro P
Glutamine Gln Q
Arginine Arg R
Serine Ser S
Thréonine Thr T
Valine Val Vv
Tryptophane Trp w
Tyrosine Tyr Y
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Introduction

Le virus influenza de type A responsable d’une maladie des voies respiratoires trés
contagieuse affecte notamment les hommes, les porcs et les espéces aviaires (Webster et
al., 1992). Ce virus est difficile 2 maitriser en raison de sa grande variabilité antigénique
qui lui permet d’échapper au systéme immunitaire de I’h6te. Ces variations peuvent se
traduire par des variations mineures de la séquence des protéines de surface (glissement
antigénique) ou par des réassortiments génétiques entre les virus de méme type (cassure
antigénique) (Webster et al., 1982; Kilbourne, 1987). La cassure antigénique souvent a

I’origine des pandémies, survient généralement tous les 10 ou 20 ans.

En Amérique du Nord, les porcs sont affectés par les virus influenza A HIN1 et
H3N2 (Hinshaw et al., 1978; Bikour et al., 1994, 1995). Le sous-type HIN1 est
responsable d’épidémies sévéres de grippe chez les porcs (Chambers et al., 1991). La
mortalité engendrée par la grippe est généralement faible, par contre le taux de morbidité
peut atteindre 100 %. Par conséquent, I’infection par I’influenza A chez cette espéce est
responsable de pertes de revenus considérables pour les producteurs de porc, occasionnées
principalement par des retards de croissance et des cofits associés aux soins vétérinaires

(Easterday, communication non-publiée).

Certains faits révélent la présence d’autres variants et sous-types affectant le porc
car celui-ci est reconnu comme un héte intermédiaire permettant le réassortiment entre les
virus influenza A d’origine humaine et aviaire (Scholtissek e al., 1985; Scholtissek et
Naylor, 1988; Webster et al., 1992). Ces variants peuvent se transmettre a I’homme
(Hinshaw et al., 1978; Dacso et al., 1984; Wentworth, Mc Gregor et Macklin, 1997) et dans
certains cas peuvent causer la mort des personnes infectées (Eason et Sage, 1980; Patriarca
et al., 1984; Rota et al., 1989; Wentworth ef al., 1994; Kimura, Adlakha et Simon, 1998). Il

est 4 noter que la majorité des pandémies d’influenza chez I’homme ont été causées par des



virus issus d’un réassortiment entre des souches d’origine humaine et aviaire (Webster et

al., 1992).

Malgré le fait que plusieurs études ont démontré la grande stabilité antigénique du
virus porcin HIN1 en Amérique du Nord (Sheerar, Easterday et Hinshaw, 1989; Luoh,
McGregor et Hinshaw, 1992; Bikour ef al., 1995), la présence de variants antigéniques
HINI1 a été mise en évidence, telle que la souche SwQc91 retrouvée au Québec. Cette
souche, distincte des souches porcines classiques de références (Dea et al., 1992b; Rekik,
Arora et Dea, 1994; Arora, N’Diaye et Dea, 1997a; Arora et al., 1997b), cause la
pneumonie proliférative et nécrosante (PPN) (Morin, Girard et Elazhary, 1990; Dea ef al.,
1992a; Girard, Morin et Elazhary, 1992). Cette maladie trés contagieuse a des
conséquences beaucoup plus sérieuses que la grippe car elle est responsable d’un haut taux

de mortalité chez les porcelets.

Depuis 1’isolement de la souche SwQc91, d’autres variants du virus influenza A
HIN1 ont été retrouvés au Québec (Bikour ef al., 1995; Arora, N’Diaye et Dea, 1997a), de
méme qu’une souche de type H3N2 causant la PPN chez les porcs (Bikour et al., 1994).
Considérant ’apparition de nouveaux variants ayant des conséquences graves pour le
cheptel porcin certaines mesures ont été prises. Dans le but de dépister le virus SwQc91 les
travaux de N’Diaye (1995) et Retamal (1999) réalisés dans le laboratoire du Dr Arora ont
permis respectivement la production d’un anticorps monoclonal dirigé contre I’HA utilisé
dans un test ELISA de compétition (Arora, N’Diaye et Dea, 1997a) et un anticorps
monoclonal dirigé contre la protéine NA. De plus, les laboratoires de dépistage des
infections virales utilisent maintenant des souches influenza HIN1 typiques et atypiques
afin de réaliser le test sérologique IHA. Par contre, le test IHA couramment utilisé en
laboratoire, présente plusieurs désavantages. En effet, ce test nécessite la culture de virus
dans les oeufs embryonnés de poulet, une méthode de culture laborieuse et coliteuse qui
peut également affecter les propriétés biologiques et antigéniques de I’HA (Robertson et
al.,1987; Katz et Webster, 1989; Wood ef al., 1989). D’autre part, la purification du virus a



partir du liquide allantoique infecté constitue une étape supplémentaire qui rend ce test
davantage laborieux. De plus, le test IHA requiert une source continuelle d’érythrocytes et
les sérums utilisés doivent étre traités pour inactiver les inhibiteurs non-spécifiques de
I’hémagglutination. Finalement, comme le test mesure les anticorps contre ’HA, une
protéine hautement variable, les virus doivent étre renouvelés fréquemment. En fait, il faut

réaliser un test [HA pour chacun des sous-types de virus.

Les tests ELISA qui mesurent des anticorps spécifiques a I’influenza sont
généralement plus sensibles que le test IHA (Turner et al., 1982; Madore, Reichman et
Dolin, 1983; Julkunen, Pyhala et Hovi, 1985). D’autre part, des protéines recombinantes
ont été utilisées avec succés comme antigéne dans les tests ELISA servants a détecter les
anticorps anti-influenza (Harmon ef al., 1989; Rota et al., 1990; Havlickova ef al., 1992;
Voeten et al., 1998; Welman, 1999). Dans I’intention de faciliter le dépistage des anticorps
anti-influenza la présente étude propose un test rapide, sensible, spécifique pour le sérotype
A, peu cofiteux, facile & exécuter et dont ’antigéne est simple a produire. Un test ELISA
utilisant la protéine M1r comme antigéne pour la détection d’IgG spécifiques a I’influenza
de type A chez des sérums de porc. Un test qui permet de détecter simultanément les
différents sous-types d’influenza A gréce a Iutilisation de la protéine M1 qui est hautement
conservée (Lamb, 1989).

Les objectifs de cette étude étaient : 1) De produire la protéine Mlr de la souche
influenza porcine SwQc91 4 I’aide d’un systéme d’expression procaryote et de procéder a
sa purification ; 2) D’évaluer I’immunogénicité et 1’antigénicité de la protéine Mlr ; 3) De
mettre au point un test ELISA utilisant la protéine M1r comme antigéne pour détecter les

anticorps anti-influenza A chez les porcs.



1 Revue bibliographique

1.1 Virus influenza

1.1.1 Classification

L’influenza est un virus enveloppé & ARN simple brin membre de la famille des
Orthomyxoviridae. Tl en existe trois types: A, B et C, classés selon la nature de la
nucléoprotéine (NP) et de la protéine de la matrice (M1) (Murphy et Webster, 1996). Selon
les types de virus, le génome viral différe. Les virus influenza de type A et B contiennent 8
différents segments d’ARN, alors que I’influenza de type C en contient 7. Ces 3 sérotypes
codent des protéines virales similaires par des mécanismes distincts et certaines différences
morphologiques permettent de distinguer I’influenza A et B de I’influenza C. Parmi ces
types de virus, seul I'influenza de type A est divisé en sous-types selon les variations
antigéniques de 1’hémagglutinine (HA) et de la neuraminidase (NA), conséquence soit
d’une cassure ou d’un glissement antigénique. En plus d’infecter le porc, I’influenza A est
retrouvé chez plusieurs espéces aviaires et mammiféres incluant I’homme et le cheval. Le
porc est également infecté par le sérotype C en Asie (Guo ef al., 1983; Yamaoka ef al.,

1991; Yuanji et Desselberger, 1984).

1.1.2 Organisation génomique

Les virus influenza de type A sont des particules enveloppées et pléomorphes
variant entre 80 & 120 nm de diamétre. Ce type de virus contient 8 segments d’ARN simple
brin de polarité négative (Figure 1). Les trois premiers segments codent respectivement les
polymérases basiques 1 et 2 (PB1, PB2) et la polymérase acide (PA). Le segment 4 code
I’HA, le segment 5 code la NP et le segment 6 code la NA. Le segment 7 code 2 protéines ;
les protéines M1 et M2 alors que le segment 8 code la protéine non-structurale NS1 et la
protéine NS2.



L’ensemble formé des segments d’ARN, de la NP ainsi que des polymérases ARN-
dépendantes (PB1, PB2 et PA) se nomme complexe ribonucléoprotéique (RNPv). Le
RNPv, la NS2 et la protéine M1 se situent a I’intérieur de 1’enveloppe lipidique qui
supporte un canal protéique nommé M2, ainsi que 2 glycoprotéines; ’'HA et la NA qui

forme des spicules de 10-14 nm de diamétre (environ 500 par virion) (Figure 1).

1.1.3 Protéines de I’enveloppe

1.1.3.1 Glycoprotéines

Les glycoprotéines HA et NA permettent de classer I’influenza A en sous-types.
Jusqu’a maintenant on a identifié 15 sous-types de HA et 9 sous-types de NA (Colman,
1989, Lamb, 1989). La présence des différents sous-types s’explique par des variations qui
se produisent fréquemment au niveau des sites antigéniques de I’HA et de la NA permettant
au virus d’échapper au systéme immunitaire de 1’hdte (Wiley et Skehel, 1987). A cause de
leur localisation a la surface du virus, 'HA et la NA sont ciblées par le systéme
jmmunitaire qui induit la production d’anticorps neutralisants dans le cas de ’'HA (Wilson

et Cox, 1990).

1.1.3.2 L’hémagglutinine

La protéine HA composée de 562 4 566 aa est présente a la surface du virus sous
forme de trimére, de 225 kDa composé de trois monoméres liés de fagon non-covalente,
formés chacun de deux segments polypeptidiques, désignés HA, et HA; (Wiley et Skehel,
1977; Wilson, Skehel et Wiley, 1981). La sous-unité HA, est responsable de 1’attachement
du virus a la cellule par sa liaison aux résidus d’acides sialiques des récepteurs cellulaires
via un site localisé 4 son extrémité distale (Sauter ef al., 1998). Ce site de liaison formé de
la séquence Tyr-98, Trp-153, His-183, Glu-190, Leu-194 est conservé parmi les différents
sous-types (Wilson, Skehel et Wiley, 1981; Wharton et al., 1989; Skehel et Wiley, 2000).
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Figure 1 Représentation schématique de la structure du virus influenza A. Adapté de Lamb
et Krug (1996).

Le virus influenza est composé de huit segments d’ARN de polarité négative qui
forment le complexe ribonucléoprotéique (RNPv), lorsqu’ils sont associés a la
nucléoprotéine (NP) et aux polymérases ARN-dépendantes (PB1, PB2 et PA). A la surface
du virus sont retrouvées trois types de protéines membranaires soit ’hémagglutinine (HA),
la neuraminidase (NA) et la protéine M2. Sous la membrane lipidique se trouve la protéine
MI. La protéine non-structurale NS1 n’est retrouvée que dans la cellule infectée alors que
la protéine NS2 autrefois qualifiée de protéine non-structurale, est présente a I’intérieur du
virus.



La protéine HA joue un réle critique dans I’entrée du virus dans la cellule héte, a
cause de son attachement a la membrane cellulaire mais également (Stegmann et Helenius,
1993) parce qu’elle est responsable de fusion des membranes virales et endosomales
(Martin et al., 1981). Le pH acide (5,0-6,0) de la membrane endosomale, induit un
changement conformationnel irréversible dans la sous-unité HA; qui expose une séquence
conservée de 20 acides aminés (peptide de fusion) & son extrémité amino-terminale qui
facilite la fusion membranaire (Gething et al., 1986; Durrer et al., 1996). Ceci implique
que le clivage du précurseur HA, en deux sous-unités (HA;, HA2) est nécessaire pour

I’infection des cellules (Lamb,1983).

Par sa propriété a agglutiner les globules rouges dans un test d’inhibition
d’hémagglutination (Hirst, 1942), ’HA permet de différencier les 15 sous-types et de
classer les virus influenza A en sous-types. Chez le porc, une inhibition d’hémagglutination
avec un titre de 1/40 est suffisante pour empécher une réplication du virus influenza de type

HIN1 (Haesebrouck et Pensaert, 1986).

1.1.3.3 La neuraminidase

La neuraminidase (NA), une glycoprotéine de surface du virus est composée de 453
aa. Cette protéine est formée d’une queue cytoplasmique de 6 aa, un domaine
transmembranaire et une tige dont I’extrémité supérieure est active enzymatiquement (Air
et Laver, 1989). La NA est ancrée dans la membrane sous forme d’un homotétramére d’une
masse de 220 kDa. Plusieurs hypothéses ont été proposées concernant le role de la NA dans
le cycle de réplication virale. Certaines études ont démontré qu’elle permettrait de libérer
les virions de la cellule héte et préviendrait I’agrégation de ceux-ci a la surface cellulaire
(Compans, Dimmock et Meier-Ewert, 1969; Palese et al., 1974; Griffin, Basak, et Compans
1983; Liu ef al., 1995), par le clivage du lien a-cétosidique entre 1’acide sialique terminal et

le D-galactose ou D-galactosamine adjacents (Gottschalk, 1957). Egalement, la protéine



NA abaisserait la viscosité du mucus de la trachée respiratoire afin de permettre aux virus
d’atteindre plus facilement les cellules cibles épithéliales (Huang et al., 1980a). De plus,
cette glycoprotéine aurait une activité hémagglutinante. En effet, certaines études ont
démontré que chez les NA aviaires (N1-3, N5-9) un site de liaison provoque
I’hémagglutination, par contre le rdle de ce récepteur est peu défini (Laver et al., 1984;
Hausmann et al.,1995; Kobasa et al., 1997). D’autre part, il semble qu’elle serait aussi
nécessaire a la fusion membranaire (Huang ef al., 1980b). Finalement, malgré le fait que les
anticorps produits contre la NA ne sont pas neutralisants, I’addition d’anticorps
monoclonaux anti-NA au milieu de culture a pour effet de réduire les plages de lyse qui se

forment lors d’une réplication virale dans les cellules (Kilbourne et al., 1968).

1.1.3.4 Protéine M2

La protéine M2 est codée par le segment 7 suite a un épissage, elle est constituée de
97 aa et présente une masse de 14 kDa. Cette protéine fait partie intégrante de la membrane
lipidique du virus (Lamb, Zebedee et Richardson, 1985; Zebedee, Richardson et Lamb,
1985; Zebedee et Lamb, 1988). Elle est ancrée dans la membrane sous forme d’un
homotétramére composé de deux diméres liés par des ponts disulfures associ€s par des
interactions non-covalentes (Holsinger et lamb, 1991; Sugrue et Hay, 1991; Sakaguchi et
al., 1997; Bauer et al., 1999). La séquence et la longueur de la queue cytoplasmique ainsi
que la partie extracellulaire de la protéine M2 sont hautement conservées parmi les virus
influenza A, (Zebedee et Lamb, 1989; Ito ef al., 1991). D’autre part, trois sites antigéniques

reconnus par les anticorps ont été identifiés dans la protéine M2 (Slepuskin et al., 1995).

Les études les plus récentes lui attribuent une activité de canal ionique activé par
I’environnement acide des endosomes aprés 1’entrée du virus dans la cellule (Hay, 1992;
Pinto, Holsinger et Lamb, 1992). Ce canal est hautement spécifique pour I’entrée d’ions H+
a I’intérieur du virus, permettant sa décapsidation. Cette étape est essentielle a ’entrée du

génome a I’intérieur du noyau de la cellule héte (Martin et Helenius, 1991b; Bron et al.,



1993; Chizhmakov et al., 1996; Mould et al., 2000). De plus, I’acidification causée par
I’activité du canal M2 entraine la dissociation des interactions protéines-protéines telles que
celle du RNPv avec le polypeptide M1 (Hay, 1992; Helenius, 1992; Lamb, Holsinger et
Pinto, 1994), ce qui permet la libération de ce complexe dans le cytoplasme (Matlin et al.,
1982). La modulation des pH par la protéine M2, permet de protéger I’hémagglutinine de la
dénaturation durant le transport des glycoprotéines dans la cellule héte avant 1’assemblage

viral (Takeuchi et al., 1994).

La protéine M2 aurait également un réle important dans la réplication virale, car les
les anticorps anti-M2 restreignent la dissémination du virus (Zebedee et Lamb, 1988) et
inhibe sa réplication (Treanor et al., 1990). D’autre part, des travaux récents ont démontré
que la protéine M2 peut engendrer une immunité humorale. En effet, une immunité
protectrice de longue durée chez la souris a été obtenue suite a 1’injection de sa partie
extracellulaire alors que I’injection la partie transmembranaire de la protéine M2 a permis
de diminuer rapidement la charge virale (Frace et al., 1999; Neirynck et al., 1999). De plus,
une immunité protectrice contre ’influenza A induite par I’immunisation avec un plasmide
contenant le géne M qui codent les protéines M1 et M2, chez la souris a été récemment
démontrée (Okuda et al., 2001). Considérant son importance dans I’infection virale, M2 est
ciblée par certains médicaments anti-influenza tels que la rimantadine et 1’amantadine
(Hay, 1992; Lamb, Holsinger et Pinto, 1994; Chizhmakov et al., 1996; Shimbo et al.,
1996).

1.1.4 Protéines internes

Contrairement aux protéines de 1’enveloppe, les protéines internes semblent
antigéniquement stables. En effet, les anticorps produits contre ces protéines ne sont pas
neutralisants par conséquent, elles ne subissent pas de pression immunologique. Les deux
protéines internes les plus importantes sont NP et M1 qui permettent de différencier les
sérotype A, B et C (De Boer, Black et Osterhaus, 1990; Murphy et Webster, 1996).
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1.1.4.1 Les polymérases virales

Les segments 1, 2 et 3 codent respectivement les polymérases virales PB1 (M; 96
kDa), PB2 (M, 87 kDa) et PA (M; 85 kDa) (Inglis et al.,1976; Lamb et Choppin, 1976). Les
segments 1 et 2 codent des protéines de 759 (PB2) et 757 acides aminés (aa) (PB1) alors
que le segment 3 code une protéine de 716 aa, la protéine PA. Ces protéines forment un

hétérotrimére qui présentent plusieurs réles dans le cycle viral.

La protéine PB1 aurait un réle de polymérase, car elle présente plusieurs motifs
essentiels 2 la synthése d’ARNv (Biswas et Nayak, 1994). De plus, il a été démontré que la
protéine PB1 est requise dans les étapes d’initiation de la transcription et d’élongation de la
chaine de nucléotides (Braam, Ulmanen et Krug, 1983), ainsi que pour la réplication de
’ARNc ou ’ARNv. La protéine PB2 reconnait et lie la coiffe 4 ’extrémité 5° des ARN
messagers (ARNm) cellulaires (Ulmanen et al.,1981; Blaas, Patzelt et Keuchler, 1982) et
elle serait responsable du clivage des coiffes par une activité endonucléolytique, pour la
synthése des ARNm viraux (Licheng ef al., 1995; Blok et al., 1996). Par contre, le rdle de
PB2 dans la réplication de ’ARNc et I’ARNv n’est pas clairement établi (Nakagawa ef al.,
1995; Perales et Ortin, 1997). Des observations génétiques suggérent que la polymérase PA
est impliquée dans la synthése de I’ARNv (Mahy, 1983), mais son réle dans ce processus
est inconnu. Récemment, on a démontré un lien entre la réplication et I’induction de la

protéolyse attribuable a la protéine PA (Perales et al., 2000).

1.1.4.2 La nucléoprotéine

Le segment 5 code la nucléoprotéine (NP), une protéine de 498 aa (Mr 56 kDa),
phosphorylée in vivo (Privalsky et Penhoet., 1978; Kistner et al., 1985; Arrese et Portela.,
1996). Elle est une des protéines les plus abondantes du virus influenza (Lamb, 1989) et
elle supporte le RNPv (Pons ef al., 1969 ; Kingsbury et al., 1987; Ruigrok et Baudin,
1995). L’extrémité amino-terminale de la protéine NP présente un domaine de liaison a

I’ ARN, divisé en deux régions situées au niveau des aa 1 a 77 et 79 4 180 (Kobayashi et al.,
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1994; Albo,Valencia et Portela, 1995). Les liaisons de la NP a ’ARNv sont stimulées par
des associations NP-NP et d’autres interactions NP-ARN (Yamanaka, Ishihama et Nagata,
1990). En plus de lier ’ARN, la NP est une protéine multifonctionnelle qui lie une variété
de protéines virales et cellulaires, incluant elle-méme (Pons et al., 1969), les polymérases
virales (Biswas, Boutz et Nayak, 1998), les importines cellulaires (O’Neill et Palese, 1995)
et les filaments d’actine (Digard et al., 1999).

Dans la cellule infectée, les protéines NP nouvellement synthétisées se dirigent au
noyau via deux signaux de localisation nucléaire présents dans les régions des aa 1 a 38
(Neumann, Castrucci et Kawaoka, 1997; Wang, Palese et O’Neill, 1997) et 198 a 216
(Weber et al., 1998). La région des aa 327 a 345 constituait jusqu’a tout récemment un 3¢
signal de localisation nucléaire (Davey, Dimmock et Colman, 1985), mais selon Digard et
al. (1999) elle serait un signal de rétention cytoplasmique. Dans le noyau, la protéine NP
serait impliquée dans la synthése de I’ARNv (Beaton et Krug, 1986), dans I’assemblage du
complexe ribonucléoprotéique (Davey, Dimmock et Colman, 1985 ; Honda et al., 1988 ;
Krug et al.,1989) et comme facteur d’antiterminaison lors de la synthése d’ ARNc (Shapiro
et Krug, 1988). Finalement, cette protéine est une cible majeure des lymphocytes T

cytotoxiques impliqués dans les réactions croisées (Yewdell et Hackett, 1989).

1.1.4.3 La protéine M1

La protéine M1 est ’'une des protéines de structure les plus importantes du virus
influenza (Bucher et al., 1987). Elle est codée tout comme la protéine M2 par le segment 7
(géne M) (Allen ef al., 1980; Winter et Fields, 1980; Lamb et Lai, 1981; Hiebert, Williams
et Lamb, 1986). Cette protéine formée de 252 aa (M 28 kDa) est un monomére (Arzt et al.,
2001) qui se présente sous forme d’un réseau de batonnets de 60 A alignés dont une des
deux extrémités prend contact avec la membrane (Wrigley, 1979 ; Ruigrok, Calder et
Wharton, 1989; Ruigrok et al., 2000). Une étude récente a démontré in vitro, que
’extrémité carboxy-terminale de la protéine M1 lie le RNPv (Baudin ef al., 2001). De plus,
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la protéine M1 présente un signal de localisation nucléaire (Ye, Robinson et Wagner, 1995)

et un motif en doigt de zinc (Wakefield et Brownlee, 1989).

La protéine M1 aurait un réle indispensable dans le processus d’assemblage et de
bourgeonnement viral. En effet, elle interagirait avec HA, NA et M2 ce qui permettrait un
recrutement massif de ces protéines dans les particules virales, favorisant I’assemblage et le
bourgeonnement du virus (Zhang et Lamb, 1996; Ali et al., 2000; Latham et Galarza,
2001). D’ailleurs des études récentes, révélent que I’expression de M1 entraine le
bourgeonnement et 1’assemblage des virions (Gomez-Puertas et al., 2000). Plusieurs
observations permettent de croire que la protéine M1 participe a I’exportation du RNPv du
noyau vers le cytosol. En effet, certains auteurs ont démontré que le RNPv n’est pas
exporté lorsque la protéine M1 est absente (Martin et Helenius, 1991a), lorsque
’expression des génes tardifs n’a pas lieu (Martin et Helenius, 1991a ; Whittaker, Bui et
Helenius, 1996; Bui et al., 2000) ou lorsqu’il y a présence d’anticorps anti-M1 (Martin et
Helenius, 1991a).

Certains chercheurs affirment que la protéine M1 escorte le RNPv du noyau, a
travers les pores nucléaires ol elle serait nécessaire pour la libération du RNPv lié 4 la
matrice nucléaire (Zhimov et Klenk, 1997). Une seconde possibilité est qu’en s’associant
avec le RNPv dans le cytosol, M1 préviendrait la réimportation de celui-ci dans le noyau
(Martin et Helenius 1991b; Whittaker, Bui et Helenius, 1996). Une hypothése récente
suggére que les protéines M1 et NS2 pénétrent dans le noyau et se lient au RNPv, puis
I’interaction de NS2 avec le complexe des pores nucléaires permettrait 1’exportation du
complexe (O’Neill, Talon et Palese, 1998, Ye ef al., 1999). La protéine M1 joue également
un rdle dans la régulation de la transcription. Il a été démontré in vitro qu’elle inhibe la
transcription lorsqu’elle est ajoutée aux RNPv activement transcrits (Ye et al., 1987; Ye,
Baylor et Wagner, 1989; Watanabe et al., 1996; Elster et al., 1997). D’autre part, certaines

études ont démontré que la protéine M1 inhibe les étapes de I’initiation et de la réinitiation
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de la transcription de ’ARNv plus efficacement que I’étape d’élongation de la chaine

nucléotidique (Zvonarjev et Ghendon, 1980; Ye ez al., 1987).

