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Ce projet de maitrise visait deux objectifs principaux. Premiérement, doter le
Service de diagnostic virologique vétérinaire de I'Institut Armand-Frappier,
subventionné par le Ministére de I'Agriculture, Pécheries et Alimentation du Québec
(MAPAQ), d'une méthode d'analyse permettant de distinguer les souches pathogénes
(virulentes) et non pathogénes (vaccinales) de parvovirus porcin (PPV). L'approche
envisagée était basée sur la biologie moléculaire du virus et impliquait l'utilisation de
la réaction de polymérisation en chaine (PCR). Cette utilisation de la PCR comme
instrument de diagnostic établissait le deuxiéme objectif de la recherche: évaluer les
possibilités et les limites de cette nouvelle technologie en fonction du Service et surtout,

définir une stratégie pouvant en assurer le contréle de qualité.

Mettant a profit I'identification des déterminants allotropiques de différentes
souches de PPV (Bergeron ef al.,1996), nous avons développé une méthode de PCR
discriminant les souches pathogénes et non pathogénes de ce virus. Dans cette optique,
deux paires d'amorces sont utilisées a l'intérieur d'un méme cocktail d'amplification; de
telle sorte qu'alternativement deux amplicons de longueurs différentes (révélateurs de
la souche de PPV) de méme qu'un amplicon commun (indicatif de la présence de PPV)
sont générés. Dans chaque combinaison, une seule des deux amorces est spécifique a
la souche, et ce, grace aux deux derniers nucléotides utilisés en 3'. De cette maniére,
nous avons entre autre identifi¢ de fagon non équivoque un PPV de type virulent isolé

de I'intestin d'un porc diarrhéique.
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Durant la mise au point de cette technique, nous avons rencontré des problémes

de reproductibilité de la PCR, ce qui nous a amené a entreprendre une €tude de stabilité
de 'ADN plasmidique de méme qu'a tenter de cerner le role d'éventuels inhibiteurs de
la réaction de polymérisation en chaine. Quoique difficilement identifiables, ces
inhibiteurs ont pu étre transférés d'un tube a l'autre. A l'inverse, nous avons aussi
rencontré des problémes de contamination moléculaire générant de faux résultats

positifs en PCR.

Afin d'établir une philosophie de contréle de qualité, nous avons privilégi€ une
approche quantitative de la PCR. Nous avons mis au point une réaction de PCR
classique ou 'amplicon de PPV généré contient naturellement un site de restriction
EcoRI. A partir d'un plasmide contenant le génome entier et infectieux du PPV-
NADL?2 (Bergeron et al., 1993), nous avons, par mutagénése dirigée, cré€ un génome
PPV mutant o le site EcoRI est transformé en site de restriction BamHI. Ce gabarit
sert de standard interne dans la réaction de PCR classique et une seule paire d'amorces

amplifie indistinctement et avec la méme efficacité les PPV sauvage et mutant.

Une des amorces étant biotinylée en 5', il devient possible de capturer les
amplicons sur une micro-plaque enrobée de streptavidine. Aprés dénaturation alcaline,
les ADN monocaténaires capturés sont hybridés, en aval du site de restriction, a une

courte sonde dont I'extrémité 3' est marquée a la digoxigénine. Chaque échantillon
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occupe au moins trois cupules. La premiére cupule, intacte, n'est pas soumise aux
enzymes de restriction et représente la quantité totale d'amplicons. Les deuxiéme et
troisiéme cupules sont respectivement soumises a la digestion enzymatique de EcoRI
et de BamHI. La coupure EcoRI élimine le signal généré par le PPV sauvage, mats
n'affecte pas celui du standard interne. La coupure BamHI élimine le signal généré par

le standard interne, mais n'affecte pas celui du PPV sauvage.

Subséquemment a la digestion enzymatique, un anticorps anti-Dig, conjugué a
la peroxydase, sert de révélateur par son action sur le substrat (TMB:H,0,) et la
coloration produite est lue au spectrophotomeétre. De cette fagon, la performance
globale du systéme est évaluée grace a la somme des absorbances, obtenues avec les
cupules soumises aux enzymes de restriction, qui doit égaler I'absorbance de la cupule
intacte. De plus, un signal absent ou trop faible de la part du standard interne permet
d'éliminer les éventuels faux négatifs. L'ajout d'échantillons ne contenant pas d ADN

sert de contrdle pour les faux positifs.