Lors d’une infection par I’influenza, la protéine M1 est ciblée par le systéme
immunitaire. En effet, lors d’une d’infection par le virus influenza A, des anticorps dirigés
contre la protéine M1 sont produits (Cretescu, Beare et Schild, 1978; Khan ef al., 1982). De
plus, des titres élevés d’anticorps spécifiques & la protéine M1 sont mesurés suite a une
vaccination contre I’influenza (Khan et al., 1982). Par contre, certaines études ont démontré
que les anticorps dirigés contre M1 ne protégent pas contre une seconde infection par
’influenza (Oxford et Schild, 1976; Webster et Hinshaw, 1977; Johansson et Kilbourne,
1996). Toutefois, une diminution rapide de la charge virale chez des souris immunisées
avec la protéine M1 a été observée (Webster et Hinshaw, 1977). D’autre part, comme la
protéine M1 est conservée chez les différents sous-types d’influenza A, elle induit une
réponse cytotoxique impliquée dans les réactions croisées (Braciale 1977; Braciale et Yap,
1978, Fleischer, Becht et Rott, 1985). De plus, il semble que les cellules T auxiliaires
spécifiques aux protéines M1 ou NP peuvent stimuler les cellules B dans la production
d’anticorps spécifiques a la protéine HA (Lamb et al., 1982; Sherle et Gerhard, 1986;
Lamb, McMichael et Rothbarb, 1987) pour ainsi augmenter la réponse humorale aux

antigénes externes du virus.

1.1.4.4 Les protéines NS1 et NS2

Les protéines NS1 et NS2 sont codées par le segment 8. Ce segment comprend un
cadre de lecture ouvert codant la protéine NS1 (Mr 26 kDa) composée de 202 a 237 aa
selon le type de virus. La protéine NS2 ayant une masse de 14 kDa est codée par un ARNm
de 350 nucléotides (Lamb, Etkind et Choppin, 1978; Inglis et al., 1979; Lamb et Choppin,
1979; Inglis et Almond, 1980; Lamb ef al., 1980). Les protéines NS1 et NS2 partagent la

région qui contient le codon d’initiation de la synthése protéique. Par contre, la protéine
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NS1 est directement codée par ’ARNm alors que I’ARNm qui code la protéine NS2 doit

subir un épissage.

La protéine NSI1 est qualifiée de protéine non-structurale, car elle n’a jamais été
détectée dans le virion, malgré le fait qu’elle soit exprimée en grande quantité dans la
cellule infectée (Lazarowitz, Compans et Choppin, 1975; Krug et Etkind, 1973). Au début
de I’infection, la protéine NS1 s’accumule dans le noyau de la cellule, puis dans la phase
tardive on la retrouve également dans le cytoplasme (Nieto et al, 1992). Elle est associée
aux polysomes (de la Luna et al., 1995; Falcon et al., 1999) et liée a plusieurs types d’ARN
(Hatada et Fukuda, 1992; Park et Katze, 1995; Qiu et Krug, 1994; Qiu, Nemeroff et Krug,
1995; Hatada et al., 1997; Marion et al., 1997a). Cette protéine présente deux signaux de
localisation nucléaire situés au niveau des aa 34 a 38 et 203 a 237, un domaine de liaison a
I’ARN et un domaine effecteur (Greenspan, Palese, Krystal., 1988; Qian, Alonso-Caplen et
Krug, 1994). Egalement, la protéine NS1 posséde un signal d’exportation nucléaire situé
entre les aa 138 et 147, une séquence riche en leucine (Gorlich et Mattaj, 1996). Sa liaison
avec I’ARN double brin (ARNds) (Hatada et Fukuda., 1992) suggére qu’elle prévienne
’activation des défenses antivirales induites par 1’interféron. En effet, elle empécherait
I’activation des protéines kinases ARNds dépendantes (Lu, Qian et Krug, 1994; Lu et al.,
1995; Tan et Katze, 1998) et inhiberait la voie du NF-xB impliquée dans la réponse
immunitaire de 1’héte (Wang et al., 2000). De plus, la protéine NS1 présente de multiples
fonctions dans le cycle viral dont I’inhibition de 1’épissage des pré-ARNm (Fortes, Beloso
et Ortin, 1994; Lu, Qian et Krug, 1994; Qiu, Nemeroff et Krug, 1995; Wang et Krug, 1998)
et I’inhibition de la polyadénylation des I’ARNm cellulaires pour empécher leur
exportation nucléaire (Qian, Alonso-Caplen et Krug, 1994, Qiu et Krug 1994; Nemeroff ef
al., 1998; Chen, Li et Krug, 1999). Elle stimulerait également la traduction des ARNm
viraux (Aragon et al.,2000; de la Luna et al., 1995; Enami et al., 1994; Enami et Enami,
2000) et régulerait la transcription et la réplication des ARNv (Shimizu et al., 1994; Marion
et al., 1997b).



15

La protéine NS2, autrefois qualifiée de protéine non-structurale, est maintenant
retrouvée dans le noyau (Greenspan et al., 1985) et dans le cytoplasme des cellules
infectées (Smith et al., 1987) et au nombre de 130 a 200 molécules en moyenne par virion.
Elle est associée a la protéine M1 (Richardson et Akkina, 1991; Yasuda et al., 1993) et
présente un signal d’exportation nucléaire, une séquence riche en leucine a I’extrémité
amino-terminale, qui interagirait avec des exportines (O’Neill, Talon et Palese, 1998). La
protéine NS2 aurait un role dans la régulation de la synthése des ARNc (Bullido et al,
2001). De plus, elle agirait comme une molécule adaptatrice qui permet la liaison du
complexe M1-RNPv avec les composants des pores nucléaires pour I’exportation de ce
complexe 2 travers la membrane nucléaire (O’Neill, Talon et Palese ef al., 1998). Certains
auteurs affirment que la NS2 serait responsable de I’exportation nucléaire du RNPv par une
interaction avec le CRM1 humain (exportine-1), une exportine qui permet le transport
bidirectionnel d’une variété de protéines a travers la membrane nucléaire (Neumann,
Hughes et Kawaoka, 2000). D’ailleurs, il a été proposé de renommer la protéine NS2,
“nuclear export protein®, car il a été démontré que des micro-injections de sérum anti-NS2
inhibent I’exportation nucléaire dans les cellules infectées (O’Neill, Talon et Palese, 1998).
Par contre, d’aprés Bui et al. (2000), la protéine NS2 ne serait pas essentielle a
’exportation nucléaire du RNPv. En effet, dans les cellules infectées dans lesquelles
’expression des génes tardifs est bloquée, 1’exportation du RNPv peut étre rétablie par
’addition de M1 exogéne en I’absence de niveau détectable de NS2 (Bui ef al., 2000). De
plus, certains ont attribué & la protéine NS2 un réle dans la réplication virale, par contre ce
role n’est pas reconnu car il a été démontré chez un virus mutant synthétisant des quantités
minimes de NS2, que celui-ci se réplique normalement (Wolstenholme ef al., 1980; Smith

et Inglis, 1985).
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1.1.5 Cycle de réplication virale

1.1.5.1 Entrée du virus dans la cellule

Le virus influenza se lie 4 la surface de la cellule, via la partie distale de I’'HA a
’acide sialique présent sur les glycoprotéines ou glycolipides cellulaires. Selon les aa
contenus dans le site de liaison (binding pocket) de I’'HA, les virus influenza ont différentes
spécificités pour les acides sialiques liés aux molécules de galactose par des liens a 2,3 ou a
2,6 (Weis et al., 1988). Suite i la liaison de I’HA aux récepteurs cellulaires, les particules
virales pénétrent i l’intérieur de la cellule par endocytose. L’environnement acide des
endosomes induit un changement conformationel de I’HA ce qui provoque la fusion de la
membrane virale avec la membrane endosomale. Par la suite, le RNPv se dissocie de la
protéine M1 puis ce complexe est libéré dans le cytoplasme de la cellule hote (Martin et
Helenius, 1991a; Maltin et al., 1982). Ainsi, grice aux signaux de localisation nucléaire des
protéines qui composent le RNPv, ce complexe entre dans le noyau de la cellule héte (Bui,
Whittaker et Helenius, 1996, Bui et al., 2000) par un processus actif impliquant la voie de
signalisation cellulaire de ’importine o /B (O’Neill et al., 1995). La protéine M1 entre

également dans le noyau via son signal de localisation nucléaire.

1.1.5.2 Synthése d’ARN messager et réplication de PARN viral

Le RNPv est transporté dans le noyau de la cellule ou se produit la réplication
virale (Marsh et Helenius., 1989). En premier lieu, dans le noyau I’ARNv sert de brin
matrice pour la synthése des ARNm, qui seront exportés dans le cytoplasme pour étre
traduits. La transcription primaire implique un mécanisme par lequel la synthése ’ARNm
est initiée par une coiffe a I’extrémité 5’ servant d’amorce, obtenue par le clivage I’ ARNm
cellulaires par une endonucléase associée avec le complexe des polymérases virales
(Bouloy, Plotch et Krug, 1978 ; Plotch ef al., 1981; Krug et al., 1989). L’élongation de

I’amorce par les polymérases se poursuit jusqu’a la rencontre d’une séquence de 5 a 7



17

uridines, localisée & 15-17 nucléotides de I’extrémité 5° des brins matrices d’ARNv, qui
servent a la polyadénylation de ’ARNm (Luo et al., 1991; Poon ef al., 1999; Pritlove et
al.,1998,1999). Plus tard dans la premiére phase de réplication virale, ’ ARNv agira comme
brin matrice pour générer des copies d’ARN de polarité positive (Krug et al., 1989). La
synthése de ’ARN complémentaire (ARNc) se déroule sans la présence d’amorce et
produit un transcrit dépourvu de queue de poly-A permettant de prévenir la terminaison de
la transcription (Hay, Skehel et Mc Cauley, 1982; Hatada et Fukuda, 1992). Par la suite,
’ARNc servira de brin matrice pour obtenir ’ARNv de polarité négative (Krug et al.,
1989). La synthése de I’ARNv ne nécessite pas d’amorce, car ce type d’ARN présente une
séquence triphosphate a I’extrémité 5° (Young et Content, 1971).

1.1.5.3 Régulation de I’expression des génes viraux dans la cellule infectée

Pendant la seconde phase de la réplication virale, la transcription secondaire
permettant 1’expression des génes viraux, se déroule en deux étapes nommées précoce et
tardive. Durant la transcription secondaire précoce, la synthése des ARNv spécifiques, des
ARNm et des protéines virales sont liées (Hay et al., 1977; Smith et Hay, 1982; Shapiro,
Gurney et Krug, 1987). Les premiers transcrits sont traduits en protéines virales en
particulier la NP et NS1. La NP est synthétisée plus t6t dans le cycle d’infection, car sa
présence est nécessaire pour la synthése des ARNc et des ARNv. Par contre, la synthese de
la protéine M1 est retardée (Shapiro, Gurney et Krug, 1987), car en plus d’inhiber la
transcription de ’ARNv en ARNm (Zvonarjev et Ghendron, 1980), elle a un rdle dans
I’exportation du RNPv du noyau au cytoplasme (Martin et Helenius, 1991b). Au début de
la phase tardive, la synthése des ARNm et des ARNvV est élevée. Pendant cette phase, les
protéines M1, HA et NA sont synthétisées (Shapiro, Gurney et Krug, 1987).

1.1.5.4 Assemblage et bourgeonnement viral

Suite 4 la synthése des protéines virales, se produit I’assemblage et le

bourgeonnement des virions nouvellement formés. Le bourgeonnement se déroule a la
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membrane apicale des cellules épithéliales (Rodriguez-Boulan et Sabatini, 1978; Roth,
Fitzpatrick et Compans, 1979). Deux processus sont nécessaires pour permettre au virus de
bourgeonner (Nayak et al., 1996). En premier lieu, chaque protéine virale soit M1, M2,
PB1, PB2, PA, NS2 et les composants viraux tels que la nucléocapside, I’ARN viral ainsi
que ’enveloppe présentant les protéines transmembranaires HA et NA, doivent étre
transportés et amenés a4 la membrane apicale pour I’assemblage. En second lieu, ces
protéines virales ou composés viraux doivent interagir pour initier le processus de
bourgeonnement entrainant la morphogenése des particules virales et la libération des
virions. Selon un modéle proposé, les interactions entre les queues cytoplasmiques des
glycoprotéines virales (HA et NA) avec les protéines internes (M1) sont cruciales au
processus du bourgeonnement (Jin ef al., 1997). Récemment certaines études ont proposé
que les protéines HA et NA seraient incorporées dans des vésicules mobiles de cholestérol-
sphingomyéline provenant de la membrane plasmique appelées radeaux lipidiques, que
certains considérent maintenant comme le site d’assemblage des virus bourgeonnants a la
membrane plasmique (Sheifflele et al., 1999; Zhang, Pekosv et Lamb, 2000). Lors du
bourgeonnement, en plus des protéines, les ARNv doivent étre incorporés dans la particule
virale par un mécanisme qui n’est pas sélectif. Ainsi pour une proportion de 400 virions
assemblés, on retrouve une seule particule qui contient au moins une copie de chacun des

huit segments d’ARNv que I’on nomme particule infectieuse (Enami ef al., 1991).

La particule virale nouvellement formée est libérée de la cellule par un mécanisme
inconnu. Par contre, la présence de la neuraminidase semble essentielle a cette étape pour
empécher 1’agrégation des virus entre eux et 4 la surface cellulaire (Compans ef al., 1969;
Palese et al., 1974; Griffin, Basak et Compans, 1983; Liu et al., 1995).
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1.1.6 Mécanismes des variations antigéniques du virus influenza

1.1.6.1 Cassure antigénique

Les cassures antigéniques ou “shift” antigénique sont des réassortiments génétiques,
¢’est-a-dire des échanges complets de génes codant pour I’HA ou la NA entre les virus de
méme type (Webster ef al., 1982; Kilbourne, 1987). La cassure antigénique est associée a
I’échange de segments d’ARN entre des souches influenza humaines et animales (Webster
et Laver, 1971). Le génome segmenté du virus influenza favorise ce type de mécanisme.
Ces variations majeures donne lieu a ’apparition de virus avec des antigénes de surface
immunologiquement distants des antigénes de surface des virus précédents. A titre
d’exemple, plusieurs virus HIN2 ont été isolés chez les porcs aux Etats-Unis, résultant d’un
réassortiment entre une souche porcine HIN1 classique avec une souche H3N2 issus d’un
triple réassortiment (Choi ef al., 2002). Le géne de la NA était d’origine humaine alors que

celui de I’HA était d’origine aviaire ou porcine.

1.1.6.2 Glissement antigénique

Le glissement antigénique ou “drift” antigénique est caractérisé par des variations
mineures de la séquence en aa des protéines virales résultant en un changement de
I’antigénicité de I’HA ou de la NA. Ce mécanisme se produit chez les virus influenza de
type A, B et C (Kilbourne, 1987, Webster ef al., 1982). Par contre, I’influenza type A
présente la plus grande variabilité (Smith et Palese, 1989). Les glissements antigéniques
seraient favorisés par ’instabilité génétique de I’ARN et le caractére infidéle des ARN
polymérases virales (Rocha et al., 1991, Domingo et al., 1993; Luoh, McGregor et
Hinshaw, 1992). La variation antigénique du virus au niveau de I’HA, serait associée a la
substitution d’aa a proximité du site récepteur (Katz, Naeve et Webster, 1987) et au
camouflage de sites antigéniques (Inkster, Hinshaw et Schultze, 1993). Les observations

qui démontrent que les substitutions ont lieu plus particuliérement au niveau des sites



20

antigéniques (A a E) de la sous-unité HAI, suggérent que la pression du systéme
immunitaire de ’hdte est responsable de ces changements antigéniques (Smith et Palese,
1989). D’ailleurs, grice a I’apparition de ces mutations ponctuelles dans la séquence en aa
de la protéine HA, le virus peut échapper aux anticorps neutralisants (Webster ef al., 1982;
Raymond et al., 1983). Le glissement antigénique se produit également au niveau de la
protéine NA du virus influenza, d’aprés un mécanisme qui serait semblable a celui de la
protéine HA (Paniker, 1968; Curry et al., 1974). En Amérique du Nord, des variants
antigéniques HIN1 présentant des mutations importantes au niveau des génes qui codent
les protéines HA et NA, ont été isolés (Rekik, Arora et Dea, 1994; Arora, N’Diaye et Dea,
1997a; Arora et al., 1997b).

1.1.6.3 Recombinaison entre les génes

La recombinaison entre les génes viraux et cellulaires peut entrainer 1’apparition de
nouveaux variants. Contrairement aux virus de la famille des Coronaviridae et des
Picornaviridae, dans lesquels la recombinaison des génes se produit a haute fréquence,
jusqu’a tout récemment aucune recombinaison n’avait été démontrée chez I'influenza. Par
contre, depuis peu, certains exemples de recombinaison ont été identifiés, lorsque dans la
protéine HA, des insertions de nucléotides provenant d’un ARN ribosomal ou de
nucléotides provenant de la protéine NP ont eu lieu au niveau du site de clivage
(Khatchikian, Orlich et Rott, 1989; Orlich et al., 1990; Orlich, Gottwald et Rott, 1994).

1.1.7 Déterminants moléculaires de I’infection et pathogenése

Certains faits suggérent que la diversité des hotes infectés par I’influenza ainsi que
la pathogenése associée a ce virus sont reliées aux facteurs génétiques. D’apres des
analyses phylogénétiques du géne qui code la protéine NP, celui-ci aurait un rdle
déterminant dans la diversité des hotes du virus influenza (Gammelin et al., 1990). En effet,

il a été démontré que la protéine NP est un déterminant majeur de la spécificité de I’hote
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(Scholtissek et al., 1985) car la phosphorylation de cette protéine qui différe d’aprés ’héte
infecté, peut affecter la réplication virale (Kistner, Muller et Scholtissek, 1989). Les autres
génes internes du virus influenza (PB1, PB2, PA, M1, NS1 et NS2) pourraient également
avoir un role dans la discrimination de I’héte. En effet, certaines études ont démontré
I’implication des polymérases virales (Almond et Brand,1977; Bean et Webster, 1978;
Scholtissek, Koennecke et Rott, 1978a; Scholtissek et al., 1978b), ainsi que les protéines
NS1 et NS2 (Garcia-Sastre et al., 1998) dans la pathogenése et la diversité des hotes

infectés.

La pathogenése des virus influenza est reliée aux propriétés d’une glycoprotéine de
surface de I’influenza, I’HA. Le clivage de I’HA en deux sous-unités par les protéases
cellulaires est essentiel pour ’infection des cellules. La distribution des protéases chez
I’héte détermine le tropisme et la pathogenése du virus influenza. Deux groupes de
protéases seraient responsables du clivage de la protéine HA in vivo. Le premier groupe
d’enzymes composé de la plasmine, du facteur de coagulation, de la protéase X, de la
tryptase clara et des protéases bactériennes, clivent les protéines HA des souches virulentes
et non-virulentes (Klenk et Garten, 1994). La furine et la protéase PC6 qui composent le
second groupe d’enzyme, sont responsables du clivage des protéines HA des souches
virulentes (Stiencke-Grober et al., 1992; Horimoto et Kawaoka, 1994). Chez les
mammiferes, la protéine HA est clivée par la tryptase clara, une protéase sécrétée par les
cellules épithéliales du systéme respiratoire ce qui restreint l'infectivité (Steinhauer, 1999).
Les souches d’influenza aviaires de sérotypes H5 et H7 sont clivées par des protéases
ubiquitaires (Boycott, Klenk et Ohuchi, 1994; Steinhauer, 1999), causant une dissémination
du virus dans plusieurs tissus et organes. D’ailleurs, la spécificité du récepteur de la
protéine HA dépend de I’hdte infecté. Les virus humains lient de fagon préférentielle les
résidus cellulaires d’acide sialique (acide N-acétyl-neuraminique) 02,6 galactose tandis que
les virus influenza aviaires préférent les résidus d’acide sialique 02,3 galactose (Marsh et
Helenius, 1989).
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Certains faits suggérent que la protéine NA du virus influenza aurait également un
role dans la discrimination de I’héte et dans la pathogenése. Des études récentes ont
démontré que le plasminogéne trouvé dans le sérum des milieux de culture cellulaire
s’associe a la lysine de l'extrémité carboxy-terminale de la neuraminidase de la souche
influenza A/WSN/33 (HIN1) ce qui entraine son activation en plasmine (Li et al., 1993).
En concentrant la plasmine 4 la membrane du virus ou de la cellule infectée, le clivage de

I’hémagglutinine peut se produire.

1.2 Influenza et le porc

1.2.1 Epidémiologie

Plusieurs sous-types de I’influenza de type A sont responsables d’infections chez les
porcs. La souche HIN1 est la plus répandue dans 1’infection porcine, au Canada, aux Etats-
Unis et en Asie (Chambers ef al., 1991; Guan ef al, 1996). Le variant HIN1 présent en
Amérique du Nord, provient de la souche porcine classique alors que les variants HIN1
présents en Asie et en Europe sont d’origine porcine ou aviaire. Contrairement a 1’Europe
et I’Asie, le sous-type H3N2 qui présente un variant d’origine aviaire et un variant
d’origine humaine (Webster et al., 1993) est moins répandu en Amérique du Nord. Depuis
le début des années 90, on signale au Canada (Bikour et al., 1994) et aux Etats-Unis
quelques cas isolés d’infection par le sous-type H3N2 (Chambers et al., 1991). Par contre,
en 1998, deux nouveaux variants de type H3N2 affectant le porc ont fait leur apparition
(Zhou et al., 1999). Le porc est également affecté par le sous-type HIN2 isolé au Japon
(Sugimura et al., 1980), en Europe (Gourreau et al., 1994) et aux Etats-Unis (Choi ef al.,
2002). Finalement, certains cas d’infections avec I’influenza de type C ont été rapportés
chez les porcs en Chine (Guo et al., 1983; Yuanji et Desselberger, 1984) et au Japon
(Yamaoka et al., 1991).
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Certains variants antigéniques ont fait leur apparition selon Olsen ef al. (1993) et
Wenworth et al. (1994). L’étude de Rekik, Arora et Dea (1994) a démontré un glissement
antigénique dans le géne HA de différents isolats de virus influenza HIN1 au Canada
associé a la pneumonie proliférative et nécrosante (Dea ef al., 1992a). Le sous-type H3N2
qui circule chez les porcs, a subi également des variations génétiques. Il a été observé en
Europe que la souche virale H3N2 d’origine humaine présente des mutations ponctuelles
importantes au niveau du géne HA ce qui augmente les épizooties chez les porcs attribuées

a ce virus (De Jong et al., 1999).

1.2.2 Le role du porc dans le réassortiment génétique

Le porc est un héte intermédiaire pour le réassortiment des virus influenza A. En
effet, il est susceptible d’étre infecté et de permettre la réplication des virus influenza
humain et aviaire (Hinshaw et al., 1981; Schultz ef al., 1991). Cette susceptibilité est due a
la présence des récepteurs pour les virus influenza aviaires (02,3 galactose) et humains
(02,6 galactose) au niveau des cellules trachéales du porc (Ito et al., 1998). Ce dernier est
un réservoir pour les virus influenza humains et aviaires qui lors d’une coinfection peut
produire des nouveaux variants provenant d’un réassortiment génétique (Scholtissek et al.,

1985; Scholtissek et Naylor, 1988; Webster ef al., 1992).

Le succés d’une transmission interespéce du virus influenza dépend des génes
viraux. Suite 3 une transmission interespéce, un réassortiment génétique peut avoir lieu et
produire un virus formé de génes spécifiques, lui permettant de se répliquer chez le nouvel
héte (Webster et al., 1992). Certains auteurs ont proposé que le géne qui code la NP peut
restreindre ou atténuer la réplication virale (Scholtissek et al.,1985; Tian et al., 1985;
Snyder et al., 1987) contrdlant ainsi, la transmission du virus & un nouvel héte. Ces
observations supportent le réle du porc comme réservoir de réassortiment génétique entre
les virus influenza d’origine humaine et aviaire. En effet, le géne de la NP présent chez les

virus ayant subi un réassortiment génétique chez le porc a une large spécificité d’héte
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(Scholtissek et al., 1985). Ainsi, I’introduction de génes de virus influenza aviaires chez les

humains pourrait se produire via les porcs.

Plusieurs cas de transmission du virus influenza entre les porcs et les humains ont
d’ailleurs été répertoriés aux Etats-Unis (Hinshaw et al., 1978; Dacso et al., 1984;
Wentworth, McGregor et Macklin, 1997), en Europe (Aymard et al., 1985; Haesebrouck ef
al., 1985; De Jong et al., 1988; Brown, Harris et Alexander, 1995; Brown ef al., 1998) et en
Asie (Katsuda et al., 1995). De plus, la mise en évidence de virus influenza porcins chez les
espéces aviaires ainsi que I’isolement de souches influenza d’origine aviaire chez les porcs
ont été documentés en Amérique du Nord (Hinshaw et al., 1978; Mohan et al., 1981;
Pomeroy, 1982; Halvorson et al., 1992; Karasin ef al., 2000) et en Asie (Shortridge, 1999).

1.3 Pathogénie des infections associées a I’influenza porcin

Le virus influenza A est ’agent causal de la grippe porcine classique, une maladie
respiratoire aigué contagieuse (Easterday, 1986). La grippe est actuellement 'un des
éléments majeurs de la pathologie respiratoire du porc. Elle est généralement introduite par
un porc infecté dans un troupeau sain (Haesebrouck et Pensaert, 1986). Une fois le troupeau
infecté, le virus persiste par la continuelle disponibilité de porcs juvéniles et non-immuns.
Chez les animaux plus 4gés, malgré un taux de morbidité trés élevé, le taux de mortalité

associé a la grippe varie de 1 a 4 % (Morin ef al., 1981).

Le virus est présent dans les sécrétions nasales des animaux infectés et se transmet
par l’intermédiaire des aérosols. Les contacts rapprochés entre les porcs, le stress, les
facteurs environnementaux et météorologiques favorisent la dissémination du virus. La
réplication du virus dans les cellules épithéliales se traduit par plusieurs changements
pathologiques dans tout le systéme respiratoire, notamment au niveau du tractus respiratoire
inférieur ot I’on retrouve les 1ésions les plus importantes (Hers, 1966). Chez 1’animal, apres

une période d’incubation de 2 & 7 jours, suivi d’épisodes de forte fiévre, I’infection grippale



25

se manifeste par une baisse d’appétit, un retard de croissance, de la dypsnée accompagnée
de toux, d’écoulement nasal et lacrymal (Easterday, 1986). Par contre, la guérison de la

maladie est rapide.