Les essais préliminaires ayant porté sur des constructions de laboratoire, nous
nous sommes ensuite tournés vers les échantillons cliniques. Une centaine de cas, la
plupart étant des foetus de porc déja analysés selon les méthodes conventionnelles de
diagnostic vétérinaire, a servi de matériel de base. Plusieurs méthodes d'extraction du

PPV ont été essayées. Finalement, une procédure utilisant la protéinase K additionnée



directement au tampon de PCR a été retenue. Nous avons également tenté de
transfecter des cellules eucaryotes avec I'ADN plasmidique du PPV mutant et
théoriquement infectieux. Cette démarche visait & générer un véritable virus modifié
pouvant servir non seulement de standard interne en PCR, mais aussi de contréle
d'efficacité de l'extraction du PPV des échantillons cliniques. Malheureusement, toutes

les tentatives sont demeurées vaines.

Sur 119 cas analysés par PCR différentielle, sept ont été trouvés positifs au PPV;
exactement comme l'isolement par passages sur cultures cellulaires, mais nettement
moins que I'immunofluorescence sur coupes de tissus qui déclarait 56% des échantillons
infectés de PPV. Les sept cas positifs présentaient tous un profil de PPV pathogéne.
L'analyse d'une trentaine de spécimens par PCR quantitative s'est révélée beaucoup plus
problématique. La présence occasionnelle d'hétéroduplex, mais surtout un manque de
cohérence au niveau des digestions enzymatiques, exigeraient une poursuite de la

recherche.
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Le parvovirus porcin (PPV) est probablement la principale cause d'infertilité
chez les porcs. Par définition, la manifestation ultime de cette infertilité est une
incapacité 4 reproduire; mais, pour le producteur de porcs, celle-ci se traduit surtout a
l'intérieur de son élevage par un nombre anormalement bas de portées ou encore de
rejetons par portée. L'infection au PPV entraine un syndrome reproducteur incluant la
résorption de 'embryon, la momification des foetus, la mortinatalité, 1'avortement et
l'infertilité comme telle (Dunne et al., 1965; Mengeling et Cutlip, 1976). Plusieurs
isolats de PPV ont été recouvrés de par le monde a partir d'échantillons cliniques ou
comme contaminants de cultures cellulaires (revue par Molitor et Joo, 1990).
Essentiellement, tous ces isolats ne présentent aucune différence antigénique en regard
des antisérums polyclonaux utilisés a ce jour. De plus, la caracténisation moléculaire
de certaines des souches virulentes et non virulentes de PPV a révélé une homologie de

séquence presque parfaite (99%) entre les différents génomes (Bergeron et al., 1996).

Paradoxalement, malgré cette homogénéité des souches de parvovirus porcin, on
observe des différences frappantes en terme de pathogénicité. Au moins quatre groupes
de PPV ont été identifiés: non pathogénes (KBSH, NADL-2), pathogénes pour le foetus
non immunocompétent (NADL-8), pathogeénes pour le foetus immunocompétent et
causant une dermatite chez le porc adulte (Kresse), et finalement, les souches
enténques. En plus de I'intérét scientifique que pose cette situation, il apparait évident

que la bonne gestion du cheptel porcin (e.g., innocuité et efficacité des vaccins utilisés,
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fiabilité des études épidémiologiques) nécessite des épreuves diagnostiques permettant

de discriminer les différentes souches de PPV.

Le parvovirus porcin ressemble de plusieurs fagons au parvovirus murin MVM
quant au tropisme et a la pathogénése. Les souches non pathogénes PPV-NADL-2 et
MVMp (prototype) sont beaucoup moins virémiques que leurs contreparties PPV-
NADL-8 et MVMi (lymphotropique). L'infection généralisée des cellules
hématopoiétiques, des lymphocytes et de l'endothélium des capillaires causée par
MVMi trouve son équivalent lors de I'infection foetale par un PPV de type virulent
(Tijssen et Bergeron, 1994). Finalement, leurs différentes souches peuvent étre
différenciées par un déterminant allotropique associé a la capside virale. En effet, la
substitution de deux acides aminés de la protéine structurale VP1/VP2 est suffisante
pour que la souche MVMi lymphotropique puisse se répliquer dans les fibroblastes
comme MVMp (Ball-Goodrich et Tattersall, 1992). De la méme fagon, le changement
de trois résidus au niveau de la VP2 permet d'intervertir les tropismes cellulaires des
PPV de type virulent et avirulent (Bergeron et al., 1996). Connaissant ce déterminant
allotropique, de méme que la séquence nucléotidique le sous-tendant, nous proposons
dans la recherche qui suit un test diagnostic permettant de discriminer les souches

pathogeénes et non pathogénes de PPV,
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1 existe de nombreuses méthodes pouvant détecter les mutations nucléotidiques.
La grande majorité de celles-ci font appel directement ou indirectement a l'utilisation
de la réaction de polymérisation en chaine (PCR). La section huit de la revue
bibliographique abordera précisément ce théme. Retenons seulement que, dans le cas
de mutations connues, la possibilité de jouer sur I'hybridation spécifique d'une amorce
a un alléle déterminé permet d'utiliser la PCR avec beaucoup de précision pour poser

un diagnostic différentiel.

Malheureusement, aussi séduisante soit-elle, I'utilisation de 1a PCR en diagnostic
pose de nombreux problémes. De fait, son formidable pouvoir d'amplification constitue
aussi son talon d'Achille. La moindre contamination, provenant d'échantillons
différents ou d'amplifications précédentes, peut occasionner un faux positif. A l'inverse,
et souvent pour des raisons obscures, une réaction peut carrément ne pas fonctionner
et causer un faux négatif. De plus, de fagon courante, on observe des fluctuations dans
l'efficacité de la réaction occasionnant une pauvre reproductibilité des résultats. Or,

tous ces criteres sont d'une importance capitale en diagnostic.

Les cing derniéres années ont vu I'émergence d'un nombre croissant de stratégies
visant a doter la PCR d'une dimension quantitative. Depuis les travaux de pionniers de
Becker-André et Hahlbrock (1989), Wang et al. (1989), Gilliland et al. (1990), la

plupart des méthodes développées ont eu pour but le dosage de génes rares (e.g.,
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mutations somatiques ou intégration d'/ADN viral) ou encore I'étude des mécanismes
contrblant la transcription (quantification des ARN messagers). L'approche générale
a été et demeure l'utilisation d'un standard connu et dosé, amplifié en méme temps que
l'acide nucléique a tester. La comparaison finale de la quantité d'amplicons provenant
de 'échantillon a celle du standard permet de déduire le nombre initial de copies de

l'acide nucléique testé.

Une retombée non négligeable de tous ces efforts est d'avoir jeté les bases dun
contréle de la qualité des réactions de PCR et de RT-PCR (transcription inverse, suivie
de PCR). Cet acquis est crucial quant a l'utilisation de ces techniques en diagnostic.
Non seulement I'ajout d'un standard interne dans la PCR quantitative permet-il
d'envisager un véritable contrdle de la qualité, mais aussi I'établissement d'une valeur-
seuil diagnostique. C'est-a-dire un "cut-off" discriminant les résultats positifs et
négatifs, compte tenu des limites de la méthode d'analyse et du systéme de détection

choisis.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



I** PARTIE : LE PARVOVIRUS PORCIN

1. LES PARVOVIRUS

1.1 Classification des parvovirus

Les parvovirus sont les plus petits virus a8 ADN infectant des animaux. Jusqu'a
tout récemment, le cinquiéme rapport du Comité International de Taxonomie des Virus
(ICTV, 1991) divisait la famille des Parvoviridae en trois genres. Le premier, les
Densovirus, était constitué de virus isolés principalement d'insectes. Les deux autres
genres regroupaient des virus infectant une trés grande diversité d'espéces animales. Le
genre Dependovirus, dont le principal représentant était le virus AAV ("adeno-
associated virus"), englobait les parvovirus défectifs. La réplication de ces virus
reposant sur la coinfection par un virus auxiliaire ("helper") tels les virus adéno ou
herpés. La majorité des parvovirus (Tableau 1) était rassemblée dans le troisiéme
genre: les parvovirus autonomes (Parvovirus). Ces derniers ayant une réplication
indépendante de la présence de virus auxiliaires dans les cellules hétes (Siegl et al.,

1985),

Le sixiéme rapport de I'TCTV, publié en 1995, propose la création de deux sous-

familles: les Parvovirinae et les Densovirinae. La premiére inclue les Parvovirus



Tableau 1

Parvovirus autonomes des vertébrés.

VIRUS HOTE ACRONYME
Membres reconnus
Rat virus rat RV
H-1 virus rat H-1
RT virus rat RT
TVX inconnu TVX
Minute virus of mice souris MVM
Lulll virus inconnu Lulll
B19 homme B19
Porcine parvovirus porc PPV
Bovine parvovirus boeuf BPV
Feline parvovirus chat FPV
Mink enteritis virus vison MEV
Canine parvovirus chien CPV
Raccoon parvovirus raton RPV
Lapine parvovirus lapin LPV
Aleutian disease virus vison ADV
Goose parvovirus oie GPV
Membres possibles
Minute virus of canine chien MCV
HB virus homme ? HB
RA-1 homme RA-1

( Cotmore et Tattersall, 1987)
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(autonomes), les Erythrovirus (B19 humain) et les Dependovirus (AAV); alors que la

deuxiéme regroupe les Densovirus, les Contravirus et les Iteravirus.