Le virus influenza est également responsable de la pneumonie proliférative et
nécrosante (PPN), une maladie respiratoire chronique trés contagieuse retrouvée
principalement chez les porcelets agés de moins de 4 mois (Girard, Morin et Elazhary,
1992). En plus, d’un taux de morbidité trés élevé (Morin, Girard et Elazhary, 1990), la PPN
est responsable d’un haut taux de mortalité chez les nouveau-nés et les porcelets non-sevrés
(Morin, Girard et Elazhary, 1990; Dea et al., 1992a). La maladie se manifeste par une
fievre souvent persistante, par des retards de croissance, par de la polypnée et par de la
dyspnée avec une respiration abdominale laborieuse. Le profil histopathologique de
I’infection est caractérisé par une invasion de macrophages, par la présence de débris
cellulaires dans les alvéoles et par la prolifération des pneumocytes de type II (Morin,
Girard et Elazhary, 1990; Dea et al., 1992b; Girard, Morin et Elazhary, 1992).

1.3.1 Réponse immunitaire au virus influenza porcin

Contrairement au modéle humain et murin, la réponse immune a I’infection par le
virus influenza est peu connue chez les porcs. Toutefois, il existe quelques études qui ont
décrit certains aspects de la réponse immunitaire porcine a I’influenza. En effet, il a été
démontré que des anticorps inhibant 1’hémagglutination du virus sont présents dans le
sérum et dans les lavages bronchoalvéolaires des porcs infectés (Charley, 1977). De plus,
des IgA spécifiques aux virus dans les sécrétions nasales ainsi que des IgG et IgM dans le
sérum des porcs infectés ont été détectés (Lee et al., 1995; Larsen et al., 2000). D’autre
part, aprés une infection-défi avec le sous-type H3N2, les porcs préalablement infectés avec
le sous-type HIN1 ont montré une augmentation significative des IgG dans les sérums
dirigés contre le domaine extracellulaire de la protéine M2 (Heinen, Boer-Luijize et

Bianchi, 2001). De plus, une hausse du nombre de cellules T CD8+ a été observée au
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niveau des poumons accompagnée d’une lymphoprolifération dans le sang (Heinen, Boer-

Luijtze et Bianchi, 2001).

Des études ont démontré que les cytokines proinflammatoires sont produites dans
les premiers stades de I’infection virale chez le porc. L’interféron (IFN)-alpha, le tumor
necrosis factor (TNF)-alpha et Dinterleukine (IL)-1 ont été détectés dans les lavages
bronchoalvéolaires des porcs infectés avec un virus influenza HIN1 (Reeth, Nauwynck et
Pensaert, 1998). De plus, une corrélation entre le titre viral dans les poumons, I'IFN-alpha,
I’IL-6, le TNF-alpha et 'IL-8 a été démontrée (Van Reeth, Gucht et Pensaert, 2002). Il
semble que la pathogénése de la maladie soit associée avec I'I[FN-alpha, I'IL-6, et TNF-
alpha (Van Reeth, 2000; Van Reeth, Gucht et Pensaert, 2002).

1.3.2 Prophylaxie

L’ensemble des mesures servant a prévenir ’apparition ou la propagation de la
maladie permettent de réduire I’impact économique et hygiénique associés a celle-ci.
L’isolement des porcs infectés, la désinfection des porcheries contaminées peuvent
contribuer & limiter la propagation de la grippe ou de la PPN ainsi que minimiser les risques
associés 3 I’émergence de nouveaux virus pouvant étre responsables de pandémie.
Toutefois la vaccination des porcs est prévilégiée pour la prévention des infections
respiratoires. Les vaccins sont inactivés et administrés aux truies afin de les protéger et
induire une immunité maternelle chez leur progéniture. Les porcelets sont également
vaccinés au début des périodes d’engraissement afin de réduire les pertes dues aux
problémes respiratoires. Des études récentes démontrent que le vaccin de type inactivé
contre la grippe porcine HIN1 commercialisé¢ aux Etats-Unis réduit la sévérité de la
maladie et la dissémination du virus aprés une infection-défi, mais il ne prévient pas
toujours les infections (Brown et McMillen, 1994). Par contre, une nouvelle génération de
vaccins, les vaccins 3 ADN semblent prometteurs (Macklin ez al., 1998; Olsen, 2000). En

effet, ’administration des plasmides codants la protéine HA d’un virus influenza typique
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chez les porcs a permis d’induire une réponse immunitaire protectrice spécifique au virus
(Eriksson et al., 1998; Macklin et al., 1998; Olsen, 2000). Toutefois, il semble que les
vaccins atténués sont également efficaces dans la protection des porcs contre les infections

par I’influenza A (Heinen et al., 2001).

1.3.3 Tests diagnostiques de ’influenza porcin

L’infection causée par I’influenza chez le porc n’est pas toujours évidente a
diagnostiquer par les signes cliniques. Ainsi, plusieurs tests diagnostiques ont été

développés pour détecter la présence du virus ou des anticorps antiviraux.

1.3.3.1 Détection du virus, des protéines virales et des acides nucléiques

Les tests qui utilisent les anticorps fluorescents ou 1’immunohistochimie peuvent
détecter les protéines virales ou le virus complet. En effet, ces tests utilisent un antisérum
préparé contre le virus (anticorps polyclonaux) ou des anticorps dirigés contre une protcine
spécifique (anticorps monoclonaux) appliqués sur des coupes de poumons. Récemment,
Iutilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques & la protéine NP chez le porc a été
rapportée (Haines, Waters et Clark, 1993; Vincent ef al., 1997). Ces tests peuvent détecter
les souches HIN1 et H3N2 simultanément et leur sensibilité est similaire (Vincent ef al.,

1997).

Certains ont démontré qu’un test de capture d’antigénes viraux par ELISA peut
constituer une méthode de détection de 1’influenza A chez les porcs. L’équipe de Lee ef al.
(1993) a décrit un test ELISA utilisant un anticorps monoclonal anti-NP, pouvant détecter
jusqu’a 1 ng/ml de virus purifié chez le porc. Cette méthode s’est avérée aussi sensible que
I’isolement du virus dans les oeufs embryonnés pour la détection de la phase précoce de

I’infection.
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L’isolement du virus influenza peut étre fait en inoculant des oeufs embryonnés de
poulet, avec des échantillons de sécrétions nasales ou d’homogénats de poumons. Le titre
viral est mesuré par I’activité hémagglutinante du liquide allantoique de I’oeuf, quelques
jours aprés Pinoculation. Les cultures cellulaires (Madin-Darby canine kidney cells,
primary porcin kidney cells) sont également utilisées pour 1’isolement du virus influenza.
La culture du virus dans les cellules s’avére aussi sensible que ’inoculation des oeufs
embryonnés (Erickson et al., 1999). D’ailleurs, un avantage important de cette méthode
diagnostique est que suite & son isolement, le virus peut-étre utilisé pour des analyses
antigénique et génétique ainsi que dans la préparation de vaccin. Par contre, la méthode

d’isolement du virus influenza est dispendieuse et longue a réaliser.

La technique du PCR (réaction de polymérase en chaine), une méthode puissante
pour amplifier des séquences d’acides nucléiques, a été utilisée pour la détection du virus
influenza. Le génome du virus influenza étant composé d’ARN simple brin, des fragments
d’ADNc complémentaire & ’ARN viral doivent étre synthétisés par réaction de
transcriptase inverse avant la réaction de PCR. Par la suite, les oligonucléotides (amorces)
complémentaires 4 des séquences du virus influenza, en présence d’une ADN polymérase
permettent la synthése des fragments d’ADNc grace a plusieurs cycles d’amplification. La
sensibilité et la spécificité de cette méthode sont déterminées par le choix de la séquence
des amorces. Récemment, des amorces ont été synthétisées pour la détection des sous-types
HIN1 et H3N2 (Janke, 2000). Chez le porc, des études préliminaires ont montré qu’une
amorce reconnaissant le segment codant la NP a permis la détection de tous les tissus
infectés (Harmon, Krauss et Yoon, 1999). Cette méthode est hautement sensible mais elle

est laborieuse et cofiteuse.

1.3.3.2 Détection des anticorps anti-influenza

Les tests sérologiques détectent les anticorps dirigés contre I’influenza, ce qui

permet de démontrer ’exposition récente ou passée au virus. Présentement, le test
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diagnostic sérologique de I’influenza porcin le plus couramment utilisé dans les
laboratoires, est le test d’inhibition d’hémagglutination (IHA) (Murphy et al., 1981). Ce
test détecte les anticorps qui se lient & I’HA & la surface du virus et qui neutralise la liaison
des particules virales aux érythrocytes pour causer une inhibition d’hémagglutination. Le
test THA qui a été décrit initialement par Hirst (1942) puis modifié par Salk (1944) permet
d’identifier le sous-type de I’HA des souches influenza. Ce test est relativement sensible,
mais hautement spécifique (Murphy ef al., 1981; Julkunen, Pyhala et Hovi, 1985). Par
contre, ce test nécessite un renouvellement fréquent des réactifs a cause de la variation de
I’HA, requiert une source continuelle d’érythrocytes et les sérums utilisés doivent étre

traités pour inactiver les inhibiteurs non-spécifiques de I’hémagglutination.

Un deuxiéme test sérologique, le test de la fixation du complément mesure les
anticorps dirigés contre la NP avec le systtme du complément (Rebelo-de-Andrade et
Zambon, 2000). Le sérum 2 tester est incubé avec un virus influenza puis les érythrocytes
sont ajoutés. Si les anticorps ont reconnu le virus, il y a fixation du complément, ce qui
diminue la quantité de protéines du complément disponibles pour lier les complexes
anticorps-érythrocytes qui entraineraient une hémolyse. Ce test détecte les anticorps dirigés
contre une protéine conservée du virus ce qui représente un avantage lorsque de nouveaux
variants antigéniques apparaissent. Par contre, cette technique est peu sensible, une grande
quantité de réactifs biologiques doivent étre standardisés et il permet de détecter

uniquement les classes d’anticorps impliquées dans la fixation du complément.

La technique nommée “single radial hemolysis” permet également de mettre en
évidence les anticorps anti-influenza (Mumford et al., 1983; Wood et al., 1983, 1994). Pour
mesurer les anticorps présents dans les sérums, ce test utilise la diffusion des anticorps dans
les gels d’agar et la propriété d’hémolyse des complexes antigéne-anticorps. En plus, d’étre
sensible et hautement reproductible (Gibson et al., 1985), cette méthode de détection est

by

relativement simple a réaliser et permet de tester rapidement plusieurs échantillons
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simultanément (Morley ef al., 1995a). De plus, les sérums peuvent étre analysés sans étre

dilués et ce test est facilement standardisé (Morley et al., 1995b).

Le test d’inhibition de la neuraminidase (NI) détecte les anticorps dirigés contre la
NA. Le NI utilise la capacité enzymatique de la NA. Ce test détecte les anticorps du sérum
qui se lient 4 la NA 2 la surface du virus et qui inhibent I’action de 1’enzyme viral sur un
substrat spécifique pour entrainer une inhibition de la NA. Ce test est laborieux car il
implique plusieurs étapes de dilutions des sérums et nécessite des réactifs dispendieux
(Gibson et al., 1985). De plus, la quantité de sérums pouvant étre analysés a chaque test est
limitée. Le test NI est peu sensible et les résultats dépendent de plusieurs variables
expérimentales telles que la concentration d’enzyme, la souche virale, la température et le

pH (Gibson e al., 1985).

Les tests ELISA indirects avec des antigénes viraux natifs ou recombinants peuvent
aussi étre utilisés pour détecter les anticorps contre le virus influenza. Cette technique est
facile a exécuter, rapide et peu coliteuse. En effet, des tests ELISA ont été utilisés avec
succes pour la détection des anticorps contre le virus influenza chez I’homme (Hammond,
Smith et Noble, 1980; Koskinen, Vuorinen et Meurmann, 1987). D’ailleurs, plusieurs tests
ELISA utilisant les protéines virales ou recombinantes ont été décrits (Khan ef al., 1982;
Joassin, Reginster et Vaira., 1983; Harmon et al., 1989; Rota et al., 1990, Voeten ef al.,
1998). De plus, les tests ELISA sont sensibles et permettent la détection des anticorps de
différents isotypes retrouvés suite a I’infection avec le virus influenza chez les porcs (Lee et
al., 1995; Larsen et al., 2000). Récemment, des tests ELISA diagnostiques, permettant la
détection des anticorps dirigés contre I’influenza chez le porc ont été décrits (Cornaglia ef

al., 1999; Velek, Hogan et Liauw, 1999).
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1.4 Antigénes

1.4.1 Protéines virales

Le virus influenza ainsi que les différentes protéines virales peuvent étre utilisés
comme antigéne dans les tests diagnostiques sérologiques. Certains avantages sont associés
a D'utilisation d’antigénes natifs. En effet, les épitopes présentent la conformation native
pouvant étre indispensable au potentiel antigénique de la protéine. D’autre part, les
protéines virales subissent les modifications post-traductionnelles nécessaires, par exemple
a la présence d’épitopes de neutralisation dans les glycoprotéines HA et NA (Ausebel et al.,
1995). Par contre, le processus de purification ainsi que les techniques de culture du virus
influenza dans les oeufs embryonnés de poulet ou en culture cellulaire sont laborieux et
dispendieux. De plus, ces méthodes de culture peuvent affecter les propriétés biologiques et
antigéniques des protéines virales (Robertson ef al.,1987; Katz et Webster, 1989; Wood et
al., 1989).

1.4.2 Protéines recombinantes

Les protéines recombinantes produites chez les organismes procaryotiques ou
eucaryotiques sont réguli¢rement utilisées comme antigéne dans les tests diagnostiques
permettant le dépistage d’anticorps. Les vecteurs d’expression typiques contiennent un
promoteur qui dirige la synthése d’une quantité importante d’ARNm correspondant au géne
cloné. La protéine recombinante produite conserve généralement les propriétés biologiques
et antigéniques de la protéine native correspondante. Elles sont utiles en médecine dans le
traitement de maladies et permettent de caractériser la structure et la fonction des protéines
(Swartz, 2001). La purification des antigénes recombinants est simple et moins cofiteuse

que celle des antigénes viraux.
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Dans le cadre de cette étude, la protéine M1 recombinante utilisée comme antigéne
dans un test diagnostique a été produite par un systéme d’expression procaryotique pour
plusieurs raisons. En effet, contrairement au systéme d’expression eucaryote la technique
est simple, peu dispendieuse et rapide. Dans certains cas, la protéine recombinante
représente prés de 40 % des protéines nouvellement synthétisées par la bactérie (Ausebel et
al., 1995). De plus, une variété de vecteurs et de souches E. coli sont disponibles pour

’expression des protéines recombinantes (Ausebel ef al., 1995).

La protéine M1 a été choisie dans le test diagnostique proposé dans ce projet car elle
est hautement conservée parmi les différents sous-types d’influenza A (Lamb, 1989).
D’autre part, il a été démontré que des anticorps dirigés contre la protéine M1 sont produits
lors d’une infection par I’influenza A (Cretescu, Beare et Schild, 1978; Khan et al., 1982).
De plus, elle est antigénique car elle présente quatre sites reconnus par les anticorps (Ye et
al., 1987; Ye, Baylor et Wagner, 1989). L’avantage majeur de I’utilisation de la protéine

MIr est la possibilité de mesurer les anticorps contre tous les sous-types de I’influenza A.
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1.5 Objectifs du projet de recherche

Les objectifs de cette étude étaient de : 1) De produire la protéine Mlr de la souche
influenza porcine SwQc91 a 1’aide d’un systéme d’expression procaryote et de procéder a
sa purification ; 2) D’évaluer I’immunogénicité et I’antigénicité de la protéine Mlr ; 3) De
mettre au point un test ELISA utilisant la protéine M1r comme antigéne pour détecter les

anticorps anti-influenza A chez les porcs.

Les objectifs 1 et 2 de ce projet de recherche ont été réalisés selon un plan identique
a celui suivi dans le mémoire de Mélanie Welman (Welman, 1999). Le mémoire de
Madame Welman rapportait une étude réalisée sous la direction du Dr Arora qui avait
consisté a séquencer le géne de la protéine de la matrice du virus influenza porcin et a
exprimer la protéine M1 recombinante. Malgré 1’existence des clones positifs qui aurait pu
servir a I’expression de la protéine Mlr, les étapes de cette étude portant sur la production
de la protéine recombinante ont dii étre répétées pour le projet de recherche actuel pour les

raisons suivantes :

1) La protéine M1 recombinante produite par Mme Welman était fusionnée a un épitope
T7-tag, ayant impliqué 1’ajout d’une séquence de 16 acides aminés a ’extrémité amino-
terminale de la protéine. Dans le but d’éviter I’apparition de résultats faux-positifs pouvant
étre causés par la présence d’anticorps dans les sérums de porc réagissant contre cette
séquence et en considérant que celle-ci ne pouvait étre clivée par une enzyme, le RT-PCR
et le clonage ont dfi étre refaits pour le projet présent. De plus, de nouvelles amorces ont été
synthétisées pour permettre I’ajout des sites Ndel et HindIIl au géne M cloné dans le

vecteur d’expression pET21(a+) pour éviter I’expression d’une protéine de fusion.
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2) L’étude des conditions optimales de production de la protéine a aussi été reprise

considérant la nouvelle colonie recombinante utilisée.

3) De plus, il était primordial de démontrer la reconnaissance de la protéine Mlr par des
anticorps d’un sérum de porc anti-SwQc91 par le biais d’un immunobuvardage pour
s’assurer de la fonctionnalité du test diagnostic proposé. Finalement, 1’étude de
I’immunogénicité de la protéine a dii étre reprise pour démontrer que la protéine Mir a
conservé les propriétés immunogénes de la protéine virale en induisant une production

d’anticorps chez les souris.
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2 MATERIEL ET METHODES

2.1 Virus

2.1.1 Souches virales

La souche virale HIN1, A/Swine/Québec/5393/91 (SwQc91) isolée chez des porcs
présentant des lésions de PPN (Dea ef al., 1992b), a été obtenue du laboratoire du Docteur
Serge Dea.

2.1.2 Production et purification de la souche virale SwQc91

2.1.2.1 Production

La production de la souche virale a été réalisée d’aprés la méthode du WHO
Collaborating Center for Reference and Research on Influenza (1982). Les manipulations
relatives i cette étape ont été réalisées en conditions stériles. La souche virale SwQc91 a été
propagée a 1’aide d’oeufs embryonnés de poule de 11 jours du Couvoir Simetin (St-Canut,
Québec). Une injection par voie chorio-allantoidienne de 0,2 ml de culture virale ajustée a
deux unités hémagglutinantes par millilitre (2 UHA/ml) a I’aide d’une seringue de 3
centimétres cube 3cc (Fisher) et d’une aiguille 23 G (Fisher) a permis de propager le virus
dans le liquide allantoique. Suite & I’inoculation, les oeufs ont été incubés a 34°C pendant
48 heures, suivi d’un transfert 3 4°C pendant 18 heures. Aprés la récolte du liquide

allantoique infecté, il a été distribué dans plusieurs tubes et conservé a -80 °C.
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2.1.2.2 Purification

La purification de la souche virale a été effectuée selon la méthode de Arora et al.
(1985) a I'aide d’un gradient discontinu de saccharose. Cette méthode comporte deux

étapes, 1’une permet la concentration de la suspension virale et I’autre sa purification.

2.1.2.3 Etape de concentration

En premier lieu, le liquide allantoique a été clarifié¢ par une filtration a ’aide de
laine de verre (Pyrex Fiber Glass, Corning New York). Ensuite, un gradient discontinu de
saccharose a été préparé en ajoutant dans un tube de polyallomere de 30 ml (Beckman), 1
ml d’une solution de 50 % (p/p) saccharose ultrapure (Canadian Scientific Products)
(Appendice 1, section 1.02), suivi d’une congélation de 30 secondes dans un melange
éthanol : glace séche. Par la suite, & ce tube ont été ajoutés 2 ml d’une solution de 22 %
(p/p) de saccharose, puis le gradient a été congelé a nouveau 30 secondes. Un volume de 25
ml de liquide allantoique infecté a été ajouté dans chaque tube, suivi d’une centrifugation a
100 000 x g (Beckman) pendant 60 minutes & 4°C dans un rotor 50,2 Ti. Apres la
centrifugation, un volume approximatif de 2 ml de liquide allantoique a été laissé au-dessus
du gradient, puis le tout a été congelé de nouveau. Par la suite, un volume de 25 ml de
liquide allantoique infecté a été ajouté au tube, lequel a été centrifugé tel que décrit plus
haut. Aprés avoir répété ces étapes jusqu’a I’épuisement du liquide allantoique, les

gradients (culots) ont été rassemblés et conservés pour 1’étape de purification.

2.1.2.4 Etape de purification

Les culots récoltés lors de 1’étape de concentration ont été traités aux ultrasons (30
Mhz par seconde) a I’aide du Sonic Dismembrator (Fisher Scientific), suivi d’une
centrifugation 2 3000 x g pendant 15 minutes. Ensuite, les surnageants ont été recueillis et
rassemblés, puis leur concentration en saccharose a été ajustée a 50 % p/p avec du

saccharose solide. Le surnageant ainsi obtenu a été distribué dans plusieurs tubes, et il a été
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centrifugé a 100 000 x g pendant 90 minutes 4 4°C. Aprés la centrifugation, la
concentration en saccharose des surnageants rassemblés a été ajustée a 26 % (p/p) en
ajoutant du tampon PBS. Aprés une centrifugation a 100 000 x g pendant 90 minutes a 4
°C, les culots ont été resuspendus avec du PBS et conservés a 4°C. Par la suite, un dosage
protéique, un titrage de I’activité hémagglutinante et ’analyse du contenu protéique de la

suspension virale purifiée ont été effectués.

2.1.3 Titre hémagglutinant

La détermination du titre hémagglutinant a été réalisée selon la méthode du WHO
Collaborating Center for Reference and Research on Influenza (1982). Dans chacun des
puits d’un plateau de 96 puits a fond rond (ICN Biomedicals) a été déposé 0,05 ml de PBS
10 mM pH 7.2, sauf dans ceux de la premiére colonne dans lequels a été ajouté 0,1 ml de
virus purifié. Par la suite, des dilutions sérielles en base deux du virus ont été effectuées,
suivi de I’ajout de 0,05 ml d’érythrocytes de coq 0,5 % (Centre de biologie expérimentale)
a chacun des puits. Aprés une incubation de 45 minutes & TP, le titre hémagglutinant de la
souche virale a été déterminé selon la réciproque de la plus haute dilution présentant une

hémagglutination compléte.

2.1.4 Dosage protéique

La méthode de BCA protein assay (Pierce) a été utilisée pour déterminer la
concentration protéique de la souche virale. En premier lieu, une solution d’albumine
sérique bovine (BSA ; Sigma) de 1 mg/ml a été préparée afin de réaliser une courbe étalon.
De plus, le réactif BCA a été préparé en mélangeant la solution A et la solution B dans une
proportion de 50 :1 (Appendice I, section 1.03). Un volume de 1 ml du réactif BCA a été
ajouté a 0,1 ml de différentes concentrations de BSA ainsi qu’a plusieurs dilutions de la
souche virale purifiée (1/10, 1/100 et 1/1000). Aprés une incubation de 30 minutes a 65°C

avec agitation constante dans un bain-marie, les absorbances de chaque échantillon ont été
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mesurées a 1’aide du spectrophotométre Carry 1E U-V visible (Varian, Australie) a une
longueur d’onde de 562 nm. Ensuite, la courbe étalon a été réalisée a 1’aide des résultats
d’absorbance obtenus pour les différentes concentrations de BSA. La concentration
protéique de la souche virale a été déterminée par ’extrapolation des absorbances obtenues

sur la courbe étalon.

2.1.5 Analyse par SDS-PAGE de la souche virale SwQc91

L’analyse de la souche virale purifiée a été effectuées a 1’aide d’un gel de
polyacrylamide, d’aprés la méthode de Laemmli (1970) avec le systéme électrophorétique
“Mini-Protean II Dual Slab electrophoresis” (Bio-Rad). Les solutions et les tampons
utilisés dans I’analyse de la pureté de la souche virale sont décrits dans 1’Appendice I,
section 1.04. Un gel de séparation de 12 % de polyacrylamide (Bio-Rad), ainsi qu’un gel de
chargement de 4 % de polyacrylamide ont été préparés en ajoutant le TEMED et le
persulfate d’ammonium 2 la derniére minute. Le gel de séparation a été coulé rapidement
entre les deux plaques de verres. Aprés la polymérisation, le gel de chargement a été ajouté
ainsi qu’un peigne de 10 puits (Bio-Rad). Les échantillons ont été préparés comme suit ; 20
pl (20 pg) de virus purifié ont été ajoutés a 20 pl de tampon 2X dénaturant avec ou sans p-
mercaptoéthanol (Sigma) et un volume de 4 pl de standard protéique “SDS PAGE
Molecular Weight Markers, low range” (Bio-Rad) comprenant la myosine (200,0 kDa), la
phosphorylase B (97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), 1’ovalbumine (45,0 kDa), I’anhydrase
carbonique (31,0 kDa), I’inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa) a été
ajouté 4 4 pl de tampon 2 X dénaturant et réducteur. Ensuite, les échantillons ont été
incubés & 100°C pendant 5 minutes. Aprés avoir rempli de tampon d’électrophorése le
réservoir, les échantillons ont été déposés dans différents puits du gel et une tension de 200
Volts fournis par un générateur Buchler a été appliquée pendant 40 minutes & TP. Aprés la
migration, le gel a été incubé pendant 20 minutes & TP dans la solution de coloration de

bleu de Coomassie. Par la suite, il a été décoloré jusqu’a 1’apparition des bandes de
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protéines. La masse moléculaire des protéines virales a été déterminée a I’aide de la

migration relative (Mr) des protéines du standard moléculaire “High range”.