1.2 Tropisme cellulaire

La pénétration et, plus tard, I'accumulation intraceltulaire de produits viraux sont
indépendantes du cycle cellulaire (Siegl et Gautschi, 1973; Rhode, 1973). Par contre,
la réplication de I'ADN et I'expression des génes viraux dépendent entiérement d'une
ou de plusieurs fonctions cellulaires qui se produisent durant la phase S du cycle
cellulaire (Tennant et al., 1969; Tattersall, 1972; Siegl et Gautschi, 1973; Rhode, 1973).
Cette dépendance absolue pour la phase S expliquerait une plus grande résistance des
animaux adultes face a l'infection virale, contrairement aux foetus et aux nouveaux-nés

(Margolis et Kilham, 1975).

1.3 Pathogénicité générale

Les parvovirus causent souvent des problémes de reproduction provoquant
'apparition d'anomalies foetales ou néonatales. L'inoculation intracérébrale de
nouveaux-nés, particulierement chez les cobayes, cause des difformités caractéristiques

de type mongoloide (Toolan, 1960; Kilham, 1961).
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Plusieurs parvovirus traversent le placenta pour infecter le foetus. Des facteurs
comme la voie d'infection, la souche virale et la dose, I'espéce animale et le moment de
I'infection durant la grossesse influencent I'apparition de la maladie. T6t dans la
grossesse, une forte dose virale peut provoquer une infection foetale généralisée
conduisant a la résorption ou a la momification des embryons. L'infection plus tardive
peut causer, en plus de I'hypoplasie cérébrale, une encéphalopathie hémorragique, une
enténte ou une hépatite néonatale (Kilham et Margolis, 1975; Siegl, 1984a). Dans tous

les cas, des populations cellulaires ayant une activité mitotique élevée sont impliquées.

D'autre part, méme si la majorité des tissus adultes sont mitotiquement peu actifs,
I'épithélium intestinal ainsi que le systéme hématopoiétique contiennent une grande
proportion de cellules en division. Ces tissus sont en fait la cible de certains parvovirus,
et ceci peut conduire a l'apparition de maladies fatales chez I'animal adulte. Le meilleur
exemple de ce type de pathogénicité provient des parvovirus FPV, MEV et CPV (Siegl,
1984b). Le virus ADV (Porter et Cho, 1980) et le virus RV (Colemen et al., 1983)
causent des maladies mortelles chez le vison adulte et chez le jeune rat. La plupart des
parvovirus autonomes réduisent le nombre de lymphocytes circulants (panleucopénie).
Celle-ci, lors d'une infection au B19 humain, peut conduire a une aplasie fatale chez

l'individu hémolytiquement compromis (Kurtzman et al., 1989).
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1.4 Structure du virion

Les parvovirus sont des particules nues d'un diametre de 20 a 25 nm contenant
un génome d'environ 5000 nucléotides (Siegl et al., 1985). L'ADN représente de 19 a
32% de la masse totale des virions, tandis que les protéines de la capside forment le
reste. Ces particules ne contiennent pas de lipides, d'hydrates de carbone, d'enzymes
viraux ou cellulaires ou de protéines de faible poids moléculaire comme des histones
(Siegl et al., 1985). La majorité des particules infectieuses ont une densité d'environ
1,41 g/em®, un coefficient de sédimentation de 110 S, et un poids moléculaire de 5,5 a
6,2 x 10° (Siegl et al., 1985). Méme si la forme infectieuse est la plus fréquemment
isolée d'animaux malades, on retrouve une quantité abondante de particules défectives
dans les stocks de virus produits sur culture cellulaire. Ces derniéres contiennent une

quantité sous-molaire d'ADN. Elles ont une densité de 1,32 g/cm®, un coefficient de

sédimentation de 70 S, et un poids moléculaire de 4,2 x 10° (Ward et Tattersall, 1982).

Les virions matures de la majorité¢ des parvovirus autonomes posseédent une
capside composée de trois polypeptides principaux. Deux protéines, soit 1a VP1 (83-86
kDa) et la VP2 (64-66 kDa) sont des produits de traduction (Cotmore et al., 1983;
Rhode et Paradiso, 1983); tandis que la troisiéme, la VP3, provient du clivage
protéolytique de Ia VP2 (Clinton et Hayashi, 1976; Tattersall et al., 1977). L'examen
au microscope €lectronique révéle que ces particules en forme d'icosaédre sont

composées de plusieurs capsomeéres.
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Les techniques récentes de cristallographie par rayons X, décrites et développées

en grande partie par M.G. Rossmann, ont été utilisées pour résoudre la structure
tridimensionnelle de certains parvovirus. Celle du parvovirus canin a été décrite par
Tsao et collaborateurs (1991), de méme que par Wu et Rossmann (1993). La structure
du parvovirus félin a aussi été résolue (Agbandje et al., 1993). Essentiellement, ces
études réveélent une capside de structure T=1, contenant 60 copies de protomeres
composés d'une combinaison de protéines VP1 et VP2, La portion amino-terminale de
certaines copies de VP2 est accessible a I'extérieur des particules contenant de ' ADN
(virions complets). La structure des VP1 et VP2 allant du 38° résidu de la VP2 a
I'extrémité carboxy-terminale démontre une organisation centrale ou huit feuillets-p
anti-paralléles forment un "baril-B" (Rossmann et Johnson, 1989). De ce baril
émergent des boucles élaborées (reliant entre eux les feuillets-B) et qui composent la
plus grande partie de la surface exténieure de la capside. La topographie de surface
révéle une structure cylindrique chapeautant I'axe de symétrie d'ordre cing’, et elle-
méme entourée d'une dépression circulaire de 15A. On retrouve aussi un autre creux
de 15A s'étendant le long de I'axe de symétrie d'ordre deux. Finalement, une éminence
de 22A de hauteur par 70A de largeur domine I'axe de symétrie d'ordre trois. Clest
d'ailleurs dans cette région que l'on retrouve le plus de variations parmi les parvovirus

étudiés (Chapman et Rossmann, 1993).

' La terminologie employée s'inspire de Girard, M. et L. Hirt. 1989. Virologie moléculaire.
Doin, Paris. Pages 121-186.



1.5 Structure du génome viral

Le génome des parvovirus est formé d'une molécule d’ADN linéaire d'une
longueur d'environ 5000 nucléotides. Cet ADN est composé d'une région codante
monocaténaire centrale (90%) flanquée de deux courts palindromes terminaux capables
de se replier dans une structure en forme d'épingle a cheveux (Bourguignon et al.,
1976). Le brin encapsidé est dune fagon prédominante d'une seule polarité,
invariablement le brin "-" (complémentaire a ' ARNm), ou plus rarement des deux

polarités encapsidés dans des virions différents (Siegl et al., 1985).

Chez tous les parvovirus analysés, tous les cadres ouverts de lecture (ORF) se
retrouvent sur un seul des deux brins de ' ADN réplicatif qui, par définition, est le brin
"+'. On observe que le génome est organisé en deux grands cadres de lecture couvrant
la presque totalité de celui-ci. On remarque aussi la présence d'un certain nombre
d'ORF, plus petits, dont la position varie d'un virus a l'autre (Shade et al., 1986). Le
grand cadre de lecture gauche code pour les protéines virales non-structurales, tandis
que celui de droite code pour les polypeptides structuraux (la Figure 1A, p. 24, illustre

bien ce type d'organisation).

Comme le PPV est représentatif des parvovirus autonomes, nous concentrerons

I'étude fine du génome viral de ce genre a la section trois de la revue bibliographique.
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1.6 Réplication

L'infection virale productive est initiée par I'adsorption du virion aux récepteurs
spécifiques situés a la surface cellulaire. La nature exacte de ces récepteurs est
inconnue, mais des résidus d'acide N-acétylneuraminique semblent y jouer un rdle
essentiel (Cotmore et Tattersall, 1987). La pénétration des virus se fait a travers des
puits d'endocytose ("coated pits") (Linser et al., 1977). La fagon dont le virus pénetre
la membrane cytoplasmique et la translocation de ce dernier au noyau de la cellule reste
inconnue. Le peu dADN monocaténaire libre dans le cytoplasme cellulatre laisse
présumer que peu de virus sont décapsidés et/ou que cet événement se produit a
l'intérieur du noyau. La réplication de I'ADN viral passe par trois étapes distinctes: la
synthése du brin d'ADN parental complémentaire, I'amplification de 'ADN de forme

bicaténaire, et enfin, l'encapsidation du brin d ADN monocaténaire excisé.