2.2 Purification de la protéine M1 virale

Les protéines virales de la souche influenza SwQc91 ont été séparées par une
électrophorése sur gel de polyacrylamide, d’aprés la technique décrite par Laemmli (1970).
Par la suite, la protéine M1 virale a été extraite du gel par une électroélution (Donofrio et
al., 1986) pour son utilisation subséquente dans 1’immunobuvardage et dans les tests

ELISA.

2.2.1 Electrophorése et conditions électrophorétiques

Un volume de 20 pl de virus SwQc91 (8,64 mg/ml) purifié a été mélangé & 20 pl de
tampon échantillon 2X, 1’échantillon a été bouilli pendant 5 minutes, puis déposé dans un
puits d’un gel de polyacrylamide formé d’un gel de chargement de 4 % et d’un gel de
séparation 12 % (section 2.1.5). Le marqueur de masse moléculaire (GibcoBRL) a été
ajouté dans le second puits. Aprés la migration des échantillons d’aprés les conditions
électrophorétiques décrites a la section 2.1.5, le gel a été incubé quelques minutes dans
’H,0 distillée. Par la suite, les protéines ont été visualisées par une coloration au cuivre
d’aprés la méthode de Lee, Levin et Branton (1987). Ainsi, les gels ont été incubés avec
une solution de CuSO4 - 5H,0 (Copper stain ; Bio-Rad) pendant 5 minutes avec agitation
constante. Aprés avoir transféré les gels dans I’H;O distillée, les protéines ont été
visualisées sur fond noir, puis la bande protéique correspondant a la protéine M1 virale a
été excisée du gel. Les bandes de gel ont été décolorées par 3 lavages successifs de 15
minutes dans une solution composée de 0,25M EDTA, 0,25M Tris-HCl (pH 9,0)
(Appendice I, section 1.04K) puis rééquilibrées dans un tampon électrophorétique

(Appendice I, section 1.04H) pendant quelques minutes.
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2.2.2 EKlectroélution

L’électroélution des protéines a été réalisée a 1’aide du “Micro Eluter model 4227
(Bio-Rad) selon les directives du manufacturier. En premier lieu, les membranes a dialyse
de porosité 12-15 kDa (Bio-Rad) ont été incubées a 60°C pendant 1 heure dans le tampon
d’élution (Appendice I, section 1.10A). Par la suite, I’extrémité inférieure de chaque tube
de verre composant ce systéme, a été bloquée a 1’aide d’un “fritz” (Bio-Rad), puis les tubes
ont été disposés dans les ouvertures du module. Chaque membrane & dialyse a été fixée a
un adaptateur en caoutchouc, lequel a par la suite été rempli de tampon d’élution puis glissé
3 Pextrémité inférieure des tubes en verre. Ensuite, les bandes de gel obtenues a I’étape
précédente ont été découpées en petits morceaux, puis déposées dans les tubes de verre (1
cm d’épaisseur par tube) préalablement remplis de tampon d’élution. Le module a été
déposé dans le bac, puis des volumes de 600 ml et 100 ml de tampon d’élution ont été
ajoutés respectivement dans la chambre inférieure et supérieure. L’électroélution a été
effectuée a 4°C pendant 5 heures en appliquant un courant de 10 mA/tube fourni par un
générateur de courant Bio-Rad 250/2,5, avec agitation constante du tampon contenu dans la

chambre inférieure.

2.2.3 Dialyse

Aprés 1’électroélution, les échantillons de protéines purifiées ont été déposés dans
un sac 2 dialyse de porosité 12-14 kDa préalablement bouillis (Spectra/Por, Spectra medical
industrie, LA, USA). Les échantillons ont été dialysés a 4 °C, 2 fois pendant 60 minutes,
puis pendant 18 heures dans un tampon composé de 0,05 M Tris-HC1 pH 7,5 (Appendice I,
section 1.10B). La dialyse a été effectuée dans un erlenmeyer de 2 litres sous agitation
constante avec un barreau métallique alimenté par un générateur Buchler. Par la suite, le
tampon de dialyse a été changé pour un tampon composé de 0,008 M Tris-HCI pH 7,5
(Appendice I, section 1.10C), puis la dialyse s’est déroulée d’aprés les conditions décrites

précédemment. Par la suite, le contenu des sacs a dialyse a été prélevé et des volumes de
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0,5 ml ont été distribués dans plusieurs tubes Eppendorf. Les tubes ont été déposés dans un
mélange méthanol : glace séche pendant quelques minutes puis les échantillons de protéines
purifiées et dialysées ont été concentrés pendant 3 heures a ’aide de I’appareil Speed-Vac
(Savant, Farmingdale, NY, USA). La concentration protéique des échantillons a été
déterminée a I’aide du BCA protein assay kit (section 2.1.4) et la pureté des échantillons a

été analysée sur un gel de polyacrylamide de 12 %.

2.3 Extraction des acides ribonucléiques viraux

Les ARN viraux de la souche SwQc91 ont été extraits a 1’aide du TRIzol
(GibcoBRL) d’aprés le protocole du manufacturier. Ainsi, un volume de 3 ml de liquide
allantoique ayant un titre hémagglutinant de 256 UHA/m, a été ultracentrifugé a 100 000 x
g 4 4°C pendant 1 heure. Le culot obtenu a été resuspendu dans 1 ml de TRIzol pour
permettre la lyse des cellules. Ensuite, le mélange a été incubé 5 minutes a TP, suivi de
1’ajout de 266 ul de chloroforme. Aprés une agitation vigoureuse, le mélange a été incubé
15 minutes et centrifugé (Eppendorf model 5415 C : Brinkman) a 10 000 x g pendant 15
minutes a 4°C. Suite au prélévement de la phase supérieure aqueuse non-colorée contenant
’ARN, celle-ci a été transférée dans un tube préalablement traité pour éliminer les
ARNases, auquel 750 pl d’alcool isopropylique (Sigma) a été ajouté pour précipiter
I’ARN. Aprés une incubation de 10 minutes a TP, le mélange a été centrifugé 4 10 000 x g
pendant 10 minutes 4 4°C. L’ARN recueilli (culot), a été lavé avec 1,33 ml d’éthanol 75 %,
suivi d’une centrifugation 4 10 000 x g pendant 5 minutes a TP. Par la suite, le culot a été
séché sous la hotte chimique pendant 15 minutes et redissous dans un volume de 20 pl
d’H,0 traitée au diéthylpyrocarbonate (DEPC ; Sigma) auquel a été ajouté 1 ul de RNAsine
(Pharmacia Biotech). Finalement, les ARN extraits ont été dosés au spectrophotométre a
une longueur d’onde de 260 nm (Appendice II) et la pureté de I’échantillon d’ARN a été
déterminé par un rapport des densités optiques a des longueurs d’ondes de 260 nm et 280

nm (Appendice II).
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2.4 Synthése et amplification de ’ADNc codant la protéine M1
(géne M)

2.4.1 Amorces oligonucléotidiques

Des amorces nucléotidiques sens et anti-sens ont été synthétisées par le service de
synthése des oligonucléotides de D’Institut Armand-Frappier pour les réactions de
transcription inverse (RT) et d’amplification par polymérisation en chaine (PCR). La
premiére amorce nommée sens M/F 26-43 (5 GAC GCT TCT CAT ATG AGT CTT CTA
ACC GAG 3°) est complémentaire aux nucléotides 26 a 43 de la séquence nucléotidique du
de ’ADNc du géne M qui code la protéine M1 (GenBank #AF188004). Le site de
restriction de ’endonucléase Ndel (5° CAT ATG 3°) a été ajouté a cette amorce pour
permettre le clonage dans le vecteur d’expression pET21a (+). Dans le but de permettre une
meilleure hybridation, la séquence 5’GAC GCT TCT 3’ a été ajoutée pour que la quantité
de G et de C représente environ 50 % de la composition de I’amorce. La deuxiéme amorce
nommée anti-sens M/R 978-996 (5° CGC GCG AAG CTT CTA TGT TGA CAA AAT
GAC 3°), est complémentaire & I’inverse de la séquence correspondant aux nucléotides 978
4 996 de ’ADNc du géne M. L’amorce présente un site de reconnaissance (5’AAG CTT
3”) pour I’enzyme de restriction HindIII permettant le clonage dans le plasmide pET21a(+).
De plus, la séquence 5’CGC GCC 3’ a été ajoutée pour augmenter le contenu en GC pour

permettre une meilleure hybridation de I’amorce.

2.4.2 Synthése de I’ADNc simple brin

Par 1’utilisation de 1’amorce anti-sens M/R 978-996 décrite précédemment, I’ARN
du segment 7 qui code les protéines de la matrice, a été inversement transcrit en ADNc par
réaction de transcriptase inverse. Ainsi, un volume 5 pl de ’ARNv extrait (3 pg) a été

prélevé et déposé dans un tube Eppendorf préalablement traité pour €liminer les ARNases.
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Par la suite, dans le tube ont été ajoutés respectivement : 1 pl de RNAsine (Pharmacia
Biotech), 1 pl de I’amorce M/R 978-996 (50 pmol/pl) et 5 pl d’HO distillée traitée au
DEPC. Aprés une incubation de 15 minutes & 70°C, le mélange a été refroidi sur glace 15
minutes et centrifugé 10 secondes a 10 000 x g & 4°C. Ensuite, 7 pl d’un mélange contenant
4 pl de tampon 5X (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl) (GibcoBRL),
2 ul de 0,1 M dithiothréitol (DTT) (GibcoBRL) et 1 pl de 10 mM dNTP (GibcoBRL) a été
ajouté au mélange réactionnel. Aprés une incubation de 2 minutes a 42°C, 1 pl de
Superscript 11 (200U) (GibcoBRL) a été ajouté et la solution a été incubée 50 minutes a
42°C, suivi d’une seconde incubation de 15 minutes a 70°C pour inactiver I’enzyme.
Finalement, le mélange a été refroidi sur glace, puis centrifugé 10 secondes & 10 000 x g et

conservé a -20°C.

2.4.3 Amplification de PADNc

La réaction de polymérisation en chaine a été réalisée en ajoutant les produits
nécessaires dans I’ordre suivant : 77,5 pl d’eau distillée stérile, 10 ul de tampon PCR 10 X
sans Mg?* (GibcoBRL), 3 pul de MgCl, 50 mM (GibcoBRL), 2 pl de dNTP 10 mM
(GibcoBRL), 2,5 pl de ’amorce 26-43 M/F (50 pmol/pl), 2,5 pl de ’amorce M/R 978-996
(50 pmol/pl), 3 pl de I’ADNCc obtenu de la réaction de transcription inverse et 0,5 ul ’ADN
taq polymérase (5 U/pl) (GibcoBRL). Dans un second tube correspondant au témoin
négatif, ’ADNc a été remplacé par de I’H,O distillée traitée au DEPC. A ces mélanges a
été ajouté, 100 pl d’huile minérale (Sigma) pour éviter I’évaporation de 1’échantillon, lors
des changements de température pendant les cycles d’amplification. Les réactions
d’amplification ont été effectuées par le biais d’un thermocycleur (MiniCycler, Perkins).
Les 35 cycles d’amplification ont été effectués comme suit : une étape de dénaturation de
45 secondes 4 95°C, une hybridation de 1 minute 3 55°C, une extension de 1 minute a
72°C et au dernier cycle une étape d’extension finale de 10 minutes a 72°C. Aprés
I’amplification, les échantillons ont été refroidis & 4°C puis analysés par une migration sur

gel d’agarose. Aprés I’immersion du gel d’agarose 0,8 % (p/v) dans le tampon TAE 1 X
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(Appendice I, section 1.07C), un volume de 0,30 pl de marqueur moléculaire (1 Kb DNA
ladder; GibcoBRL) dilué dans 10 pl de tampon échantillon 6 X et 10 pi du produit de RT-
PCR mélangé a 2 pl de tampon échantillon 6 X ont été déposés dans différents puits du gel.
La migration des échantillons s’est effectuée pendant 40 minutes & 90 V a I'aide du
générateur de courant Bio-Rad 250/2,5. Par la suite, le gel a été coloré avec une solution de
bromure d’éthidium (5 mg/ml) (Appendice I, section 1.07E) pendant 45 minutes, puis rincé
brievement dans I’eau distillée. Les bandes d’ADN ont pu étre visualisées par une

exposition aux rayons ultraviolets (UV).

2.5 Clonage et séquencage du géne M dans le vecteur pCR2.1

2.5.1 Clonage du géne M dans le vecteur pCR2.1

2.5.1.1 Purification des produits d’amplification

Les produits de PCR obtenus & I’étape précédente ont été purifiés a I’aide du
“Geneclean kit” (Biol01, Vista, CA, USA), d’aprés la méthode proposée par le
manufacturier. Ainsi, un volume de 1 pl des produits de PCR a été mélangé a 6 pl de
tampon d’échantillon 6 X, puis le tout a été déposé dans un puits d’un gel d’agarose 0,8 %.
Les conditions électrophorétiques décrites a la section 2.4.3 ont été appliquées. Aprés une
exposition aux rayons ultraviolets d’une longueur d’onde de 254 nm, les fragments
d’ ADNc correspondant au géne M ont été extraits du gel 4 I’aide d’un scalpel, puis déposés
dans un tube Eppendorf pré-pesé. Trois volumes de solution d’iodure de sodium déterminés
selon le poids du morceau de gel d’agarose prélevé (1g = 1 ml), ont été ajoutés au tube
Eppendorf. Ensuite, le mélange a été incubé & 55°C pendant 5 & 7 minutes jusqu’a la
dissolution de ’agarose. Aprés 1’addition de 5 pl de billes de silice (Glassmilk), le mélange
a été agité vigoureusement et incubé 15 minutes & température piéce en prenant soin de
mélanger 4 chaque minute pour resuspendre les billes de silice. Par la suite, le tube a été

centrifugé 10 secondes 2 10 000 x g & TP et le culot a été resuspendu dans 0,3 ml de la
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solution de lavage (NEW WASH), suivi d’une centrifugation de 10 secondes a 10 000xg.
Ensuite, deux autres lavages ont été effectués et aprés avoir rejeté le surnageant, le culot a
été resuspendu dans 5 pl d’H,O distillée stérile et incubé a 55°C pendant 2 a 3 minutes.
Aprés cette incubation, le tube a été centrifugé 30 secondes a 10 000 g pour récolter le
surnageant. Cette étape a été répétée une deuxiéme fois pour obtenir un volume final de 10
pl. Finalement, I’ ADN obtenu a été quantifié¢ a I’aide du spectrophotométre a une longueur
d’onde de 260 nm (Appendice II).

2.5.1.2 Ligation

L’ADNc codant pour la protéine de la matrice (géne M) a été cloné en premier lieu
dans le vecteur pCR2.1 (Figure 2) provenant de la trousse TA cloning Kit (Invitrogen). Ce
vecteur linéarisé favorise sa ligation avec le fragment d’ADN par la présence d’une
déoxythymidine (T) libre a ’extrémité 3’ et d’une déoxyadénosine (A) libre & ’extrémité
3* de I’insertion ajoutée par la Taq polymérase lors de la réaction d’amplification. Ainsi, les
produits suivants ont été déposés dans un tube Eppendorf ; 2 pl de vecteur pCR2.1 (25
ng/pl), 1,8 ul (70 ng) de I’ADNc purifié, 2 pl de tampon de ligation 5X (250 mM Tris-HCI
pH 7,6, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25 % (v/v) polyéthyléne glycol-8000)
(GibcoBRL), 4 pl de ligase & ADN du phage T4 (1U/ul) (GibcoBRL) et 0,2 pl d’H,O
distillée stérile. Aprés avoir agité, le mélange réactionnel a été incubé a 14°C pendant 16

heures, puis conservé a - 20°C.

2.5.1.3 Transformation des bactéries Top 10

La transformation des bactéries a été effectuée d’apreés les directives du
manufacturier (Invitrogen). Les solutions et les milieux utilisés pour la transformation sont
décrits 2 la section 1.09 de I’Appendice I. Ainsi, 2 pl de B-mercaptoéthanol 0,5 M
(Invitrogen) et 2 pl du produit de ligation ont été ajouté a un tube contenant 50 ul de
bactéries compétentes Top 10 (Invitrogen) conservé sur glace. Aprés une incubation de 30

minutes sur glace, le tube a été transféré pendant 30 secondes dans un bain a 42°C pour
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Figure 2 Clonage du géne M de la souche influenza SwQc91 dans le plasmide pCR2.1.
D’apres la représentation schématique de la compagnie Invitrogen (2002).

Les fragments d’ADNc représentant le géne M, a été cloné dans le vecteur pCR2.1.
La taille du vecteur est de 3,9 Kb. Le plasmide présente des sites de reconnaissance pour
diverses endonucléases de restriction et un promoteur Plac. Il contient le géne de résistance
4 ’ampicilline et 4 la kanamycine pour la sélection des plasmides recombinants, ’origine
ColE1 pour la réplication et I’origine f1 de la transcription. Des sites sont présents pour les
amorces M13, Spé et le site du promoteur du phage T7 pour le séquencage de I’insertion.
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induire un choc thermique, puis le tube a été rapidement déposé sur glace pendant 2
minutes. Ensuite, 450 pl de milieu SOC décongelé et maintenu a la TP ont été ajoutés au
tube, suivi d’une incubation de 90 minutes & 37°C en position horizontale avec agitation
constante (225-250 RPM). Par la suite, des volumes de 50 pl, 100 pi, 150 pl et 200 pl de
culture bactérienne ont été disposés sur des Pétris contenant 20 ml de milieu LB avec agar
noble (Difco), 100 pg/ml d’ampicilline (Sigma) et 40 pl de bromo-4-chloro-3-indolyl-béta-
D-galactopyranoside 40 mg/ml (X-Gal ; GibcoBRL). Aprés une incubation de 18 heures a
37°C, les colonies recombinantes ont été sélectionnées par leur phénotype négatif d’activité
de la p-galactosidase, ainsi que par leur résistance a 1’ampicilline. Les cellules transformees
avec un plasmide recombinant présentaient un phénotype blanc & cause de la présence de
Pinsertion dans le géne de la B-galactosidase et les autres un phénotype bleu par la

conservation de 1’activité de cette enzyme.

2.5.1.4 Sélection des clones positifs

La technique du “boiling miniprep” (Ausebel ef al., 1995) a permis de cribler les
colonies ayant regu le plasmide recombinant pCR2.1-M. En premier lieu, les colonies qui
présentaient un phénotype blanc ont été sélectionnées et prélevées a I’aide d’un fil boucle,
puis transférées dans 2 ml de milieu LB supplémenté de 100 pg/ml d’ampicilline. Les
milieux de culture ont été incubés 18 heures & 37°C pour permettre la croissance
bactérienne. Aprés I’incubation, les cultures bactériennes ont été centrifugées pendant 2
minutes a2 10 000 x g & TP puis le culot a été resuspendu dans un mélange composé de 0,3
ml de milieu STET (Appendice I, section 1.08), 20 pl de lysozyme 10 mg/ml (Worthington,
Biochemicals Co), et 2 pl d’ARNase (1 mg/ml) (Pharmacia Biotech). Suite a une
incubation de 5 minutes a température piéce, le mélange a été bouilli pendant 2 minutes et
centrifugé 5 minutes a 10 000 x g. Le culot a été prélevé a I’aide d’un embout de pipette
automatique (Gilson) puis 0,3 ml d’une solution d’isopropanol 75 %/ 2,5 M acétate

d’ammonium a été ajouté au surnageant pour précipiter I’ADN plasmidique. Aprés une
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centrifugation de 5 minutes 2 10 000 x g, le culot a été lavé avec 0,3 ml d’éthanol 70 %
froid (-20°C) puis centrifugé 5 minutes a 10 000 x g. Par la suite, le surnageant a été
prélevé et le surplus d’éthanol a été évaporé sous la hotte chimique pendant 15 minutes. Le
culot correspondant 3 ’ADN plasmidique a été resuspendu dans 45 pl d’H20 distillée
stérile puis digéré avec ’enzyme de restriction EcoR1, afin de sélectionner les colonies
possédant 1’insertion. Dans un tube Eppendorf ont été déposés, 5 pl d’ADN plasmidique
obtenu de 1’étape précédente, 2 ul de tampon React 3 10 X (GibcoBRL; 0,5 M Tris-HCI pH
8,0, 0,1 M MgCl,, 1 M NaCl), 1 pl (10 U) d’enzyme EcoR1 (GibcoBRL) et 10 pl d’H,0
distillée. Ce mélange a été incubé 60 minutes & 37°C dans un bain-marie puis déposé dans
un puits du gel d’agarose (0,8 %) soumis aux conditions électrophorétiques de la section
2.4.3. Les colonies présentant un fragment d’ADN de 1,027 Kb ont été sélectionnées pour

I’étape suivante.

2.5.2 Séquencage

L’ADN plasmidique de la colonie 7 (C7) utilisé pour le séquencage du géne M, a
été purifié a I’aide de la trousse “Wizard Plus Miniprep DNA Purification System”
(Promega, Madison, WI, USA) d’aprés la méthode de lyse alcaline proposée par le
manufacturier. Ainsi, la colonie C7 a été cultivée dans 10 ml de milieu LB supplémenté de
100pg/ml d’ampicilline et incubée pendant 18 heures a 37°C avec agitation constante. La
culture bactérienne obtenue a été centrifugée 2 minutes & 10 000 x g. puis un volume de 0,4
ml de solution de resuspension (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 100pg/ml Rnase)
a été ajouté au culot bactérien pour le resuspendre. Aprés 1’ajout de 0,4 ml de solution de
lyse (0,2 M NaOH, SDS 1%) la suspension a été mélangée par inversion jusqu’a ce qu’elle
devienne claire. Par la suite, un volume de 0,4 ml de solution de neutralisation (1,32 M
acétate de potassium pH 5,1) a été ajouté rapidement et la suspension a éte mélangée par
inversion. Aprés une centrifugation de 5 minutes 2 10 000 x g & TP, le surnageant a été
récolté et déposé dans un tube contenant 1 ml de résine. La suspension a ét¢ mélangée a

1’aide d’une pipette automatique (Gilson) et déposée dans une seringue de 5 ml (Fisher)
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avec comme embout une mini-colonne (Promega). Un volume de 2 ml de la solution de
lavage (80 mM acétate de potassium, 40 pM EDTA, 8,3 mM Tris-HCI pH 7,5, 55 % (v/v)
éthanol) a été ajouté a la seringue. Par la suite, la mini-colonne a été déposée dans un tube
Eppendorf et le tube a été centrifugé 2 minutes 4 10 000 x g a TP. Pour éluer ’ADN
attaché a la résine, 50 pl d’H,O distillée chauffée & 55°C a été ajouté a la mini-colonne,
puis ’ADN a été recueilli par une centrifugation de 30 secondes a 10 000 x g a TP.
Finalement, I’ADN plasmidique extrait a été dosé au spectrophotométre a une longueur
d’onde de 260 nm (Appendice II) et la pureté de I’échantillon d’ADN a été déterminée par
un rapport des densités optiques a des longueurs d’ondes de 260 nm et 280 nm (Appendice

IT) ainsi que par une électrophorése en gel d’agarose 0,8 % (Appendice II, section 1.18).

La composition en nucléotides de I’insert a été révélée a I’aide d’un séquenceur
automatique “ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Perkin Elmer)” d’aprés la méthode de
Sanger, Nicklen et Coulson (1977). Cette technique est basée sur 1’ajout de
didéoxynucléotides par ’ADN polymérase du phage T7. L’amorce universelle sens (5’-
GTA AAA CGA CGG CCAG-3°), située en amont du site de restriction EcoR1 du vecteur
pCR2.1, ’'amorce anti-sens M13 (5°CAG GAA ACA GCT ATGA-3’) et ’amorce interne
721-742 (5’- GGC CTG TAA ATT TTC CAA GAA GA- 3’) ont été utilisées pour le

séquengage.

2.6 Sous-clonage du géne M dans le vecteur d’expression

pET21a(+)

2.6.1 Préparation du vecteur d’expression et du géne M

Les plasmides recombinants (pCR2.1-M) de la colonie positive (C7) préalablement
purifiés ainsi que le vecteur d’expression pET21a(+) (Figure 3) ont été digérés par les
enzymes de restriction, Ndel et Hind III. Dans un tube Eppendorf de 0,5 ml, les réactifs
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Figure 3 Sous-clonage du géne M de la souche influenza SwQc91 dans le vecteur
d’expression pET21a(+). D’aprés la représentation schématique de la compagnie Novagen
(2002).

Les fragments d’ADNc représentant le géne M, préalablement digérés des
plasmides recombinants pCR2.1-M, avec les enzymes de restriction Ndel et HindIII, ont été
clonés dans le vecteur d’expression pET21a(+). Ce plasmide présente une taille de 5,4 Kb
et des sites de reconnaissance pour plusieurs endonucléases de restriction. Il contient le
géne de résistance a I’ampicilline pour la sélection des plasmides recombinants, un site de
liaison pour les ribosomes (rbs), I’opérateur lac, une origine de réplication et I’origine de fl
de la transcription. De plus, il présente un promoteur T7 ainsi qu’une séquence T7 tag et
une séquence Histidine-Tag (His-Tag) pour la purification des protéines (non-illustré).
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suivants ont été déposés ; 2 pl de pCR2.1-M (C7) (0,36 pg/pl) ou 2 uli du vecteur
pET21a(+) (Invitrogen), 2 pl de tampon 10 X réactif 2 (GibcoBRL; 0,5 M Tris-HCI pH
8,0, 0,1 M MgCl,, 0,5 M NaCl), 10 unités de 1’enzyme Ndel (GibcoBRL), 10 unités de
’enzyme HindIII (GibcoBRL) et 9 pl d’H,O distillée stérile. Le mélange réactionnel a été
incubé pendant 70 minutes & 37°C. Par la suite, ADN digéré a été analysé par une
électrophorése en gel d’agarose 0,8 % tel que décrit précédemment (section 2.4) et purifié a

1’aide de la trousse Geneclean (section 2.5.1.1).