Un systéme d'auto-amorgage a l'extrémité génomique 3', couplé a un mécanisme
de transfert de la structure en épingle a cheveux, forment la base du modele original de
réplication nommé "épingle a cheveux roulante” ("rolling hairpin") (Tattersall et Ward,
1976). Des études subséquentes de Astell et collaborateurs (1985) et de Berns (1990)
ont développé I'idée. Selon ce modéle, le palindrome terminal 3' de la chaine virale est
utilisé par la polymérase de la cellule hote pour amorcer la synthése du brin

complémentaire. Ceci produit une molécule bicaténaire monomérique (RF) fermée.
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Cette molécule intermédiaire peut étre le substrat pour un clivage spécifique par la NS1
(Niesch et al., 1995), qui réouvre la molécule a un point situé 18 nucléotides en amont
de 1a fin originale de l'extrémité 5'. L'extrémité 3' de la brisure peut donc étre allongée,
tout en déplagant I'épingle a cheveux terminale, et se replier sur elle-méme de telle sorte
qu'un dimére de la molécule RF originale est produit. Le transfert de I'épingle a
cheveux a l'extrémité 5' du brin négatif peut résulter en deux séquences alternatives,
l'une étant l'inverse complémentaire de l'autre ("flip" et "flop"). Le brin wviral est,
concurremment a la synthése, excisé de la forme réplicative et encapsidé, a partir de
I'extrémité 5', dans le virion naissant. La NS1 demeure attachée au génome viral, a

I'extérieur de la capside, et est souvent enlevée juste avant ou durant l'infection.

Finalement, on n'a pas encore déterminé l'influence des processus cellulaires ou
des produits de génes viraux sur la lyse des cellules infectées et le relargage des virus

de progéniture.

2. LE PARVOVIRUS PORCIN (PPV)

2.1 Introduction

Le parvovirus porcin (PPV) est un parvovirus autonome dont les propriétés

physico-chimiques et les séquences génomiques ressemblent a celles des parvovirus de
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rongeurs MVM et H-1, du virus de l'entérite du vison (MEV), du parvovirus canin

(CPV) et du virus de la panleucopénie féline (FPV) (Cotmore et Tattersall, 1987,

Tijssen et Bergeron, 1994).

Lorsqu'en 1965, Dunne et collaborateurs attribuérent l'acronyme SMEDI
("stillbirth, mummified foetuses, early embryonic death, infertility") 4 un syndrome
d'infertilité rencontré chez le porc, les auteurs suspectaient la présence d'un
picornavirus. Il fut démontré par la suite qu'un parvovirus en était le principal
responsable (Mengeling et Cutlip, 1976). Les manifestations cliniques d'une infection
au PPV englobent la mort précoce de I'embryon, la perte de gestation, 1a momification
du foetus, des morts-nés, des portées réduites et des avortements (revue par Molitor et
Joo, 1990). Regle générale, cette infection ne cause pas de pathologies évidentes chez
l'adulte ou le jeune porc. Cependant, le PPV a été associé a des cas graves de dermatite
chez des porcelets (Kresse et al., 1985), et des virus semblables au PPV ont été
impliqués dans des cas de diarrhée porcine (Dea et al., 1985; Yasuhara et al., 1989 et

1993).

Suite a une exposition naturelle ou expérimentale au PPV, une virémie se
développe chez I'animal séronégatif. Cette derniére semble étre un prérequis pour que
le virus traverse le placenta de la truie gestante et subséquemment infecte les embryons

ou les foetus. Les isolats avirulents de PPV (e.g., NADL-2) ne réussissent pas i
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traverser la barriére placentaire du fait de leur incapacité a induire une virémie rapide

et prolongée (Lenghaus et al., 1978; Paul et Mengeling, 1984).

2.2 Différents isolats de PPV

Des isolats de PPV ont été recouvrés d'une grande variété de sources, incluant
des leucocytes normaux de porc, des foetus momifiés, des tissus respiratoires porcins,
de la semence de verrat, de lésions de dermatite de porcelets, des féces de porcs
diarrhéiques, ainsi que comme contaminants de cultures cellulaires ou de stocks de

virus (revue par Molitor et Joo, 1990).

2.2.1 Propriétés antigéniques

Des antisérums spécifiques a certains PPV choisis ont été utilisés afin de
comparer les isolats par hémagglutination (HA), inhibition de 'hémagglutination (IHA),
neutralisation virale (NV), immunoprécipitation (IP), ainsi que par immunofluorescence
directe (IF) et indirecte (IFT) (revue par Molitor et Joo, 1990). Aucune différence
antigénique n'a été détectée par HA. Pas plus de différence, en terme de réactivité
sérologique, n'a été¢ démontrée par NV, IHA, IP, et IFI utilisant des antisérums
homologues ou hétérologues. Seuls les isolats entériques japonais ont montré des
différences antigéniques; mais il n'est pas du tout certain que ces souches soient de

véritables PPV.
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2.2.2 Propriétés pathogéniques