2.6.2 Clonage du géne M dans le vecteur pET21a(+)

Le clonage a été effectué d’aprés le protocole du manufacturier (Invitrogen). Dans
un tube Eppendorf de 0,5 ml ont été déposés les réactifs dans I’ordre suivant : 60 ng du
géne M purifié (C7), 60 ng du vecteur pET21a(+) linéarisé (section 2.6.1), 1 pl de tampon
de ligation 10 X (Invitrogen), 3,5 pl de I’enzyme ligase & ADN du phage T4 (1U/pl)
(GibcoBRL) et un volume d’H;O distillée a été ajouté pour compléter le volume & 10 pl.
Par la suite, ce mélange a été incubé 18 heures & 14°C permettant la ligation du vecteur et

du géne M suivi d’un entreposage a -20 °C.

2.6.3 Transformation des bactéries E. coli BL21(DE3)

La transformation des bactéries E. coli a été effectuée d’aprés les indications du
manufacturier (Stratagene). Dans un tube de propyléne contenant 100 pl de bactéries
BL21(DE3) compétentes (Stratagene) a été ajouté 1,7 pl de B-mercaptoéthanol 1,42 M
(Sigma) puis le tout a été mélangé doucement avec 1’embout d’une pipette automatique
(Gilson). Le tube a été incubé sur glace pendant 10 minutes, en prenant soin de mélanger a
toutes les deux minutes. Par la suite, 50 ng du produit de ligation (section 2.5.1.2) a été
ajouté au mélange, suivi d’une incubation de 30 minutes sur glace. Le tube a été transféré
dans un bain a 42 °C pendant 45 secondes puis déposé sur glace pendant deux minutes. Un
volume de 0,9 ml de milieu SOC (Appendice I, section 1.09C) a été ajouté au tube, suivi
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d’une incubation 4 37°C avec agitation constante (225-250 RPM) pendant 60 minutes. Des
volumes de 50 pl, 100 pl, 150 pi et 200 pi de la culture bactérienne ont été étalés sur des
Pétris de milieux LB avec agar noble (Difco) supplémentés de 100 pg/ml de carbanicilline
(Calbiochem) et les Pétris ont été incubés 18 heures a 37°C.

2.7 Expression de la protéine M1 recombinante

2.7.1 Criblage des colonies exprimant la protéine M1 recombinante

Quelques colonies obtenues lors de I’étape précédente (2.6.3) prélevées a I’aide
d’un fil bouclé, ont été transférées dans 2 ml de milieu LB avec 100 pg/ml de carbanicilline
(Calbiochem) et incubées 18 heures & 37°C avec agitation constante. Aprés I’incubation, un
volume de 200 pl de chaque suspension bactérienne obtenue a été déposé dans 1,8 ml de
milieu LB supplémenté de 100 pg/ml de carbanicilline. Par la suite, les cultures
bactériennes ont été incubées a 37°C jusqu’a I’obtention d’une absorbance située entre 0,6
et 0,8 lue 2 une longueur d’onde de 600 nm. Pour induire 1’expression de la protéine
recombinante, un volume de 20 pl d’isopropyl-1-8-thiogalactoside 100 mM (IPTG;
GibcoBRL) (Appendice I, section 1.09G) a été ajouté a chaque tube, suivi d’une incubation
de 90 minutes a 37°C avec agitation constante. Aprés I’incubation, les tubes ont été déposés
sur la glace, et un volume de 20 pl de phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride 100 mM (PMSF;
Sigma) (Appendice I, section 1.09) a été ajouté pour inhiber I’action des protéases
cellulaires. Par la suite, chaque culture bactérienne a été recueillie et transférée dans un tube
de 1,5 ml puis une centrifugation de 2 minutes & 10 000 x g & 4°C a permis de recueillir un
culot bactérien. Les culots ont été resuspendus dans 0,3 ml de PBS 10 mM pH 7,2
supplémenté de 1 mM de PMSF.

Pour sélectionner les colonies bactériennes qui expriment la protéine MI
recombinante (M1r), une électrophorése en gel de polyacrylamide composé d’un gel de
séparation de 12 % et d’un gel de chargement de 4 % a été effectuée. Un volume de 10 ul

de chaque échantillon a été mélangé a 10 pl de tampon échantillon 2 X et 4 pl de standard
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protéique “High Range” (GibcoBRL) comprenant la phosphorylase B (97,4 kDa), la BSA
(68,0 kDa), 1’ovalbumine (45,0 kDa), I’anhydrase carbonique (29,0 kDa), la B-
lactoglobuline (18,4 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa) ont été ajouté a 4 pl de tampon
échantillon 2 X. Ensuite, les échantillons ont été bouillis pendant 5 minutes. Les
échantillons ont par la suite été déposés dans les puits du gel puis la migration a été
effectuée en appliquant les conditions électrophorétiques décrites a la section 2.1.5 puis le
gel a été coloré (section 2.1.5). Chacune des colonies exprimant la protéine recombinante a

été conservée a -80°C.

2.7.2 Analyse des niveaux d’expression de la protéine M1 recombinante

Certains paramétres tels que la température, le temps d’incubation et la
concentration d’IPTG ont été évalués pour déterminer les conditions optimales
d’expression de la protéine Mlr. Ainsi, 24 tubes de suspensions bactériennes ont été
préparés comme suit : un volume de 200 pl d’une culture bactérienne exprimant la protéine
Mlr a été déposé dans 1,8 ml de milieu LB avec carbanicilline. Ensuite, chaque tube a ét¢
incubé a 37°C jusqu’a 1’obtention d’une absorbance située entre 0,6 et 0,8 lue a une
longueur d’onde de 600 nm. Par la suite, les tubes ont été groupés par 4 et divisés en 6
séries, ils ont été incubés a divers temps (2, 4, 8 et 18 heures), 2 une température
déterminée (25°C, 28°C, 33°C et 37°C) avec 0,5 mM ou 1 mM d’IPTG. Par la suite, les
échantillons ont été récoltés selon les conditions décrites a la section 2.7.1. Pour déterminer
les conditions optimales d’expression, une électrophorése en gel de polyacrylamide 12 % a
été réalisée telle que décrite a la section 2.1.5. Un volume de 10 pl de chaque échantillon a
été mélangé a 10 pl de tampon échantillon 2 X et 4 pl de standard de masse moléculaire
High range 18,4 kDa-97,4 kDa (GibcoBRL) a été ajouté & 4 pl de tampon 2 X, suivi d’une
incubation & 100°C pendant 5 minutes. Ensuite, les échantillons ont été déposés dans les
puits du gel puis la migration a été effectuée en appliquant les conditions électrophorétiques

décrites a la section 2.1.5, suivi d’une coloration.
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2.7.3 Analyse de la solubillisation de la protéine M1 recombinante

Aprés avoir déterminé les conditions optimales d’expression, la solubilité de la
protéine recombinante exprimée a été analysée. L’échantillon bactérien exprimant la
protéine MIr incubé a 37°C pendant 8 heures avec 0,5 mM d’IPTG obtenu a la section
précédente, a été sélectionné pour 1’évaluation de la solubilité de la protéine recombinante.
Ainsi, aprés la resuspension du culot bactérien dans un volume de 0,3 ml de PBS, celui-ci a
été traité aux ultra-sons 3 fois pendant 10 secondes & 30 MHz a I'aide du Sonic
Dismembrator (Fisher, Scientific, Farmingdale, New York, USA). Suite a la sonication, le
lysat bactérien a été centrifugé pendant 2 minutes a 10 000 x g, et le surnageant a été
récolté. Le culot a été resuspendu dans un volume 50 pl de tampon échantillon 2 X et un
volume de 30 pl du surnageant a été mélangé a un volume égal de tampon échantillon. Les
échantillons ont été incubés 5 minutes a 100°C, suivi d’une analyse sur gel de

polyacrylamide 12 % d’aprés les conditions électrophorétiques de la section 2.1.5.

Les protéines recombinantes ont été solubilisées par un traitement impliquant des
agents dénaturants et réducteurs (SDS, p-mercaptoéthanol). Un volume de 100 pul de
tampon échantillon 2X supplémenté de 100 mM de Tris-HCl pH 7,5 était ajouté au culot

bactérien, suivi d’une incubation de 30 minutes a 50°C.

2.7.4 Production de la protéine M1 recombinante

Un volume de 200 m] de milieu LB supplémenté d’antibiotique a été inoculé de 1
ml de suspension bactérienne exprimant la protéine M1 recombinante, puis incubé a 37°C
jusqu’a I’obtention d’une absorbance située entre 0,6 et 0,8 lue a une longueur d’onde de
600 nm. Par la suite, I’induction de 1’expression de la protéine a été réalisée en incubant les
suspensions bactériennes & 37°C pendant 8 heures avec 0,5 mM d’IPTG. Ensuite, les
conditions décrites a la section 2.7.1 ont été appliquées en ajustant toutefois les volumes
d’IPTG, de PMSF et de PBS.
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2.7.5 Purification de la protéine M1 recombinante

L’appareil électrophorétique “Protein Cell Slab” (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA., USA) a été utilisé pour la purification de la protéine Mlr d’aprés les directives du
manufacturier. Un volume de 1,2 ml de culture bactérienne obtenue a I’étape précédente a
été déposé dans un tube Eppendorf puis les protéines ont été solubilisées d’aprés les
conditions décrites  la section 2.7.3. L’échantillon a été déposé a 1’aide d’une seringue de
5 ml munie d’une aiguille 23 G (Fisher) dans le puits large d’un gel de polyacrylamide
composé d’un gel de chargement de 4 % et d’un gel de séparation de 12 %. (Appendice I,
section 1.04). Un volume de 4 pl de marqueur de masse moléculaire High Range (Gibco
BRL) a été déposé dans le puits étroit. La migration des échantillons a été effectuée a S0V
pendant 18 heures & I’aide d’un générateur de courant Bio-Rad 250/2,5 dans un tampon
d’électrophorése. Aprés I’électrophorése, les extrémités du gel ont été découpées d’apres la
méthode suggérée par Arora (1992), puis colorées avec une solution de bleu de Coomassie
(Sigma), selon les conditions décrites & la section 2.1.5. Avec les extrémités colorées
remises sur le gel, la bande correspondant a la protéine M1 recombinante (environ 28 kDa)
a été extraite a 1’aide d’un scalpel. Par la suite, les protéines ont été électroéluées dialysées
et concentrées selon les conditions décrites 2 la section 2.2 et la pureté des échantillons a

été analysée sur un gel de polyacrylamide de 12 %.

2.8 Evaluation de I’antigénicité de la protéine M1 recombinante

2.8.1 Transfert électrophorétique

Pour démontrer la réactivité d’un sérum de porc polyclonal anti-SwQc91 avec la
protéine matrice recombinante, un immunobuvardage a été réalisé d’aprés la méthode
suggérée par Sambrook, Fritsh et Maniatis, (1989). Les solutions et tampons utilisées pour
le transfert sont décrits dans la section 1.12 de I’Appendice I. Le transfert électrophorétique

a été réalisé en préparant un gel de séparation de 12 % et un gel de chargement de 4 %.
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2.9 Evaluation de P’immunogénicité de la protéine Ml

recombinante

2.9.1 Immunisation

La méthode d’immunisation des souris a été réalisée d’apres le manuel Antibodies
(Harlow et Lane, 1988). Ainsi, des souris BALB/c (Charles River, St-Constant, Québec)
femelles, dgées de 6 semaines et divisées en trois groupes de 3 souris ont été utilisées.
Chaque groupe de souris a été immunisé avec un antigéne différent. Les souris du groupe 1
ont été immunisées avec du PBS 10 mM pH 7,2 (témoin négatif), celles du groupe 2 ont €té
immunisées avec la protéine M1 virale purifiée (témoin positif) et les souris du groupe 3
ont été immunisées avec la protéine Mlr purifiée. Les souris ont été injectées a trois
reprises, a 14 jours d’intervalle de fagon intrapéritonéale a 1’aide d’une seringue de 1 ml

(Fisher) munie d’une aiguille 26 G (Fisher).

A chacune des injections, une quantité de 50 pg de protéine a été administrée aux
souris des groupes 2 et 3. Le volume d’échantillon de protéine a injecter était complété a
250 pl avec du tampon PBS 10 mM pH 7,2. Lors de la premiére injection, les souris des
groupes 1 4 3 ont reu 0,5 ml d’une émulsion formée de 250 pl d’antigéne et 250 ul
d’adjuvant de Freund complet (Difco). Lors des injections de rappel, données
respectivement au jour 14 et 28, les souris ont recu les méme doses d’antigéne mais
jumelées avec I’adjuvant de Freund incomplet. Des échantillons sanguins ont été prélevés
au niveau du sinus veineux de 1’orbite oculaire, aux jours 0 (sérum pré-immun), 24, 38 et
54.

2.9.2 Test ELISA indirect

Le test ELISA indirect a été réalisé avec des sérums de souris immunisées (PBS,

M1 virale, M1 recombinante) pour démontrer leur réactivité contre la protéine M1 virale.
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Le test ELISA indirect a été réalisé d’aprés la méthode retrouvée dans le manuel Antibodies
(Harlow et Lane,1988). La premiére étape a été d’ajuster la concentration de protéine M1
virale purifiée 2 1 pg/ml dans du tampon carbonate (0,05 M Na,C0;-NaHCO; (Baker), pH
9.6) (Appendice I, sectionl.13A). Par la suite, un volume de 50 pl de cette solution
préparée, a été déposé dans les puits d'un plateau de 96 puits a fonds plats (Linbro/Titertek,

ICN), suivi d’une incubation 18 heures a 4°C.

Aprés I’incubation, les puits ont été lavés a deux reprises avec 0,3 ml d’une solution
de lavage (PBS, Tween-20, 0,05 %) puis saturés en ajoutant un volume de 0,3 ml d'une
solution de blocage composée de 2% (p/v) BSA et 0,1% (v/v) Tween-20 dans 10 mM de
PBS a pH 7,2 (Appendice 1, section 1.13D). Aprés une incubation de 2 heures a TP, une
série de trois lavages a été effectuée avec 0,3 ml de solution de lavage. Par la suite, un
volume de 50 pl de solution de dilution composée de 1% BSA et 0,05% Tween-20
(Appendice I, section 1.13E) a été ajoutée dans tous les puits des colonnes 2 4 10. Un
volume de 100 pl des sérums de tous les groupes, dilués 1 :500 dans la solution de dilution,
a été ajouté dans la premiére colonne. Par la suite, des dilutions sérielles des sérums ont été
effectuées en duplicata et les plateaux ont été incubés pendant 60 minutes & TP. Une fois
I’incubation terminée, les puits ont été lavés a cinq reprises avec 0,3 ml de la solution de
lavage et un volume de 50 pl d'un anticorps secondaire de chévre couplé a la peroxydase
(Bio-Rad) dilué 1 : 4000 avec le tampon de dilution a été ajouté & tous les puits. Aprés une
incubation de 60 minutes & TP, les puits ont été lavés cinq fois avec 0,3 ml de solution de
lavage. Pour révéler les réactions antigénes-anticorps, un volume de 100 pl d'une solution
composée de 0,4% d'hypochlorure d'orthophényléne diamine (OPD, Sigma Chemical, Co.,
St-Louis, Missouri, USA) et 0,012% H,0, a été ajouté dans tous les puits. Ensuite, les
plateaux ont été incubés a la noirceur pendant 15 min a TP et l'ajout dans tous les puits d'un
volume de 100 pl d'une solution de HC1 IN a permis d’arréter la réaction enzymatique.
L'absorbance de chaque puits a été lue A une longueur d’onde de 492 nm. (Benchmark
Microplate reader, Bio-Rad, CA, USA).
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2.10 Utilisation de la protéine M1 recombinante dans un test
sérologique diagnostique de I’influenza porcin

Un test ELISA utilisant la protéine M1 recombinante purifiée a été développé pour
détecter les anticorps anti-M1 chez des sérums de porcs. Le test IHA utilisé comme test

sérologique de référence a permis de démontrer la valeur diagnostique du test développé.

2.10.1Sérums de porcs

Les sérums de porcs utilisés pour le test THA et pour le test ELISA ont été obtenus
de la ferme Robert Lefebvre (St-Hugues, Québec) en 1995, chez des porcs de race Suides.
Les sérums 1 a 11 (IAF-1443) ont été prélevés chez des porcelets, alors que les sérums 12 a
31 (IAF-1371) proviennent de porcs reproducteurs. De plus, un sérum pré-immun de porc
obtenu du laboratoire du Dr. Serge Dea, ainsi qu’un sérum de porc hyperimmun anti-
SwQc91 ont été utilisés respectivement comme témoin négatif et positif dans le test

ELISA-Mlr.

2.10.2Test ELISA indirect avec la protéine M1 recombinante (ELISA-
Milr)

Le test ELISA-M1r a été réalisé avec des sérums de porcs (section 2.10.1) pour
démontrer 1a présence d’anticorps contre la protéine M1 du virus influenza. Les dilutions
optimales de 1’antigéne et du sérum ont été préalablement déterminées par une titration en
échiquier avec diverses concentrations de protéine Mlr (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 et 1 pg/ ml) et
plusieurs dilutions (1/10, 1/20, 1/30, 1/40 et 1/50) de sérums pré-immun et immun (anti-
SwQc91) de porc. La dilution optimale a été fixée a 1:10 pour les sérums de porc a tester et
4 1:1000 pour la protéine Mlr, ce qui correspond a une concentration de 0,6 pg/ml. Pour
chaque test ELISA, un sérum témoin positif (sérum anti-SwQc91) et un sérum témoin

négatif (sérum pré-immun) ont été inclus pour calculer le pourcentage de réactivité. Les
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solutions de blocage du plateau ELISA composées de BSA et de lait en poudre ont été
inspirée de 1’étude de van der Leek, Dame et Litter (1992) pour diminuer le bruit de fond
associé aux sérums de porc et accentuer la discrimination entre les sérums négatifs et

positifs a I’influenza.

Ainsi, la concentration de protéine M1r a été ajustée a 0,6 pg/ml dans du tampon
carbonate (0,05 M Na,C0;-NaHCO0; pH 9,6) (Appendice I, section 1.13A) puis un volume
de 50 pl a été absorbé au fond des puits d’un plateau de 96 puits a fonds plats
(Linbro/Titertek, ICN), pendant 18 heures a 4°C. Une fois I’incubation terminée, les puits
ont été lavés a deux reprises avec la solution de lavage (Appendice I, section 1.13C). Par la
suite, les puits ont été saturés en ajoutant un volume de 0,3 ml d'une solution de blocage
composée de 2% (p/v) BSA et 10 % (p/v) sucrose dans 10 mM de PBS a pH 7,2
(Appendice I, section 1.14A), suivi d’une incubation de 1 heure a 37°C. Suite a deux
lavages avec 0,3 ml de solution de 0,05 % Tween-20 dans 10 mM de PBS pH 7,2, un
volume de 0,3 ml d’une solution de blocage composée de 10 % lait en poudre (Carnation)
et 0,1 % Tween-20 (Sigma) dans 10 mM PBS a pH 7,2 a été ajouté a tous les puits. Le
plateau a été incubé a 37°C pendant 1 heure et les puits ont de nouveau été laves a trois
reprises avec 0,3 ml de solution de lavage. Aprés la derniére étape de lavage, trente sérums
de porcs (section 2.10.1) ainsi qu’un sérum de porc pré-immun et immun anti-SwQc91
(témoins négatif et positif) ont été dilués dix fois dans une solution composée de 1 % BSA,
5 % sucrose, 5 % lait en poudre, 0,05 % Tween-20 (Appendice I, section 1.14C) Un
volume de 50 pl de chacun des sérums a été ajouté dans les puits en duplicata et le plateau a
été incubé pendant 60 minutes & TP. Aprés I’incubation, les puits ont été lavés a cinq
reprises puis un volume de 50 pl d'un anti-IgG de porc couplé a la peroxydase (Sigma)
dilué 1 : 500 avec la solution de dilution a été ajouté a tous les puits. Aprés une incubation
de 60 minutes 3 TP, une derniére série de sept lavages a été effectuée avec 0,3 ml de
solution de lavage. Ensuite, la révélation des réactions antigéne-anticorps s’est déroulée
d’aprés les conditions décrites a la section 2.9.2. Les valeurs obtenues ont été transformées

et exprimées en pourcentage de réactivité (Appendice II, section 1.20)
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2.10.3Test d’inhibition de I’hémagglutination (IHA)

Dans le but de déterminer la présence d’anticorps spécifiques 4 1’hémagglutinine du
virus influenza chez des sérums de porcs, le test sérologique classique, le test THA a été
réalisé d’aprés la méthode du WHO Collaborating Centers for Reference and Research on
Influenza (1982).

2.10.3.1 Inactivation des inhibiteurs non spécifiques des sérums

Les sérums de porc (section 2.10.1) ainsi qu’un témoin positif et négatif
correspondant respectivement a un sérum de porc anti-SwQc91 et un sérum de porc pré-
immun, ont été traités avec 1’enzyme RDE (Receptor destroying enzyme; Whitteker) pour
inhiber les agglutinations non-spécifiques. Ainsi, un volume de 0,4 ml de solution-stock de
RDE (100 U/ml) a été ajouté 4 0,1 ml de chacun des sérums dans un tube Eppendorf. Les
tubes ont été agités et incubés a 37°C pendant 18 heures dans un bain-marie. Aprés
I’incubation, un volume de 0,5 ml solution de sodium citrate 1,5 % (Appendice I, section
1.15C) a été ajouté a chacun des tubes, suivi d’une incubation de 30 minutes & 56°C. Par la
suite, un volume de 50 pl de globules rouges a été ajouté 4 1 ml de sérum traité, suivi d’une
incubation 4 4°C pendant 60 minutes avec agitation constante. Aprés I’incubation, les tubes
ont été centrifugés 4 900 x g pendant 5 minutes, puis le surnageant a été recueilli. Les

sérums traités ont été conservés a -20°C jusqu’a leur utilisation.

2.10.3.2 Description du test d’inhibition de ’hémagglutination

La souche virale SwQc91 purifiée lors de ce projet (section 2.1.2) et la souche
SwQc81 purifiée disponible dans le laboratoire du Dr. Arora ont été utilisées pour réaliser
le test IHA. Aprés avoir ajusté les suspensions virales & 4 HA/0,025 ml, un volume de
0,025 ml de PBS a été déposé dans les puits 2 & 10 du plateau. Par la suite, un volume de
0,05 ml de chacun des sérums de porc traités a été ajouté en duplicata dans la premiére

rangée du plateau, et des dilutions sérielles du sérum en base deux ont été effectuées en
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prélevant 0,025 ml. Un volume de 0,025 ml de suspension virale a été ajouté a tous les
puits, suivi d’une incubation de 45 minutes 4 TP. Ensuite, une préparation de 0,05 ml
d’érythrocytes de coq 0,5 % (Centre de biologie expérimentale) (Appendice I, section 1.15)
a été déposée dans chacun des puits du plateau. Les plateaux ont été incubés 45 minutes a
TP et le titre THA des différents sérums a été déterminé selon la réciproque de la plus haute
dilution du sérum présentant une inhibition compléte d’hémagglutination. Le titre [HA de
plusieurs sérums de porcs a été déterminé pour démontrer la présence d’anticorps dirigés

contre I’hémagglutinine.

2.10.4 Test ELISA avec la protéine M1 virale

Le test ELISA avec la protéine M1 virale a été réalisé avec des sérums de porcs
(section 2.10.1) pour démontrer la présence d’anticorps contre la protéine M1 du virus
influenza. La concentration de protéine M1virale a été ajustée 4 1 pg/ml dans du tampon
carbonate (0,05 M Na,C0;-NaHCO; pH 9,6) (Appendice I, section 1.13A) et puis un
volume de 50 pl a été absorbé au fond des puits d’un plateau de 96 puits & fonds plats
(Linbro/Titertek, ICN) pendant 18 heures 4 4°C. Le test ELISA a par la suite été réalisé

d’aprés le protocole décrit 4 la section 2.10.2.
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3 Résultats

3.1 Souche virale SwQc91

3.1.1 Purification de la souche virale

Un volume de 1,2 litre de liquide allantoique obtenu suite a I’inoculation d’oeufs
embryonnés avec une suspension virale de SwQc91, a été concentré et purifié selon la
méthode de Arora et al., (1985) (section 2.1.2). La suspension virale purifié¢e SwQc91
présentait une concentration protéique de 9,0 mg/ml et une activité hémagglutinante de 3,07
X 10° UHA/ml avec une activité spécifique de 3,4 x 10 UHA/mg.

3.1.1.1 Analyse par SDS-PAGE de la suspension virale purifiée

La pureté du virus a été analysée par le profil polypeptidique de la suspension virale
SwQc91 sur gel de polyacrylamide 12 % selon la méthode de Laemmli (1970) (Figure 4).
Les protéines du virus SwQc91 ont été identifiées a I’aide du profil polypeptidique observé
par N’Diaye (1995). En conditions non-réductrices (puits #3), le profil polypeptidique
permet d’observer plusieurs bandes protéiques correspondant a la forme dimérique (130
kDa) et monomérique (66 kDa) de la protéine HA, la forme oligomérique de NA (120
kDa), les protéines NP (56 kDa) et M1 (28 kDa). En conditions réductrices (puits 2), en
plus des protéines NP et M1, les sous-unités HA; (46 kDa) et HA; (approximativement 26

kDa) sont visibles.