Malgré cette homogénéité antigénique des différents isolats de PPV, des souches
peuvent étre distinguées par leur pathogénicité différenciée (Tableau 2). La souche non
pathogéne NADL-2, couramment utilisée comme vaccin inactivé, cause une virémie
limitée et, lors d'infections expérimentales, ne traverse pas la barriére placentaire (Paul
et Mengeling, 1980). A l'opposé, les souches virulentes isolées de foetus momifiés,
telle NADL-8, provoquent une virémie, traversent le placenta et infectent mortellement
les foetus non immunocompétents (Mengeling et Cutlip, 1975). Méme st la souche
NADL-2 est sans danger lorsque administrée oralement, elle provoque la mort foetale
quand elle est injectée in utero dans les liquides extrafoetaux (Cutlip et Mengeling,
1975). Cependant, Mengeling et collaborateurs (1984) ont observé que, aprés
inoculation expérimentale dans le liquide amniotique de truies gestantes, la souche
NADL-8 était infectieuse et létale 4 des dilutions beaucoup plus grandes que la souche
NADL-2 (de l'ordre de 10,000 fois ). Enfin, d'autres souches virulentes de PPV, telle
la souche Kresse, ont été associées a des dermatites sévéres (Kresse et al., 1985). Ces

derni¢res démontrent une virulence encore plus grande et tuent le foetus, méme

immunocompétent (Choi et al., 1987).



Tableau 2

Pathogénicité, chez le porc, de quatre isolats de parvovirus porcin.

Adapté de Molitor et Joo, 1990

* Les foetus dgés de plus de 70 jours sont normalement immunocompétents.
® Concentrations relatives d' ADN réplicatif dans les organes de foetus infectés de Kresse comparativement aux foetus

infectés avec NADL-8 ( Oraveerakul et al., 1993):
foie, poumon et coeur: de 1 a 3 fois plus,
rein et tractus gastro-intestinal: presque 10 fois plus,
cerveau et rate: environ 30 fois plus.

Isolat Source Transmission
originale placentaire e P
< 10 semaines | > 10 semaines® | < 10 semaines | > 10 semaines
KBSH Cellules KB Non Non Non Non Non
normales
NADL-2 Leucocytes Non Non Non Oui Non
normaux
NADL-8 e Oui Oui Non Oui Non®
momifiés
. |
Kresse Z"S‘c‘“.es Oui Oui Oui Oui Oui®
eute ’ __
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2.2.3 Pathogénicité et réponse immunitaire

Comparativement aux souches pathogénes communes, telle NADL-8, la
virulence accrue de la souche Kresse envers le foetus peut étre attribuable a un niveau
plus élevé de réplication (Kresse et al.,1985; Choi et al., 1987), de sorte que la réponse

immunitaire de I'néte devient insuffisante pour €liminer le virus.

De plus, la présence de dép6ts de complexes-immuns, dans les tissus de foetus
inoculés de Kresse, pourrait indiquer que les Iésions observées sont le résultat d'une
pathologie immune (Oraveerakul et al., 1993). Ce type de pathologie est bien connue
chez le vison infecté par le parvovirus ADV et clairement suspectée chez I'humain.
Suite a I'infection par le parvo B 19 et aprés la phase de réplication virale, une éruption
cutanée apparait concurremment a une réponse immunitaire détectable (Pattison,1990).
Méme si la dermatite observée chez les porcelets semble reliée davantage a une réaction
immunitaire qu'a un tropisme spécifique de la souche Kresse pour les cellules de la
peau, il n'en demeure pas moins que cette différence biologique avec les autres souches

pathogénes doit résider dans la constitution génétique du virus (Tijssen et al., 1995).

A l'opposé de ces différences de souches bien documentées, Lager et
collaborateurs (1992) ont rapporté une virulence accrue de NADL-8 comparée 3 la

souche Kresse lors de l'infection expérimentale de foetus immunocompétents. Ils
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expliquérent cette contradiction en s'appuyant sur les différentes routes utilisées pour
administrer le virus aux foetus. Ayant opté pour I'injection intra-amniotique plutét que
sous-cutanée (Choi et al., 1987), les auteurs associcrent la virulence de la souche
Kresse a son isolement de lésions de dermatite et conclurent que le virus devait étre plus
pathogéne lors d'injection sous-cutanée. Méme si la voie d'infection peut jouer un réle,
un tropisme spécifique pour les cellules de la peau ne peut expliquer les résultats de
Oraveerakul et collaborateurs (1993) qui eux, utilisérent I'injection intra-musculaire du

virus Kresse dans les foetus.