3.2 Analyse de la pureté de la protéine M1 virale

Aprés avoir purifié la souche virale SwQc91, la protéine M1 virale a été extraite de

la préparation virale par la méthode d’électroélution décrite a la section 2.7.5. Aprés la
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Figure 4 Analyse par SDS-PAGE du profil polypeptidique de la souche virale SwQc91
purifiée.

Les virions présents dans le liquide allantoique infecté par la souche SwQc91 ont
été concentrés par ultracentrifigation a I’aide de gradient discontinu de saccharose (section
2.1.2). Les virus purifiés ont été solubilisés avec le tampon 2X avec ou sans B-
mercaptoéthanol et leur contenu protéique a été analysé par électrophorése en gel de
polyacrylamide tel que décrit dans la section matériel et méthodes (section 2.1.5). Les
protéines ont été révélées en utilisant le bleu de Coomassie.

Puits # 1 : Marqueurs de masse moléculaire
Puits # 2 : Virus SwQc91 en conditions réductrices
Puits #3 : Virus SwQc91 en conditions non-réductrices

Les protéines virales observées correspondent & I'HA (hémagglutinine), la NA
(neuraminidase), la NP (nucléoprotéine) et la protéine M1.
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dialyse, la pureté de la protéine M1 virale a été analysée par migration dans un gel de
polyacrylamide en présence de SDS. La Figure 5 démontre la pureté de la protéine Ml

virale qui présente une seule bande a 28 kDa (puits #3).

3.3 Extraction de DPARN viral, transcription inverse et
amplification par polymérisation en chaine de ’ADNc

Les ARN viraux ont été extraits a 1’aide du TRIzol. Avec un volume de 3 ml de
liquide allantoique, une quantité totale ’ ARNV de 8 pg a été obtenue. Suite & ’extraction
des ARN viraux, PARNv du segment 7 codant les protéines de la matrice, a été
inversement transcrit en ADNc par réaction de transcriptase inverse et amplifié par
polymérisation en chaine (PCR) avec les amorces sens M/F 26-43 et anti-sens M/R 978-
996 (section 2.4.1). Le puits 2 de la Figure 6 montre un fragment d’ADNc d’une taille
approximative de 1,027 Kb correspondant & la masse moléculaire de ’ADN codant les
protéines de la matrice (géne M). Aucune bande n’a été démontrée dans le puits

correspondant au témoin négatif.

3.4 Clonage du géne M dans le vecteur pCR 2.1

Aprés avoir extrait du gel d’agarose, les fragments d’ADNc codant pour les
protéines de la matrice, ceux-ci ont été clonés dans le vecteur pCR2.1 puis les plasmides
recombinants ont été utilisés pour transformer des bactéries compétentes tel que décrit a la
section 2.5. Suite au criblage des colonies recombinantes, I’ADN plasmidique extrait a été
digéré avec I’enzyme de restriction EcoR1 afin de vérifier la présence de I’insertion
correspondant au géne M. La Figure 7 montre le profil électrophorétique sur gel d’agarose
des produits de digestion des plasmides recombinants. Cette figure permet d’observer un
fragment d’ADN de 3,9 Kb représentant le vecteur linéarisé pCR2.1 ainsi qu’un fragment
1,027 Kb correspondant au géne M. Les colonies C5, C7, C10 et Cl1 contiennent
I’insertion (Figure 7).
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Figure 5 Analyse par SDS-PAGE de la pureté de la protéine M1 virale.

Le virus SwQc91 purifié a été solubilisé avec un tampon échantillon 2X, puis
déposé dans un puits d’un gel de polyacrylamide. Aprés la migration des échantillons, les
gels ont été incubés dans une solution de CuSO4 - 5H;0, puis la bande correspondant a la
protéine M1 virale a été excisée du gel. Par la suite, les protéines ont été électroéluées
dialysées et concentrées (section 2.2). L’analyse de la pureté a été réalisée par SDS-PAGE
d’aprés la technique de la section 2.1.5.

Puits #1 : Marqueurs de masse moléculaire
Puits #2 : Virus SwQc91

Puits #3 : Protéine M1 virale purifiée
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Figure 6 Electrophorése en gel d’agarose du fragment d’ADNc correspondant au géne de la
matrice de la souche virale porcine SwQc91 produit par RT-PCR

L’extraction de I’ARN viral a été réalisée selon la méthode décrite par
Chomczynski et Sacchi (1987) a partir du virus SwQc91 purifié (section 2.3) Les réactions
de RT-PCR ont été réalisées d’aprés la technique décrite a la section 2.4 avec des amorces
spécifiques au géne M qui code la protéine M1. Les produits de RT-PCR ont été analysés
par une électrophorése sur gel d’agarose, coloré avec une solution de bromure d’éthidium et
exposé aux rayons UV. Le témoin négatif correspond a la réaction de PCR sans ADNc.

Puits 1 : Marqueurs de masse moléculaire
Puits 2 : Témoin négatif

Puits 3 : ADNc codant les protéines de la matrice de la souche SwQc91
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Figure 7 Electrophorése en gel d’agarose des plasmides recombinants pCR2.1-M extraits de
colonies recombinantes Top 10 aprés digestion avec 1’enzyme de restriction EcoR1.

Aprés le clonage du géne M dans le vecteur pCR2.1 et la transformation des
bactéries, I’ADN plasmidique de chacune des colonies a été extrait selon la technique
décrite dans la section 2.7.1. L’ADN plasmidique a été digéré avec I’enzyme de restriction
EcoR1 et analysé par une électrophorése en gel d’agarose, coloré avec une solution de
bromure d’éthidium et visualisé a ’aide d’une exposition aux rayons UV.

Puits 1 : Marqueurs de masse moléculaire

Puits 2 & 5 : Plasmides recombinants des colonies C5, C7, C10 et C11
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3.5 Comparaison des séquences en nucléotides et en acides aminés

Suite a la sélection des colonies recombinantes contenant 1’insertion, le clone C7 a
été choisi pour le séquengage. L’ADN plasmidique de cette colonie a €été purifié par la
méthode de lyse alcaline et séquencé a I’aide d’amorces spécifiques d’aprés la méthode
décrite 2 la section 2.5.2. La séquence du géne M de la colonie C7 a été comparée avec la
séquence de référence de la souche virale porcine SwQc91 publiée par Welman et Arora
(2000). La Figure 8 démontre que la séquence nucléotidique du géne M de la colonie C7 est
composée des 1027 nucléotides requis, aucune insertion ou délétion nucléotidique n’est
observée. Par contre, quelques substitutions de nucléotides ont été observées, lorsque la
séquence du géne M de la colonie C7 est comparée a la séquence publiée. En effet, il a été
possible de noter la présence de 5 changements aux niveaux des nucléotides 64, 139, 141,
373 et 542 ce qui représente une homologie de 99,5 % avec la séquence de référence. Il

aurait tout de méme été préférable de séquencer plusieurs colonies.

De plus, il a été possible de noter que la séquence nucléotidique du géne M présente
un codon d’initiation au nucléotide # 26 et un codon de terminaison de traduction au
nucléotide # 784 pour la protéine M1. Par contre, le cadre de lecture de la protéine M2
débute au nucléotide # 26 jusqu’au nucléotide # 52, puis continue du nucléotide # 741 a #
1007 tel qu’indiqué sur la séquence. Par la suite, la séquence en aa de la protéine M1 de la
colonie C7 a été comparée avec la séquence protéique de référence de la souche virale
SwQc91 publiée par Welman et Arora, (2000). Ainsi, la séquence de la protéine M1 de la
colonie C7 est formée de 252 aa, tout comme la séquence de référence (Figure 9). Par
contre, un seul changement d’aa a la position 173 a été observé, un aa isoleucine a été
substitué par un résidu valine, une mutation neutre qui ne change pas les propriétés
biochimiques de 1a protéine. D’autre part aucun des épitopes de la protéine M1 n’est affecté
par cette mutation. Finalement, la séquence polypeptidique de la colonie C7 présente une

homologie de 99,6 % avec la séquence de référence.
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Figure 8 Comparaison de la séquence nucléotidique de I’insertion d’ADNc du géne M dela
souche virale SwQc91 extrait d’une colonie recombinante avec la séquence de référence.

L’ADNc extrait de la colonie C7 a été séquencé & ’aide de I’amorce universelle
sens située en amont du site de restriction EcoR1 du vecteur pCR2.1 et des amorces anti-
sens M13 et M/R 721-742 selon la méthode de Sanger, Nicklen et Coulson (1977). La
séquence nucléotidique obtenue, a été comparée avec la séquence de référence du géne M
de la souche virale SwQc91 publiée par Welman et Arora (2000) (GenBank #AF183004).

(A) : Adénosine

(T) : Thymidine

(C) : Cytosine

(G) : Guanidine

(.) : méme nucléotide

(—) : nucléotides appartenant a la séquence codante de la protéine M1

(*) : nucléotides appartenant a la séquence codante de la protéine M2
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Figure 9 Comparaison de la séquence en aa de la protéine M1 de la souche virale SwQc91
obtenue, avec la séquence de référence.

La séquence nucléotidique de I’insertion d’ADNCc de la colonie 7, a été traduite en
aa puis elle a été comparée avec la séquence de référence de la protéine M1 publiée par
Welman et Arora (2000) (GenBank #AAG28376). La protéine M1 présente quatre sites
antigéniques (Ye, Baylor et Wagner, 1989). L’épitope 1 (*) situé entre les aa 46-89,
I’épitope 2 () situé entre les aa 129-164 et les épitopes 3 et 4 situés entre les aa 45-119
(*). La liste des abréviations des aa est donnée en page xii.
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3.6 Sélection des colonies exprimant la protéine Ml

recombinante

Aprés avoir sélectionné les colonies recombinantes possédant le géne M, celui-ci a
été sous-cloné dans le vecteur d’expression pET21a(+), puis les plasmides recombinants
ont été utilisés pour transformer des bactéries compétentes, celles-ci ont été incubées a
37°C pendant 90 minutes avec 1 mM d’IPTG, afin d’induire I’expression de la protéine
MIr. Une électrophorése en gel de polyacrylamide (gel de séparation: 12 %, gel de
chargement 4%), a permis ’analyse des profils polypeptidiques afin de déterminer les
colonies exprimant la protéine recombinante. Les résultats obtenus démontrent que les
colonies Cl1 a4 C6 (Figure 10) présentent une protéine abondante ayant une masse
moléculaire de 28 kDa. Cette protéine correspond a la protéine Mlr car elle n’apparait pas

au niveau des profils du lysat bactérien transformé avec le plasmide parental (puits #2).

3.7 Etude des niveaux d’expression de la protéine Ml

recombinante

Les niveaux d’expression de la protéine M1r ont été analysés afin de déterminer les
conditions optimales d’expression de la protéine MIlr certains paramétres tels que la
température (25, 28, 33 et 37°C), le temps d’incubation (2, 4, 8 et 18 heures) et la
concentration d’IPTG (0,5 mM et 1 mM) ont été analysés. Une analyse des échantillons par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (Figure 11, Gel A) démontre qu’a une
température de 25°C, D’expression de la protéine MIlr est visible aprés 18 heures
d’incubation avec des concentrations en IPTG de 0,5 mM ou 1 mM. L’incubation des
bactéries & 28°C, a 33°C et 37°C (Figure 11, Gel B, C et D) dans les mémes conditions
expérimentales, montre la présence de la protéine Mlr aprés une induction de 2, 4, 8 et 18
heures. A une température de 37°C, la quantité de protéine produite avec des concentrations

d’inducteur de 0,5 mM et 1 mM, semble similaire. D’aprés 1’intensité des bandes
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Figure 10 Profil électrophorétique de lysats de bactéries compétentes BL21(DE3)
transformée avec le plasmide pET21(a+)-M exprimant la protéine M1 recombinante

L’expression de la protéine recombinante dans les bactéries E. coli BL21(DE3)
transformées avec le plasmide parental ou recombinant a été induite avec une concentration
finale d’IPTG de 1 mM. Par la suite, chaque suspension bactérienne a été solubilisée puis
analysée par une électrophorése en gel de polyacrylamide (section 2.7). Les protéines ont
été révélées par une coloration au bleu de Coomassie.

Puits #1 : Marqueurs de masse moléculaire

Puits #2 : Suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide parental
pET21a (+)

Puits #34 8 : Suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide
recombinant pET21a(+)-M (colonie C1 a C6)
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Figure 11 Effet des variations de la température, du temps d’incubation et de la
concentration d’IPTG sur I’expression de la protéine M1 recombinante par des bactéries
compétentes BL21(DE3).

Les figures A B, C et D représente la cinétique d’expression de la protéine M1r aux
différentes températures (25°C, 28°C, 33°C et 37°C), aux différents temps d’incubation (2,
4, 8 et 18 heures) avec une concentration de 0,5 mM ou 1,0 mM d’IPTG. Chaque
suspension bactérienne a été solubilisée puis analysée par une électrophorése en gel de
polyacrylamide (section 2.7.2). Une suspension de bactéries transformées avec le plasmide
parental a été déposée dans le puits #2 des figures A et B. Les protéines ont été révélées
par une coloration au bleu de Coomassie. L’échantillon de marqueurs de masse moléculaire
a été déposé dans le premier puits de chaque gel.
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protéiques, les conditions optimales d’expression de la protéines recombinantes sont
atteintes en incubant les suspensions bactériennes 4 37°C pendant 8 heures en présence de
0,5 mM d’IPTG. En plus d’étre optimales, ces conditions d’expression réduisent le coiit et

le temps associés a la production de la protéine.

3.8 Solubilisation de la protéine M1 recombinante

Aprés avoir déterminé les conditions optimales d’expression de la protéine Mlr,
]’analyse sa solubilité a été réalisée a I’aide d’une électrophorése en gel de polyacrylamide
(Figure 12). Aprés I’induction de 1’expression de la Mlr avec 0,5 mM d’IPTG pendant 8
heures 4 37°C, il a été possible d’observer que suite a une bréve sonication, la Mlr se
retrouve principalement dans le culot bactérien. Ainsi, les protéines recombinantes ont été

solubilisées a 1’aide d’un traitement impliquant le SDS et le B-mercaptoéthanol.

3.9 Production et purification de la protéine M1 recombinante

Aprés avoir déterminé les conditions optimales d’expression, la protéine Ml
recombinante a été produite dans un volume de 400 ml de milieu LB, qui a été incubé
pendant 8 heures 4 37°C avec une concentration d’IPTG de 0,5 mM. Suite au traitement de
solubilisation impliquant le SDS et le B-mercaptoéthanol, la protéine M1 recombinante a
été purifiée par excision de la bande (28 kDa) correspondant a celle-ci sur un gel de
polyacrylamide (12%). Le recouvrement de la protéine Mlr a été réalisé par la méthode
d’électroélution et 1’échantillon protéique a été dialysé et concentré (section 2.7.5). Une
électrophorése en gel de polyacrylamide (gel de séparation : 12 %, gel de chargement 4%),
a permis 1’analyse de la pureté des protéines M1 recombinantes (Figure 13). Les résultats
obtenus démontrent que la Mlr purifiée forme une seule bande & 28 kDa (puits #3)

contrairement au lysat bactérien (puits #2).
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Figure 12 Effet de la sonication de lysats de bactéries BL21(DE3) exprimant la protéine M1
recombinante.

L’expression de la protéine MIr a été induite en conditions optimales dans les
bactéries E. coli BL21(DE3) transformées avec le plasmide recombinant avec 0,5 mM
d’IPTG. Le culot bactérien a été récolté puis resuspendu dans un tampon PBS. Chaque
suspension a été soniquée puis les fractions recueillies (culot et surnageant) ont été
solubilisées puis analysées par électrophorese en gel de polyacrylamide (section 2.7.3). Les
protéines ont été révélées par une coloration au bleu de Coomassie.

Puits #1 : Marqueurs de masse moléculaire

Puits #2 : Suspension bactérienne transformée avec les plasmides recombinants pET2 1a(+)-
M.

Puits #3: Surnageant de la suspension bactérienne transformée avec les plasmides
recombinants pET21a(+)-M suite a une sonication.

Puits #4 : Culot de la suspension bactérienne transformée avec les plasmides recombinants

pET21a(+)-M suite a une sonication.
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Figure 13 Analyse par SDS-PAGE de la pureté de la protéine M1 recombinante.

L’expression de la protéine Mlr a été induite en conditions optimales dans les
bactéries BL21(DE3) transformées avec le plasmide recombinant, avec 0,5 mM d’IPTG. Le
culot bactérien a été récolté puis resuspendu dans un tampon PBS. Suite au traitement de
solubilisation impliquant le SDS et le B-mercaptoéthanol, le surnageant a été déposé dans
un puits du gel de polyacrylamide puis aprés la migration, la bande de protéine
correspondant a la Mlr a été excisée. Aprés I’électroélution et la dialyse (section 2.7.5),
I’analyse de la pureté de I’échantillon protéique a été réalisée par SDS-PAGE d’apres la
technique de la section 2.1.5. Les protéines ont été révélées par une coloration au bleu de
Coomassie.

Puits #1 : Marqueurs de masse moléculaire

Puits #2 : Suspension bactérienne transformée avec les plasmides recombinants pET21a(+)-
M.

Puits #3 : Protéine Ml1r purifiée
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3.10Réactivité antigénique de la protéine M1 recombinante avec
un sérum de porc immun.

L’étude de la réactivité antigénique de la protéine Mlr a été effectuée a ’aide de la
technique d’immunobuvardage telle que décrite a la section 2.8. La Figure 14 démontre la
réactivité de la protéine M1r avec un sérum de porc polyclonal anti-SwQc91. Il est possible
d’observer que la protéine M1r exprimée par une suspension bactérienne (puits #4) et la
Mlr purifiée (puits #5) sont reconnues par les anticorps du sérum par I’apparition d’une
bande 2 28 kDa, lorsque comparée avec une suspension de bactéries BL21(DE3) non-
transformées ou transformées avec le plasmide parental pET21(a+). Les résultats obtenus
permettent de constater que la protéine MIr est aussi réactive que la protéine M1 virale
(puits #6). 1l est a noter que les bactéries non transformées ou transformées avec le
plasmide parental (puits #2 et 3) ont réagis avec les anticorps sériques du sérum polyclonal

anti-SwQc91.

3.11Evaluation de Pimmunogénicit¢é de la protéine Ml

recombinante

La réactivité des sérums de différents groupes de souris BALB/c immunisées & trois
reprises avec la protéine M1 virale, avec la protéine M1r ou avec le PBS 10 mM pH 7,2 a
été évaluée 2 I’aide du test ELISA avec la protéine M1 virale comme antigéne (section 2.9).
Les résultats du 3*™ prélévement représentés a la Figure 15, démontrent que le sérum
provenant des souris immunisées avec la protéine Mlr réagit significativement avec la
protéine M1 virale montrant une valeur d’absorbance maximale d’environ 2,0 a la dilution
1/500 ce qui démontre une forte production d’anticorps. On observe le méme type de
réactivité avec les sérums de souris anti-M1 virale. Cependant, le sérum des souris qui ont
recu des injections de PBS ne démontre aucune réponse significative contre la protéine M1

virale.
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Figure 14 Réactivité antigénique de la protéine M1 recombinante avec un sérum de porc
polyclonal anti-SwQc91.

Les protéines des différentes suspensions bactériennes BL21(DE3) transformées
avec les plasmides recombinants de méme que les protéines M1 virale ou recombinante
purifiées ou non ont été¢ séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide puis
transférées électrophorétiquement sur une membrane de nitrocellulose. Les protéines ont
été détectées par immunobuvardage avec un sérum de porc anti-SwQc91 polyclonal pré-
adsorbé avec les bactéries BL21(DE3) (section 2.8). Les complexes immuns ont été révélés
avec un anti-IgG de porc conjugué a la peroxydase, la membrane étant ensuite incubée avec
le substitut en présence de 4-chloro-naphtol.

Puits 1 : Marqueurs de masse moléculaire

Puits 2 : Suspension de bactéries BL21(DE3) non-transformées

Puits 3 : Suspension de bactéries BL21(DE3) transformées avec le plasmide parental
pET21(at+)

Puits 4 : Suspension de bactéries BL21(DE3) transformées avec le plasmide recombinant
pET21-M induit avec 0,5 mM d’IPTG a 37°C pendant 8§ heures suite au traitement de
solubilisation.

Puits 5 : Protéine M1r purifiée

Puits 6 : Protéine M1 virale purifiée
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Figure 15 Courbe d’absorbance de la réactivité des sérums immuns de souris contre la
protéine M1 de la souche SwQc91.

La présence d’anticorps anti-M1 dans des sérums de différents groupes de souris
BALB/c immunisées a trois reprises avec la protéine M1 virale, avec la protéine MIr ou
avec le PBS a été mise en évidence a 1’aide d’un test ELISA avec la protéine M1 virale
comme antigéne (section 2.9). Les réactions antigénes-anticorps d’un regroupement des
sérums des 3 souris de chaque groupe prélevés au jour 54, dilués 1:500 a 1 : 256 000 ont
été révélées avec un anticorps secondaire de chévre couplé a la peroxydase en présence
d'hypochlorure d'orthophényléne diamine et H,0,. Pour chaque groupe de souris
’absorbance a été mesurée, permettant la mesure du titre d’anticorps.



87

Le titre des anticorps a été évalué a partir de la courbe d’absorbance. Une densité
optique de 0,4 est la valeur de référence qui a été déterminée comme densité optique
significative (Appendice II, section 1.19). Ainsi, le titre d’anticorps d’un sérum donné
correspond 4 la dilution de sérum a laquelle on obtient la densité optique de 0,4 (Figure 15).
Les titres d’anticorps des sérums anti-M1 virale et des sérums anti-M1r ont été évalués a 64
000. Le sérum des souris injectées avec le PBS (témoin négatif) n’ont pas d’anticorps
dirigés contre la protéine M1. Le titre d’anticorps ne peut étre déterminé car les valeurs

d’absorbance sont inférieures a celle a la valeur de référence (0,4).

3.12Test ELISA indirect avec la protéine M1 recombinante

3.12.1Comparaison du test ELISA-MI1r avec le test ITHA pour la détection

d’anticorps spécifiques a I’influenza A

Le Tableau 1 illustre les valeurs de réactivité des sérums de porc contre la protéine
MIr. Les résultats de réactivité ont permis de calculer le seuil de positivité du test ELISA-
Mlr pour déterminer les sérums qui présentent des IgG dirigés contre la protéine M1 du
virus influenza (sérum positif). Le seuil fixé & 15,3 % a été déterminé mathématiquement a
’aide du programme Matlab 5.2 (MathWorks), d’aprés I’intersection des deux courbes
gaussiennes inférées sur les données représentant le nombre de sérum en fonction de leur
réactivité. Tous les sérums qui présentaient une réactivité supérieure a 15,3 % étaient
considérés positifs alors que des réactivités inférieures a cette valeur représentaient des

sérums négatifs.

Tel que représenté dans le Tableau 1, les résultats du test ELISA-M1r démontrent

que d’aprés le seuil de positivité 23 des 30 sérums de porc testés présentent des anticorps
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Tableau 1 Détection des anticorps anti-influenza dans des sérums de porc par les tests IHA
et ELISA-MIr

La mise en évidence des anticorps anti-M1 des différents sérums de porcs a été
réalisée a ’aide d’un test ELISA avec la protéine M1r comme antigéne (section 3.12). Les
réactions antigénes-anticorps des sérums de porc (1/10) ont été révélées avec un anti-IgG
de porc couplé a la peroxydase en présence d'hypochlorure d'orthophényléne diamine et
H,0,. Pour chaque sérum de porc, ’absorbance a été mesurée permettant le calcul de la
réactivité. La présence des anticorps anti-HA des différents sérums de porc a été démontrée
par le test THA avec les suspensions virales SwQc81 et SwQc91 selon la technique décrite a
la section 2.10.3.

Légende :

a. Sérums de porcs prélévés a la ferme Robert Lefebvre

b. Le titre IHA correspond 2 la réciproque de la plus haute dilution de sérum inhibant 4 UHA
de virus.

c. Un titre IHA égal ou supérieur 4 40 a été considéré, significatif pour déterminer la présence
d’anticorps anti-HA (Chambers et al., 1991; Hinshaw et al., 1978).

DO(échantillon) - DO(témoin négatif)

: " - —-x100
DO(témoin positif )- DO(témoin négatif )

d. %réactivité =

e. Une réactivité égale ou supérieure 4 15,3 % a été considérée comme seuil de positivité pour
déterminer la présence d’anticorps anti-M1.

f. Virus SwQc81 et SwQc91 purifiés, ajustés a 4 UHA/ 25 pl
g. Sérum de référence : témoin négatif

h. Sérum de référence : témoin positif



Test [HA Test ELISA-M1r
Sérum de porcs® Titre™ Réactivité (%)™
SwQc81' SwQco1'
(HIND) (HIN1)
Sérum pré-immun® <10 <10 0
Sérum anti-SwQc91" 2560 2560 100
1443- 1 80 320 44.8
3 40 80 31,2
4 40 80 41,4
5 10 10 34,0
6 80 80 24,8
7 <10 <10 6,5
8 10 <10 4.0
10 <10 <10 30,8
11 <10 <10 -7,0
1371- 1 10 10 50,8
2 80 80 439
3 40 40 70,0
4 40 40 151,6
5 <10 <10 21,7
6 <10 <10 76,2
7 80 160 35,9
8 160 80 39,9
9 320 640 82,5
10 20 40 80,6
11 40 40 53,2
12 40 40 64,0
13 80 80 26,2
14 80 160 54,0
15 80 80 36,6
16 80 80 424
18 20 40 38,9
19 <10 20 -1,2
20 <10 <10 -1,8
21 <10 <10 9,8
22 <10 <10 -0,5

89
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contre la protéine M1 de I’influenza A. Le Tableau 1 démontre également le titre IHA des
sérums de porcs contre les souches influenza porcines SwQc81 et SwQc91, déterminé par
le test d’inhibition d’hémagglutination. Ce test est le plus utilisé chez les porcs en milieu
vétérinaire (Murphy et al. 1981) et permet de déterminer la présence d’anticorps contre
I’hémagglutinine. En utilisant le seuil de positivité standard (Chambers et al., 1991;
Hinshaw et al., 1978) déterminé par une valeur de titre IHA égale ou supérieure a 40, 18
des 30 sérums testés présentaient des anticorps dirigés contre I’'HA de type HI1. De plus, il
est possible d’observer que les titres THA des sérums contre les souches SwQc81 et

SwQc91 sont généralement semblables.

Ainsi, 5 nouveaux sérums sont positifs (1443-5, 1443-10, 1371-1, 1371-5, 1371-6)
par ce test. La sensibilité du test ELISA-M1r est donc évaluée a 100 %, car tous les sérums

positifs 4 ’influenza déterminés par le test THA sont également positifs par le test ELISA.

3.12.2Réactivité des sérums de porcs avec la protéine M1 virale

Le test ELISA utilisant la protéine M1 virale comme antigéne a été réalisé dans les
mémes conditions expérimentales que le test ELISA-MIr pour démontrer la présence de
résultats faux-positifs. En effet, les résultats obtenus avec le test ELISA-MIr auraient pu
étre influencés par les réactions non-spécifiques avec des protéines bactériennes E. coli
présentes dans 1’échantillon de M1r. Le Tableau 2 compare les réactivités des 5 sérums de
porc déclarés nouvellement positifs par le test ELISA-MIr, avec la réactivité de ces sérums
contre la protéine M1 virale. Le seuil de positivité a été fixé a 15,3 % tel que décrit a la
section 3.12.1. D’aprés le seuil, 4 des 5 sérums sont positifs par le test ELISA avec la
protéine M1 virale. Ainsi, parmi les résultats obtenus par le test ELISA-MIr, il y a présence

d’un résultat faussement positif ( sérum 1443-10).
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Tableau 2 Analyse comparée de la réactivité des sérums de porcs dans les tests ELISA
utilisant comme antigéne la protéine M1 recombinante ou M1 virale.

ELISA-M1 ELISA-M1r
virale
Sérum de porc® Réactivité (%)™

Sérum pré-immun? 0 0
Sérum anti-SwQc91° 100 100
1443- 5 41,3 34,0
10 12,1 30,8
1371- 1 65,6 50,8
5 26,8 21,7
6 51,9 76,2

La mise en évidence des anticorps anti-M1 des différents sérums de porcs a été
réalisée a 1’aide d’un test ELISA avec la protéine M1 virale comme antigéne (section
2.10.4). Les réactions antigénes-anticorps des sérums de porc (1/10) ont été révélées avec
un anti-IgG de porc couplé i la peroxydase en présence d’hypochlorure d'orthophényléne
diamine et H>0,. Pour chaque sérum de porc, ’absorbance a été mesurée pour le calcul de
la réactivité.

a: Sérums de porcs prélévés a la ferme Robert Lefebvre

DO(échantillon ) — DO(témoin négatif)

— x100
DO(témoin positif )— DO(témoin négatif)

b: % réactivité = x
¢ : Une réactivité supérieure ou égale a 15,3 % a été considéré comme seuil de
positivité.

d: Sérum de référence : témoin négatif
e : Sérum de référence : témoin positif
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4 Discussion

Les objectifs de la présente étude étaient de 1) Produire la protéine MI
recombinante de la souche influenza porcine SwQc91 & I’aide d’un systéme d’expression
procaryote et de procéder a sa purification; 2) D’évaluer I’immunogeénicité de la protéine
recombinante chez les souris et son antigénicité par immunobuvardage en utilisant un
sérum de porc convalescent. 3) De développer un test ELISA indirect utilisant la protéine

MI1r comme antigéne pour la détection d’anticorps chez les sérums de porc.

La premiére étape de cette étude a été de propager la souche influenza porcine
SwQc91 dans les ceufs embryonnés de poulet et de procéder a sa purification. Le contenu
protéique de cette souche a été analysé par une électrophorése en gel de polyacrylamide
(Figure 4). Les résultats ont démontré que les profils polypeptidiques obtenus en condition
réductrices et non-réductrices ainsi que les masses moléculaires des protéines virales du
virus SwQc91 correspondent a ceux observés par N'Diaye (1995). De plus, cette analyse
polypeptidique a permis d’évaluer la masse moléculaire de la protéine Ml de la souche

SwQc91 a 28 kDa, ce résultat confirme les travaux de Welman et Arora, (2000).

Une deuxiéme étape préliminaire, soit 1’analyse nucléotidique du géne M, a été
nécessaire pour vérifier la présence de mutations dans la région codante de la protéine M1
suite a la réaction de RT-PCR. La comparaison de la séquence nucléotidique de I’ADNc du
clone C7 avec la séquence publiée du géne M de la souche SwQc91 (Welman et Arora,
2000) a permis de démontrer une homologie de 99,5 % (Figure 8). La traduction de cette
séquence nucléotidique en aa a permis d’observer, 1 seul changement a la position 173, une
mutation dite neutre (I changé pour V), car en principe elle ne change pas les propri€tés
biochimiques de la protéine. Les résultats obtenus ont permis de révéler un pourcentage

d’homologie de 99,6 % avec la séquence polypeptidique de référence.
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Plusieurs hypothéses peuvent expliquer la présence de mutations dans la séquence
nucléotidique. Premiérement, les changements de nucléotides pourraient étre attribués a la
polymérase 4 ARN du virus influenza, car elle ne corrige pas ces erreurs de lecture lors de
la réplication virale (Rocha et al, 1991; Domingo et al., 1993). Deuxiémement, les
mutations auraient pu se produire lors de ’étape de réaction d’amplification de polymérase
en chaine par des erreurs de substitution causées par la Tag DNA polymérase. En effet, le
taux d’erreurs engendrées par la Tag DNA polymérase varie de 0,2 4 2 X 10™ erreurs par
base par cycle (Smith et al., 1997). Le taux déterminé par Saiki et al., (1988) a été révisé a
la hausse par plusieurs études portant sur la fidélité de cette enzyme (Kwiatowski ef al.,
1991). D’autre part, les erreurs causées par la Tag DNA polymérase dépendent des
paramétres de la réaction d’amplification. A ce propos Eckert et Kundel (1990) ont
déterminé les conditions requises pour minimiser les erreurs engendrées par cette enzyme.
Par contre, dans le cadre de notre étude il aurait été préférable faire séquencer I’ADNc de

plus d’une colonie pour tirer des conclusions sur la présence de mutations.

Dans le but de réaliser le premier objectif qui consistait & produire la protéine
recombinante, le géne M a été sous-cloné dans le vecteur d’expression pET21a(+) puis
I’expression de la protéine a été induite avec I'IPTG. Ce systéme d’expression qui utilise la
polymérase du phage T7 est une des méthodes les plus efficaces pour la synthése des
protéines recombinantes (Baneyx, 1999). Les résultats du profil polypeptidique (Figure 4)
des suspensions bactériennes induites, démontrent clairement 1’apparition d’une bande
protéique d’environ 28 kDa. Malgré 1’absence de modifications post-traductionnelles dans
la protéine recombinante, sa masse moléculaire est similaire a celle de la protéine Ml
virale. D’aprés, les travaux de Gregoriades ef al., (1984) et Gregoriades, Guzman et Paoletti

(1990) 1a protéine M1 virale est phosphorylée principalement au niveau des résidus sérines.

Les conditions optimales d’expression des protéines recombinantes ont été atteintes
en incubant les suspensions bactériennes a 37°C pendant 8 heures en présence de 0,5 mM

d’IPTG (Figure 11). Par contre, ces paramétres induisent la surexpression de la protéine
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MIr chez E. coli ce qui a pour effet de provoquer la formation d’agrégats insolubles de
protéines recombinantes (Figure 12). Des résultats similaires ont été rapportés par quelques
études d’expression de la M1t chez les bactéries E. coli BL21(DE3) (Watanabe et al., 1996;
Welman, 1999). Les raisons pour lesquelles les protéines recombinantes nouvellement
synthétisées tendent a s’agréger ne sont pas clairement définies. Par contre, certaines
températures d’induction telles que 37°C peuvent favoriser la formation de corps
d’inclusion (Schein, 1989). Afin de permettre le recouvrement des protéines recombinantes,
les culots bactériens obtenus suite & une induction des suspensions bactériennes ont été
solubilisés a I’aide d’un traitement avec la chaleur, avec un agent dénaturant et un agent
réducteur (SDS et B-mercaptoéthanol), tel que suggéré par Welman (1999). Selon plusieurs
études, ce traitement n’affecte pas les propriétés antigéniques de la M1r (Oxford et Schild,
1976; Webster et Hinshaw, 1977; Bucher et al., 1987, Welman et Arora, 2000).

Suite 4 sa solubilisation, la protéine M1 recombinante a été récoltée par la méthode
d’électroélution (Donofrio ef al., 1986). La technique de purification utilisée est simple et
peu cofiteuse, mais elle devient laborieuse lorsque des quantités importantes de protéine
pures sont nécessaires. D’autre part, dans notre cas cette technique ne garantissait pas
d’avoir un échantillon de protéine entiérement pure, par la présence de protéines
bactériennes ayant la méme masse moléculaire que la protéine Mlr. En fait, pour permettre
de séparer les protéines Mlr des protéines bactériennes, I'utilisation de la méthode de
1’électrophorése en gel de polyacrylamide 2-dimensions aurait été préférable (O’Farrell,
1975).

Le second objectif de cette étude était d’évaluer I’antigénicité de la protéine Mlr
produite, par un immunobuvardage en utilisant un sérum de porc anti-SwQc91. Les
résultats obtenus démontrent que la protéine Mlr est reconnue par les anticorps présents
dans le sérum de porc (Figure 14). La protéine M1r a conservé les propriétés antigéniques
de la protéine native correspondante. Des résultats similaires ont été observés dans

quelques études portant sur la protéine M1 (Oxford et Schild, 1976; Webster et Hinshaw,
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1977; Bucher et al., 1987, Welman et Arora, 2000). Par contre, I'utilisation d’un sérum
polyclonal ne permet pas de vérifier I’intégrité des quatre épitopes qui caractérisent la
protéine M1. Toutefois, la séquence en aa de la protéine M1 de la souche SwQc91
représentée a la Figure 9, a démontré la conservation des épitopes au niveau de leur

constitution en aa.

Les résultats précédents démontrent le potentiel d’utilisation de la protéine Mlr
dans la détection d’anticorps anti-M1 chez des sérums de porcs convalescents. En effet, la
reconnaissance de la protéine M1 par un sérum de porc convalescent, confirme le fait que
lors d’une infection par I’influenza A, des anticorps sont produits contre la protéine M1.
Ceci corrobore les résultats obtenus par Cretescu, Beare et Schild (1978) et Khan et al.

(1982).

Le 2°™ volet du second objectif de cette étude consistait 4 évaluer I’immunogénicité
de la protéine MIr par un test ELISA indirect utilisant la protéine M1 virale comme
antigéne. Les résultats obtenus démontrent que la protéine Mlr est aussi immunogéne que
la protéine M1 virale. Les sérums anti-MIr et anti-M1 virale ont réagi significativement
avec la protéine M1 virale, montrant des titres d’anticorps non-négligeables (64 000). Des
résultats similaires ont été obtenus par une étude de Welman et Arora (2000) avec la
protéine M1r fusionnée a I’épitope T7-tag. Par le fait méme, il a été démontré dans 1’étude
actuelle que I’'immunogénicité de la protéine M1r n’était pas essentiellement attribuable a la
présence de cette séquence. Dans le cadre de ce projet, la production d’une nouvelle
protéine Mlr recombinante a été nécessaire pour éviter 1’apparition de résultats faux-
positifs pouvant étre causés par la présence d’anticorps dans les sérums de porc réagissant

contre cette séquence.

Aprés avoir démontré ’antigénicité et 1’'immunogénicité de la protéine Mlr, le
dernier objectif de cette étude consistait 2 développer un test sérologique de dépistage
utilisant la technique ELISA pour détecter la présence d’anticorps dirigés contre la protéine

M1. Dans un premier temps, le test sérologique de référence (Murphy et al., 1981), le test
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IHA qui détecte les anticorps dirigés contre I’hémagglutinine, vis-a-vis un sous-type donné,
a permis de déterminer la réactivité de 30 sérums de porcs avec différentes souches virales
dans le but d’évaluer la sensibilité du test ELISA-MIr. D’aprés les résultats, 18 des 30
sérums de porc testés présentent des anticorps contre la protéine HA du sous-type HIN1
(Tableau 1). D’autre part, le Tableau 1 démontre que les valeurs des titres I[HA des sérums
obtenues avec les souches SwQc81 et SwQc91 sont généralement semblables, malgré une
divergence considérable au niveau de la région codante du géne de 'HA de ces deux
souches (Rekik, Arora et Dea, 1994). Tel que rapporté par Henrichon (1997), les anti-
sérums de porcs, ne peuvent différencier la protéine HA du variant antigénique SwQc91
des autres souches virales en circulation ce qui pourrait expliquer la similarit¢ des valeurs
de titres THA. Par ailleurs, en plus du sous-type HIN]1, les porcs sont également affectés par
les virus de type H3N2. Des travaux antérieurs effectués dans le laboratoire du Dr Arora
avec les sérums de porcs utilisés dans cette étude avaient révélé la présence d’un seul sérum
positif pour le virus A/Victoria/3/75 H3N2. Cette donnée ne modifie toutefois pas le

nombre de sérums positifs a I’influenza déterminé précédemment.

Avec le test ELISA-MIr, il a été démontré que 23 des 30 sérums de porc testés
présentent des IgG spécifiques a la protéine M1 (Tableau 1). Malgré le fait que le test
ELISA détecte les anticorps produits contre la protéine M1 et que le test ITHA détecte les
anticorps anti-HA, leurs résultats ont été comparés pour évaluer la valeur diagnostique du
test développé. Ainsi, les résultats démontrent que le test ELISA-MIr atteint une sensibilité
de 100 % car les sérums positifs a I'influenza d’aprés le test IHA ont tous été décelés. De
plus, le test ELISA-MIr est plus sensible que le test IHA car il permet de mettre en
évidence un plus grand nombre de sérums positifs a I’influenza. Par contre, a I’aide d’un
test ELISA utilisant la protéine M1 virale comme antigéne, il a été démontré qu’un seul des
5 sérums déclarés nouvellement positif par le test ELISA-MIr était un faux-positif (Tableau
2). Ce résultat faussement positif pourrait étre expliqué par la réaction d’anticorps sériques
avec les protéines bactériennes E. coli provenant du systéme d’expression retrouvées dans

la préparation de protéine M1r, vu la méthode de purification utilisée.
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Le désavantage principal du test [HA est qu’il détecte un seul sous-type influenza a
la fois par la mesure des anticorps dirigés contre la protéine HA qui différe selon les sous-
types. D’ailleurs, le haut niveau de spécificité du test IHA peut provoquer 1’apparition de
résultats faussement négatifs. Par exemple, si les souches utilisées dans le test IHA
différent partiellement ou complétement des souches influenza auxquelles les porcs ont €té
exposés, les valeurs de titres IHA vont diminuer. Par conséquent, les virus utilisés dans le

test [HA doivent étre renouvelés fréquemment a cause de la variabilité de la protéine HA.

Le test ELISA décrit dans cette étude présente plusieurs avantages lorsque comparé
avec le test [HA. En effet, a cause de I'utilisation de la protéine M1 hautement conservée
(Lamb, 1989), le test ELISA-MIr n’est pas affecté par les variations antigéniques des
souches influenza A. D’ailleurs, les études de Khan et al., (1982) et de Joassin, Reginster et
Vaira (1983), ont décrit des tests ELISA avec la protéine M1 virale démontrant le potentiel
d’utilisation de cette protéine dans la détection des anticorps anti-influenza A. Le test
ELISA-MIr permet de détecter simultanément les anticorps anti-M1 spécifiques a tous les
sous-types d’influenza A incluant les sous-types HIN1 et H3N2 qui sont principalement
isolés chez les porcs en Amérique du Nord. D’autre part, en utilisant une protéine
conservée comme antigéne, ceci permettra également de déceler s’il y a lieu des anticorps
anti-M1 induit par de nouvelles souches influenza A. Cet aspect n’est pas négligeable
sachant que le porc est susceptible d’étre infectés par les différents sous-types des virus
influenza humains (H1 a H3) et aviaires (H1 a H9, H11, H13) ( Ito et al., 1998) et peut
entrainer 1’apparition de nouveaux sous-types résultant d’un réassortiment génétique
(Scholtissek et al., 1985; Scholtissek et Naylor, 1988; Webster et al., 1992). D’ailleurs, au
Québec depuis I'isolement de la souche SwQc91 HINI, des études ont démontré la
circulation simultanée d’autres variants HIN1 (Bikour et al., 1995; Arora, N’Diaye et Dea,
1997a). De plus, récemment certains variants H3N2 ainsi qu’une souche influenza de type
H4NG6 ont fait leur apparition en Ontario et aux Etats-Unis (Zhou et al., 1999; Carman et
al., 2001; Karasin et al., 2000).
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En plus de permettre la détection simultanée de tous les sous-types d’influenza A,
ce test ELISA présente plusieurs avantages sur le test sérologique de référence. Les
résultats obtenus démontrent que le test ELISA-MIr est plus sensible que le test IHA. En
effet, le test développé détecte une plus grande proportion de sérums positifs a ’influenza
A. Certaines études ont démontré que ’ELISA est une méthode de détection plus sensible
que le test THA car il peut détecter de plus faibles concentrations d’anticorps. Des ELISA
utilisant I’hémagglutinine comme antigéne se sont avérés plus sensibles que le test IHA
(Julkunen, Pyhala et Hovi, 1985; Murphy et al., 1981). D’autre part, certaines études
confirment que les tests ELISA qui mesurent les anticorps spécifiques (IgG) au virus
influenza sont plus sensibles que le test sérologique de référence (Bishai et Galli., 1978;

Madore, Reichman et Dolin, 1983; Turner et al., 1982).

Outre son manque de sensibilité, le test THA utilise comme antigéne, le virus qui
doit étre cultivé dans les oeufs embryonnés de poulet. Cette méthode de culture laborieuse
et dispendieuse, peut affecter les propriétés biologiques, antigéniques et immunologiques
de la souche virale originale au niveau de I’HA (Robertson et al.,1987; Katz et Webster,
1989; Wood et al., 1989). D’autre part, les sérums utilisés doivent étre traités pour inactiver
les inhibiteurs non-spécifiques de I’hémagglutination et la réalisation du test implique
plusieurs étapes de dilutions des sérums. Contrairement au test IHA, la protéine Mlr
utilisée comme antigéne dans le test ELISA-MIr est facile & produire par la technique
d’expression des protéines recombinantes dans des cellules compétentes de souches E. coli.
Une technique simple, peu dispendieuse et dans laquelle le temps nécessaire a la
surexpression de la protéine recombinante est court. Des clones bactériens stables pendant
plusieurs années 4 —80°C rendent ’antigéne constamment disponible. D’autre part, le choix
de la protéine M1r a été prévilégiée a la protéine M1v car bien qu’elle présente les épitopes
dans la conformation native ainsi que les modifications post-traductionnelles, la protéine
Mlv nécessite 1a culture du virus influenza dans les oeufs embryonnés de poulet ou dans

des lignées cellulaires.
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Le test ELISA-MIr ainsi développé est sensible, facile a utiliser, rapide et peu
cofiteux. De plus, le fait de mesurer les réactions immunologiques a I’aide d’un
spectrophotométre rend cette méthode objective et hautement reproductible. L’antigéne est
stable lorsque congelé pour une période de plusieurs mois et le test ELISA utilisant une
microplaque 4 96 puits est une technique pratique. De plus, les sérums utilisés dans la
technique ELISA ne requiérent pas de traitement particulier. Le test développé permet
d’analyser simultanément de multiples échantillons avec une instrumentation simple, des
réactifs moins cofiteux et il peut étre complété en 3 heures environ lorsque les microplaques

sont saturées.
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Conclusion

Cette étude avait comme premier objectif de produire la protéine Mlr de la souche
influenza porcine SwQc91 a I’aide d’un systéme d’expression procaryote et de procéder a
sa purification. Par la suite, nous avons évalué I’antigénicité et I’immunogénicité de la
protéine exprimée. Finalement, nous voulions mettre au point un test ELISA utilisant la

protéine M1r comme antigéne pour détecter les anticorps anti-influenza A chez les porcs.

Les résultats de cette étude ont permis de démontrer que la protéine M1r produite a
’aide d’un systéme procaryote présente des propriétés antigéniques. En effet, par la
technique d’immunobuvardage la protéine Mlr était reconnue par les anticorps d’un sérum
de porc convalescent. Cette étape préliminaire était importante pour mettre en évidence le
potentiel d’utilisation de la protéine Mlr dans un test ELISA diagnostic. Cette étude a
également révélé que la protéine Mlr est immunogéne car lorsqu’elle est injectée chez la

souris des anticorps anti-M1 sont produits.

D’autre part, un test sérologique de dépistage utilisant la technique ELISA et la
protéine Ml1r pour détecter la présence d’anticorps anti-influenza A, a été développé au
cours de cette étude. Le test ELISA-MIr a atteint une sensibilité de 100 % lorsque utilisé
avec des sérums de porc. Les résultats démontrent également que le test ELISA-MIr est

plus sensible que le test sérologique de référence, le test ITHA.

Le test ELISA-MIr développé dans ce projet est simple, sensible, rapide
d’exécution, peu dispendieux et il permet d’analyser plusieurs échantillons simultanément
avec une instrumentation simple. Contrairement aux méthodes de production et de
purification des protéines virales, 1’utilisation d’un systéme d’expression procaryote permet
de produire 1’antigéne rapidement, en grande quantité et a faible colt. L’avantage majeur
de ce test est qu’il permet la détection simultanée des anticorps spécifiques a tous les sous-

types d’influenza A par I'utilisation de la protéine M1 hautement conservée. D’autre part,
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pour prévenir 1’apparition de résultats faux-positifs lors de la détection d’anticorps anti-
influenza A, le choix d’une construction plasmidique évitant ’expression d’une protéine de
fusion a été prévilégiée. De plus, le format de ce test est éventuellement applicable aux

sérums des autres espéces pouvant étre affectées par I’influenza A.

La fiabilité de ce test pourrait étre augmentée, en améliorant la méthode de
purification de la protéine Mlr dans le but d’éviter la présence de résultats faussement
positifs provoquée par la réaction d’anticorps sériques avec les protéines bactériennes E.
coli provenant du systtme d’expression. De plus, des études plus approfondies seraient
nécessaires pour démontrer la précision, I’exactitude et la fiabilité du test développé. Apres
ces études de performance, ce test pourrait représenter un bon outil de dépistage dans les

enquétes sérologiques de suivi, chez les populations porcines.

Le test ainsi développé pourrait simplifier la détermination du diagnostic
sérologique, considérant 1’apparition de souches virales distinctes et de variants
antigéniques chez les porcs. Il permettrait également de connaitre et de circonscrire
rapidement les foyers d’infection pour diminuer la mortalité et la morbidité associée a
I’infection par 1’influenza mais aussi de prévenir 1’épidémie au sein de la population

porcine et éventuellement, la population humaine.
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Appendice

Appendice I.  Préparation des tampons et des solutions

1.01 Tampon PBS 10 mM, pH 7,2-7,4

Dissoudre 8 g de NaCl (Baker); 0,2 g de KCl (Fisher); 1,15 g de Na,PO4 (Baker) et
0,21 g de KH,PO, (Fisher) dans 800 ml d’eau distillée (H20). Ajuster le pH & 7,2 —7,4 avec
une solution dibasique 0,1 M Na;PO, ou avec une solution monobasique 0,1 M de KH2POs.
Compléter le volume a 1 litre avec de H,O distillée.

1.02 Solutions pour la purification de la souche virale SwQc91

A) Solution d’azide de sodium (NaN3) 10 %

Dissoudre 10,0 g de NaNj; (Fisher) dans 100 ml d’H,O distillée et filtrer
surmembrane Millex GV 0,22 pm.

B) Solution 50 % saccharose (p/p)

Dissoudre 50 g de saccharose ultrapure (Canadian Scientific Products) dans 50,0 g
de PBS 10 mM pH 7,2. Ajouter un volume de la solution NaN3 10 % pour avoir une
concentration finale de 0,02 % (v/v).

C) Solution 22 % saccharose (p/p)

Dissoudre 22 g de saccharose ultrapure (Canadian Scientific Products) dans 78 g de
PBS 10 mM pH 7,2. Ajouter un volume de la solution NaN; 10 % pour avoir une
concentration finale de 0,02 % (v/v).

1.03 Solution pour le dosage protéique (BCA)

A) Réactif A

Ajouter 10,0 g d’acide bicinchoninique (BCA Pierce), 20,0 g de carbonate de
sodium hydraté (Na,CO; - H;O; Baker), 1,84 g de tartrate de sodium (Fisher), 4,0 g
d’hydroxyde de sodium (NaOH ; Fisher), 9,5 g de bicarbonate de sodium anhydre
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(NaHCO; ; Fisher) dans 900 ml d’eau distillé. Ajuster le pH a 11,25 avec 5,0 M NaOH,
compléter le volume a 1 litre avec de 'H,O distillée.

B) Solution de 4 % (p/v) CuSO,. 5H0 (réactif B)

Dissoudre 1,0 g de sulfate de cuivre (BDH) dans 25 ml d’H;0 distillée et filtrer sur
une membrane Millex GV 0,22 pm.

C) Solution-stock BSA 4 1 mg/ml

Dissoudre 10 mg d’albumine sérique bovine ( BSA; RIA Grade Sigma) dans 10 ml
d’eau distillée et filtrer sur membrane Millex Gv 0,22 pm. Déterminer la concentration de
la solution par absorbance 4 280 nm en utilisant le coefficient d’extinction molaire du BSA
pour une solution de 10 mg/ml est de 6,6667.

1.04 Solution pour le SDS-PAGE

A) Solution-stock de polyacrylamide 30 % T, 2,67 % C

Dissoudre 29,2 g d’acrylamide ultra-pure (Bio-Rad) et 0,8 g de N’N’-bis-
methylene-acrylamide (bisacrylamide ; Bio-Rad) dans 100 ml d’HO distillée. Filtrer la
solution et conserver a la noirceur a 4°C.

B) Solution-stock 10 % (p/v) de SDS

Dissoudre 10 g de sodium dodecyl sulfate ultra-pure (SDS ; Bio-Rad) dans 100 ml
d’H,0 distillée. Filtrer la solution sur membrane Millex HA 0,45 pm (Millipore, Bedford
USA).

C) Tampon de séparation 1,5 M Tris-HCI pH 8,8

Dissoudre 18,15 g de Tris Base (Bio-Rad) dans 80 ml d’eau distillée, ajuster le pH a
8,8 avec du HCI 10 N (Baker) et compléter le volume 4 100 ml avec de I'H,O distillée.
Filtrer la solution sur membrane Millex HA 0,45 pm (Millipore) et conserver a 4°C.

D) Tampon de chargement 0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Dissoudre 6,05 g de Tris base dans 80 ml d’eau distillée, ajuster le pH 4 6,8 avec du
HCI 10 N (Baker) et compléter le volume & 100 ml avec de I'H,O distillée. Filtrer la
solution sur membrane Millex HA 0,45 pm (Millipore) et conserver a 4°C.
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E) Solution de persulfate d’ammonium 10 % (p/v)

Dissoudre 0,1 g de persulfate d’ammonium (Bio-Rad) dans 1 ml d’HyO distillée.
Préparer cette solution le jour méme.

F) Préparation des gels de polyacrylamide de séparation 12 % et de chargement

4%
4% 12 %

Solution-stock d’acrylamide 30,0 %  (ml) 1,3 4
Tampon 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 (ml) -—- 2,5
Tampon 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 (ml) 2,5 -—
Solution SDS 10 % (ml) 0,1 0,1
H,O distillée (ml) 5,99 3,29
TEMED (Bio-Rad) (ml) 0,01 0,01
Persulfate d’ammonium 10 % (ml) 0,1 0,1
Volume total (ml) 10 10

G) Tampon dénaturant et réducteur 2 X

Ce tampon se prépare en ajoutant 4 ml de la solution de SDS 10 %, 2 ml de glycérol
(Sigma), 0,5 ml de béta-mercaptoéthanol (Sigma), 0,2 ml de bleu de bromophénol 0,1 %
(Sigma) et 2,5 ml de tampon 0,5 M Tris-HC1 pH 6,8. Compléter le volume a 10 ml et filtrer
sur membrane Millex 0,45 pm et conserver a la température piéce. Si on veut un tampon
sans agent réducteur, le B-mercaptoéthanol est remplacé par un volume équivalent d’H,O
distillée.

H) Tampon d’électrophorése 0,1 % SDS ; 0,192 M glycine et 0,025 M Tris pH 8,3

Dissoudre 3,03 g de Tris base (Sigma), 14,41 g de glycine (Fisher) et 1 g de SDS
ultra-pure (Bio-Rad) dans 1 litre d’H,O distill€e.

I) Solution de coloration 0,4 % de bleu de Coomassie, 40 % (v/v) méthanol et 10
% (v/v) acide acétique glacial

Dissoudre 2 g de bleu de Coomassie (Becton-Dickinson) dans 200 ml de méthanol.
Ajouter 250 ml d’H,O distillée et 50 ml d’acide acétique glacial (BDH).
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J) Solution de décoloration 50 % (v/v) méthanol, 40 % (v/v) H,O distillée

d’10 % (v/v) acide acétique glacial

Cette solution se prépare en ajoutant 100 ml d’acide acétique glacial (BDH), 400 ml
d’H,0 distillée et 500 ml de méthanol.

K) Solution de décoloration 0,25M EDTA; 0.25M Tris-HCI pH 9,0

Dissoudre 30,28 g de Tris base (Sigma) et 93,06 g de EDTA (Sigma) dans 950 ml
d’eau distillée. Ajuster le pH a 9,0 avec du HCI 1IN (Baker) et compléter le volume a 1 litre.

1.05 Solutions pour le test d’hémagglutination (HA)

A) Solution d’Alsever pour la préparation des érythrocytes de coq

Dans un volume de 900 ml H,O distillée, dissoudre 20,5 g de dextrose (BDH), 8,0
g de sodium citrate dihydraté (Na;C¢HsO; - 2H,0 ; Fisher), 4,2 g NaCl (BDH), 0,55 g
d’acide citrique (CsHzOq; Fisher). Le pH est ajusté 4 6,1 avec 1 N de NaOH (Fisher) ou 1 N
HCl (Baker). Compléter le volume a 1 litre avec de I’H,O distillée. Conserver a 4°C.

Pour préparer les globules rouges de coq, centrifuger le tube contenant 10 ml de
sang 4 3 000 x g pendant 10 minutes a 4°C. Remplacer le volume de sérum par un volume
équivalent de solution d’Alsever froid et inserver délicatement le tube plus1eurs fois pour
resuspendre les globules rouges. Centrifuger 4 3 000 x g pendant 10 minutes a 4°C. Aprés
le troisiéme lavage, décanter le surnageant et conserver le culot de globules rouges a 4°C.

B) Suspension de globules rouges de coq 0,5 %

Un volume de 0,5 ml d’érythrocytes de coq citratés dans 99,5 ml de 10 mM de PBS
pH 7,2-7,4 froid. Conserver a 4°C.

1.06 Solution pour I’extraction de PARNv

A) Eau distillée traitée au DEPC 0,1 % (v/v)

Sous la hotte chimique, ajouter 1 ml de DEPC (Slgma) a un litre d’HZO distillée.
Incuber a 37°C pendant 2 hrs ou 18 hrs 4 TP. Autoclaver 30 min a 15 Ibs/po” et conserver &

4°C.



1.07 Tampons et solutions pour Pélectrophorése sur gel d’agarose

A) Tampon échantillon 6X : 0,25 % (p/v) bleu de bromophénol, 0,25% (p/v)
xyléne-cyanol et 30 % (v/v) glycérol.

Dissoudre 0,025 g de bleu de bromophénol (Sigma) et 0,025 g de xyléne-cyanol
(Sigma) dans 7ml d’'H,0 distillée. Ajouter 3 ml de glycérol (Fisher). Filtrer sur membrane
de 0,45 pm.

B) Solution EDTA 0,25 M pH 8,0

Dissoudre 18,61 g d’éthylenediamine tetraacetic acid hydraté (EDTA - 2HO0;
Sigma) dans 150 ml d’H0 distillée (chauffer pour dissoudre). Ajuster le pH a 8,0 avec IN
de NaOH et compléter le volume & 200 ml avec de I'HO distillée. Stériliser par filtration
sur membrane de 0,22 pm.

C) Tampon TAE; 0,04M tris-acétate; 1 mM EDTA pH 8,0

Dissoudre 4,84g de Tris base dans 900 ml d’eau distillée. Ajouter 1,14 ml d’acide
acétique glacial et 4 ml de 0,25 M EDTA (Sigma) pH 8,0. Compléter a 1 litre avec de
1’H,O distillée et autoclaver 30 minutes 2 15 Ibs/po’.

D) Gel d’agarose 0,8 %

Dissoudre 0,8 g d’agarose LE Seakem (FMC BioProducts) dans 100 m! de tampon
TAE pH 8,0. Faire chauffer sur une plaque chauffante jusqu’a dissolution compléte puis
déposer I’agarose liquide dans le plateau pour I’électrophorese.

E) Solution de bromure d’éthidium 0,01 mg/ml

Ajouter 500 pl d’une solution-stock de 10 mg/ml de bromure d’éthidium (Sigma)
dans un volume de 500 ml d’H,O distillée. Conserver 2 la noirceur sous la hotte chimique.
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1.08 Solutions pour la méthode de “boiling plasmid miniprep” utilisée

pour la purification d’ADN plasmidique

A) Solution STET ; 8 % (p/v) de saccharose 0,5 %( v/ v) Triton X-100 (sigma),
50 mM EDTA pH 8,0 et 50 mM Tris-HCI pH 8,0

Dissoudre 8 g de saccharose ultra-pure et 0,606 g de Tris base (Sigma) dans 60 ml
d’eau distillée. Ajouter 0,5 ml de Triton X-100 (Sigma), 25 ml de 0,2 M EDTA pH 8,0 et 5
ml de tris-HCI 1 M pH 8,0. Compléter le volume & 100 ml avec de 1’H,O distillée et filtrer

sur membrane de 0,22 pm. Conserver 4 4°C.

B) Solution 75 % v/v isopropanol ; 2,5 M d’ammonium acétate

Dissoudre 77,08 g d’acétate d’ammonium 10 M (CH;COOHNHy; Fisher)dans un
volume final de 100 ml d’H,O distillée. (Chauffer pour dissoudre si nécessaire). Ajouter 25
ml de cette solution & 75 ml d’isopropanol (Sigma). Conserver a TP.

C) Solution de lysozyme 10 mg/ml

Dissoudre 100mg de lysozyme (Worthington Biochemicals Co.) dans 10 mi de 50
mM Tris-HCl pH 8,3. Filtrer sur membrane de 0,22 pm et aliquoter dans plusieurs tubes.
Conserver a -20°C.

D) Solution d’ARNase 1 mg/ml

Dissoudre 10 mg de ribonucléase I "A” (Pharmacia Biotech inc) dans 10 ml d’H,0
distillée. Filtrer sur membrane 0,22 pum et aliquoter dans plusieurs tubes. Conserver a -20
°C.

1.09 Solutions et milieux de culture utilisés pour la transformation, le

clonage et I'expression de la protéine recombinante

A) Milieu LB (Luria-Bertani) : 1,0 % Tryptone, 0,5 % Extrait de levure, 1,0 %
NaCl pH 7,0

Dissoudre 10 g de bacto-tryptone (Difco), 5 g d’extrait de levure (Difco) et 10 g de
NaCl (Sigma) dans 950 ml d’H,O distillée. Ajuster le pH a 7,0 avec du NaOH IN et
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compléter a 1 litre avec de I’eau distillée. Autoclaver pendant 20 minutes a 15 Ibs/po’ et
laisser refroidir jusqu’a 55°C avant d’ajouter ’antibiotique. Conserver a 4°C.

B) Milieu LB + 1,5 % agar

Préparer le milieu LB tel qu 1nd1que precédemment et ajouter 15 g d’agar noble
(Difco). Autoclaver pendant 20 minutes a 15 Ibs/po?, laisser refroidir a 55°C et ajouter
I’ampicilline pour avoir une concentration finale de 100 pg/ml. Déposer 20 ml de milieu
dans chacun des Pétris, laisser solidifier et conserver a 4°C.

C) Milieu SOC : 2,0 % tryptone, 0,5 % d’extrait de levure, 0,05 % NaCl, 10 mM
MgCl;, 10 mM MgSOy4, 20 mM glucose.

Dissoudre 20, 0 g de bacto-tryptone (Difco), 5,0 g d’extrait de levure (Difco), 0, 5 g
de NaCl (BDH) dans 1 litre d’eau distillée. Autoclaver pendant 20 minutes a 15 Ibs/po? et
ajouter stérilement 10 ml d’une solution de MgCl, (Baker) 1 M et 10 ml d’une solution de
MgSOs 1 M (Baker). Stériliser par filtration avec une membrane Millex GV 0,22 pm
(Millipore). Préparer une solution de glucose 2 M, en dissolvant 36 g de glucose dans 100
ml d’H,O distillée, stériliser par filtration et ajouter 10 ml de cette solution au milieu
préparé initialement. Conserver a 4°C.

D) Solution de X-gal 40 mg/ml

Dissoudre 400 mg de bromo-4-chloro-3-indolyl-béta-D-galactopyranoside (X-gal ;
GibcoBRL) dans 10 ml de diméthylformamide. Aliquoter et conserver a la noirceur a -20
°C. Etaler 40 pl sur les Pétris, laisser sécher 15 minutes et protéger de la lumiére.

E) Solution-stock d’ampicilline 10 mg/ml

Dissoudre 100 mg d’ampicilline (Boerhinger Manheim) dans 10 ml d’H,O distillée.
Filtrer la solution sur membrane 0,22 pm et conserver a -20°C.

F) Solution-stock de carbenicilline 10 mg/ml

Dissoudre 100 mg de carbeniciline (Calbiochem, Novabiochem) dans 10 ml d’H,O
distillée. Filtrer la solution sur membrane 0,22 pm et conserver a -20° C.

G) Solution d’TPTG 100 mM

Dissoudre 500 mg d’isopropyl-B-thiogalactoside (IPTG ; GibcoBRL) dans 20 ml
d’H,0 distillée. Filtrer sur membrane de 0,22 pm et conserver a -20°C.
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H) Solution de PMSF 100 mM

Dissoudre 400 mg de phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride (PMSF; Sigma) dans 20 ml
d’isoamyl alcool (Sigma). Filtrer sur membrane0,22 pm et conserver a -20°C.

1.10 Solutions pour la purification de la protéine recombinante

A) Tampon d’élution 0,1 % SDS ; 0,192 M glycine (Fisher) et 0,025 M Tris pH
8,3

Dissoudre 3,03 g de Tris base (Sigma), 14,41 g de glycine (Fisher) et 1 g de SDS
(Bio-Rad) dans 1 litre d’H,O distillée.

B) Tampon pour la dialyse ; 0,05 M Tris-HCI pH 7,5

Dissoudre 24,22 g de Tris base (Sigma) dans 3,9 litres d’H,O distillée, ajuster le pH
47,5 avec du HCI 10 N (Baker). Compléter le volume a 4 litres avec de I’eau distillée et
conserver a 4°C.

C) Tampon pour la dialyse ; 0,008 M Tris-HCI pH 7,5

Dissoudre 3,87 g de Tris base (Sigma) dans 3,9 litres d’H,O distillé, ajuster le pH a
7.5 avec du HC1 10 N (Baker). Compléter le volume 4 4 litres et conserver a 4°C.

D) Traitement de la membrane a dialyse

Couper la membrane a dialyse (Spectra/Por 12kDa/14kDa) a la longueur désirée et
faire bouillir 5 minutes dans 100 ml d’H,O distillée contenant 100 pl de 0,5 M EDTA
(Sigma) a pH 8,0.

1.11 Solutions pour la solubilisation des protéines recombinantes

A) Tampon dénaturant et réducteur 2X

Ce tampon se prépare en ajoutant 4 ml de la solution de SDS 10 %, 2 ml de glycérol
(Sigma), 0,5 ml de béta-mercaptoéthanol (Sigma), 0,2 ml de bleu de bromophenol 0,1 %
(Sigma) et 2,5 ml de tampon 0,5 M Tris-HC1 pH 6,8. Compléter le volume a 10 ml et filtrer
sur membrane Millex 0,45 um et conserver a la température piéce.
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B) Tampon 1M Tris-HCI pH 7,5

Dissoudre 12,11 g de tris base (Sigma) dans 90 ml d’H,O distillée et ajuster le pH a
7,5 avec du HCI1 I1N. Compléter le volume a 100 ml avec de I’'HO distillée.

1.12 Solutions et tampons pour le transfert électrophorétique et

I’immunobuvardage

A) Tampon de transfert 20 % (v/v) méthanol ; 0,192 M glycine ; 0,025 M Tris
pH 8,3 et 0,02 % (p/v) NaN;

Dissoudre 28,82 g de glycine ( Fisher), 6,06 g de Tris base (Sigma), 0,4 g de NaN;
(Fisher) dans un volume de 1600 ml d’H,O distillée. Ajouter 400 ml de méthanol 100 %.
Conserver a 4°C.

B) Tampon TBS 10 X ; 20 mM Tris base ; 500 mM NaCl, pH 7,5

Dans 1 litre d’H,0 distillée dissoudre 2,42g de tris base et 29,24 g de NaCl (BDH).
Ajuster le pH 4 7,5 avec 5 N de HCI et compléter a 1 litre avec de 'H,O distillée.

C) Solution-stock Tween-20 10 % (v/v) dans TBS 1X pH 7,5

Solubiliser 10 ml de Tween-20 10 % dans 90 ml de tampon TBS 1X pH 7,5. Filtrer
la solution sur membrane Millex HA 0,45 um et conserver a TP.

D) Solution de lavage 0,05 % Tween-20 ; TBS 1X pH 7,5

Ajouter 10 ml de la solution-stock 10 % de tween-20 dans 1990 ml de tampon TBS
1X pH 7,5. Conserver 1 semaine a 4°C.

E) Solution de blocage 2 % (p/v) BSA ; 0,2 % (v/v) Tween-20 ; TBS 1X pH 7,5

Dissoudre 2 g de BSA (Sigma) dans 98 ml de tampon TBS 1X pH 7,5. Ajouter 2
ml de la solution—stock 10 % de tween-20 et filtrer la solution sur membrane de 0,45 pum.
Conserver a 4°C.
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F) Solution de dilution pour les anticorps ; 1 % (p/v) BSA, 0,1 % (p/v) de

Tween-20, TBS 1 X pH 7,5
Ajouter 50 mi de tampon TBS 1X pH 7,5 4 50 ml de la solution de blocage E).

G) Solution de révélation ; 0,06 % (p/v) 4-chloro-1-naphtol (4CN); 0,015 % (v/v)
de peroxyde d’hydrogéne 20 % (v/v) de méthanol et 80 % (v/v) de tampon
TBS 1X pH 7,5.

Dans 20 ml de méthanol 100 %, dissoudre 60 mg de 4 CN (Sigma), entreposer a
-20°C et conserver a la noirceur. Avant utilisation de la solution ajouter 50 pl de H20, 30
% (Fisher) et 80 ml de tampon TBS 1X pH 7,5. Utiliser immédiatement car la solution ne
se conserve pas. Pour arréter la réaction rincer la membrane avec de I’H,O distillée.

H) Solution de coloration (rouge Ponceau) ; 0,5 % (p/v) rouge ponceau; 1 % (v/v)

acide acétique.

Dans 99 ml d’H,0 distillée, dissoudre 0,5 g de Ponceau (Allied Chemical). Ajouter
1 ml d’acide acétique (Baker) et conserver a température piéce.

1.13 Solutions pour le test ELISA

A) Tampon 0,05 M NaCOs. H;0 pH 9,6

Dissoudre 1,59 g de NaCOs. H;O (Baker), 2,93 g de NaHCOs (Fisher) et 0,2 g de
NaN; (Fisher) dans 900 ml d’H,O distillée. Ajuster le pH 4 9,6 avec une solution de 0,1 M
Na,CO; ou avec 0,1 M de NaHCO;. Compléter 4 1 litre avec de I'H,O distillée et
conserver a 4°C.

B) Solution-stock de Tween-20 10 % (v/v) dans 10 mM PBS pH 7,2-7,4

Ajouter 10 ml de Tween-20 (Sigma) dans 90 m! de tampon 10 mM PBS pH 7,2-74.
Filtrer 1a solution sur membrane Millex HA 0,45 um et conserver a TP.

C) Solution de lavage ; 0,05 % (v/v) Tween-20, 10 mM PBS, pH 7,2

Ajouter 10 ml de la solution stock Tween-20 dans 1990 ml de tampon 10 mM PBS
pH 7,2-7,4. Conserver 1 semaine a 4°C.
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D) Solution de blocage ; 2 % (p/v) BSA, 0,1 % (p/v) Tween-20, 10 mM PBS

pH 7,2

Dissoudre 2 g de BSA (Sigma) dans 99 ml de tampon 10 mM de PBS pH 7,2-7,4.
Ajouter 1 ml de la solution stock 10 % Tween-20.

E) Solution de dilution pour les anticorps et le conjugué A la peroxydase ; 1 %
(p/v) BSA, 0,05 % Tween-20, 10 mM PBS, pH 7,2-7.4.

Ajouter 50 ml de tampon 10 mM PBS pH 7,2-7,4 4 50 ml de la solution de blocage
en D).

F) Tampon citraté ; 0,1 M Na;HPO,, pH 5,0.

Dissoudre 10 g d’acide citrique (C¢HsO7), 14 g de phosphate sodium dibasique
(Na;HPO,) dans 900 ml d’H,O distillée. Ajuster le pH a 5,0 avec IN de HCI et compléter
le volume a 1 litre. Conserver a température picce.

G) Solution de révélation 0,4 % (p/v) OPD, 0,012 % (v/v) Hz0;, 0,05M acide
citrique 0,1 M Na;HPO,, pH 5,0.

Dissoudre 0,04 g d’hypochlorure d’orthophényléne diamine (OPD; Sigma) dans 100
ml de tampon citraté pH 5,0. Ajouter 40 pl d’une solution de peroxyde d’hydrogéne 30 %
(H,0,; Fisher). Cette solution doit étre préparée a la derniére minute.

1.14 Solutions supplémentaires pour le test ELISA diagnostic

A) Solution de blocage; 2% (p/v) BSA, 10 % (p/v) saccharose, 10 mM de PBS
pH 7,2-74.

Dissoudre 2 g de BSA (Sigma), 10 g de saccharose ultra-pure (Canadian Scientific
Products) dans 100 ml de PBS 10 mM pH 7,2-7 4.

B) Solution de blocage; 10 % (p/v) lait en poudre, 0,1 % (v/v) Tween-20, 10 mM

PBS a pH 7,2.
Dissoudre 10 g de lait en poudre (Carnation), 10 g de saccharose ultra-pure

(Canadian Scientific Products) dans 100 ml de PBS 10 mM pH 7,2-7,4. Ajouter 1 ml de la
solution stock 10 % Tween-20 (section 12.0).
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C) Solution de dilution pour les anticorps et le conjugué a la peroxydase ; 1

% BSA, 5 % saccharose , 5 % lait en poudre, 0,05 % Tween-20

Ajouter 50 ml de la solution de blocage en A), a 50 ml de la solution de blocage en
B)

1.15 Préparation de solutions pour le test d’inhibition de Pactivité

hémagglutinante (IHA)

A) Suspension de globules rouges de coq 2 0,5 % dans PBS pH 7,2

Ajouter 0,5 ml d’érythrocytes de coq citratés (section 5.0) dans 99,5 ml de 10 mM
PBS, pH 7,2 froid. Conserver la suspension a 4°C avant I’utilisation.

B) Solution calcium/saline 0,1 % Ca’*, pH 7,4 pour le traitement RDE

Dissoudre 1,0 g de chlorure de calcium dihydraté (CaCl, - H,0; BDH), 9,0g de NaCl
anhydre, 1,2 g d’acide borique anhydre (H;BOj; Fisher) 0,099 g de sodium borate
heptahydraté (Na;B4O7 - 10H,0 ; Fisher) dans 900 ml d’eau distillée. Ajuster le volume 2 a 1
litre avec de I’eau distillée. Stériliser par filtration ou autoclavage 30 minutes a 15 Ibs/po®.

C) Solution de citrate de sodium 1,5 % (p/v) pour le traitement au RDE

Dissoudre 1,6 g de citrate de sodium dihydraté (Na;CsHsO7 - 2H;O ; Fisher) dans
100 ml de 10 mM PBS pH 7,2. Stériliser par filtration sur membrane Millex GV 0,22um.
Conserver a 4°C.
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Appendice II. Méthodes de quantification

1.16 Méthode de quantification de ’ARN viral par densité optique

Si 1,0 unité de densité optique 2 260 nm (DO260nm) équivaut & une concentration
de 40 pg d’ ARN/m, alors 2 partir d’une dilution d’ARN génomique 1:200 on obtient ;

ARN{ & :|= D0260x40x200 =D0260x8

y7) 1000
40 : transforme la DO obtenue en 'u—‘i
m
200 : correspond au facteur de dilution

1000 :transforme les ml/ en gl

1.17 Méthode de quantification d’ADN plasmidique par densité optique

Si 1,0 unité de densité optique 4 260 nm (DO260nm) équivaut & une concentration
de 50 pg d’ADN/ml, alors a partir d’une dilution d’ARN génomique 1:200 on obtient ;

Am\,{ﬁ ]=D026Ox40x200=D0260x8

y7) 1000
50 : transforme la DO obtenue en £
m
200 : correspond au facteur de dilution

1000 : transforme les ml en ul

1.18 Détermination du facteur de purification de la préparation d’ARN
ou d’ADN

Le facteur de purification d’une préparation d’acides nucléiques est évalué par le
rapport des densités optiques observées a 260 nm et a 280 nm :

D0260)

Facteur de purification :
D0280
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La valeur du facteur obtenue doit étre environ de 2, plus la valeur se rapproche

de 1, plus la préparation contient des contaminants soit les protéines qui ont un maximum

d’absorption a 280 nm.

1.19 Détermination du titre d’anticorps d’un sérum suite 2 un test
ELISA

Le titre d’anticorps des sérums s’exprime & ’aide des densités optiques obtenues

pour chacun des sérums suite a une lecture a 492 nm.

3" [DO(témoin négatif, )
Moyenne = £=2

n

J Zn: [DO(témoin négatif; )— Moyerme]2

J=0

Ecart type =
n

Zn: [DO(e’chantillon ; ) - Moyenne]

Seuil d'absorbance = =2 +2-Ecart type
n

Le titre en anticorps correspond a une extrapolation sur la droite du graphique de

I’absorbance en fonction des dilutions de sérums, de la valeur du seuil d’absorbance.

1.20 Détermination de la réactivité des échantillons suite a2 un test
ELISA

La réactivité des échantillons s’exprime a 1’aide d’un rapport des densités optiques

obtenues suite a une lecture d’absorbance 4 492 nm.

DO(échantillon}-DO(témoin négatif )

S iteV =
Réactivité%=100x DO{témoin positif }-DO{témoin négatif)
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