Jusqu'a présent, aucune étude n'a été faite sur la réponse a médiation cellulaire
induite par le PPV. Or, il devient de plus en plus évident que le type de réponse (T,1
versus T,2) influence grandement la pathogénése de différents virus et I'aboutissement
éventuel de la maladie (Clerici et Shearer, 1993 et 1994)>. 1l peut étre postulé que
l'infection due a différentes souches de PPV modulerait une réponse différentielle chez
le porc (Tijssen et al., 1995). Par exemple, l'infection par la souche Kresse pourrait

induire un "switch" de T,1 vers T,2, réduisant ainsi la réponse a médiation cellulaire et

“Les cellules T auxiliaires (T,,) sont des lymphocytes jouant un role déterminant dans le
développement des réponses immunitaires. Ces cellules se subdivisent en 2 sous-populations
en regard des cytokines (modulateurs chimiques) qu'elles sécrétent. Les T,1 produisent
l'interleukine-2, I'interféron gamma et favorisent les réponses a médiation cellulaire; alors que
les T,,2 sécretent les interleukines 4, 5, 6, 10 et influencent le développement des cellules B
responsables de la réponse humorale (production d'anticorps). Une fois établi, chaque
profil de réponse tend a supprimer le profil opposé. En effet, l'interféron y des cellules T, 1
mhibe la prolifération des T,2, tandis que linterleukine- 10 des cellules T,2 bloque la production
des modulateurs propres aux T, 1.
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augmentant plutdt les manifestations propres aux cellules B comme I'hypergamma-
globulinémie. Donc, la souche virale tout comme la dose ou la voie d'infection

pourraient expliquer les variations de la pathogénicité.

3. BIOLOGIE MOLECULAIRE DU PPV

Comme beaucoup d'autres parvovirus autonomes, le PPV encapside presque
exclusivement le brin "-" dADN . On n'observe que trés peu de différences au niveau
des cartes de restriction des souches les mieux étudiées: KBSH, NADL-8, NADL-2 et
Kresse. Un site supplémentaire Mspl ou Nsil a respectivement été identifié chez
KBSH et NADL-2 (Molitor et al., 1984). Le séquengage de NADL-2 (Ranz ef al.,
1989; Vasudevacharya et al., 1990; Bergeron et al., 1993), 90HS (Sakurai ef al., 1989)
et Kresse (Bergeron et al., 1996) a confirmé que les déterminants génomiques

responsables des différences de pathogénicité de ces souches sont tres subtils.

L'organisation génomique du PPV (Figure 1) ressemble a celles de MVM et H-1,
mais plus particulicrement, a cause des sites d'épissage, a celles de CPV, MEV et FPV.
Cette figure montre que le génome est organisé en deux grands et deux petits ORF
(cadres ouverts de lecture). Les ORF de gauche, grand et petit, codent vraisemblable-
ment trois protéines non-structurales (NS); alors que les ORF de droite, petit et grand,
codent deux protéines structurales (VP). Une protéase cellulaire génére une troisiéme

VP par I'excision d'un fragment de 4 kDa a I'extrémité N-terminale de la VP-2.
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Figure 1

(A) Transformation de l'information génomiqué aux protéines virales (Bergeron et al.,
1993). Larégion codante couvre 4 ORF: deux grands et deux petits. Le premier petit
cadre ouvert se trouve immédiatement en aval du premier grand ORF et code pour la
portion N-terminale de la VP-1, de méme que pour la portion C-terminale de la NS-3.
Le second petit ORF, présent sur le troisiéme cadre de lecture, coincide avec le
promoteur P40 et code pour le C-terminus de la NS-2. Les transcrits sont synthétisés
a partir des nt 225 et 2035 du brin "-" et polyadénylés a la position 4833. On distingue
4 différents patrons d'épissage (A: 2281/2388, B: 2314/2388, C: 548/2021, D:
548/2388) résultant en transcrits de 4,7 kb (R1), 3,3 kb (R2) et 2,9 kb (R3 et R4). La
superposition des ORF aux transcrits prédisait, aprés traduction, 3 NS et 2 VP (les
numéros correspondent au premier et au dernier nt de chaque exon, alors que les
chiffres a l'intérieur ou prés des encadrés référent aux cadres de lecture). Le fragment
Bglll-Bglll des VP-1/2 contenant les acides aminés 378D, 383H et 436S (numérotation
selon VP-2) est aussi illustré. Les chiffres romains au-dessus du produit de
transcription NS-1 indiquent des régions présentant des motifs de protéine initiatrice (I)
et des motifs de la superfamille Il des hélicases (II).

(B) Différence d'épissage des protéines VP et NS entre PPV et MVM.

- En regard des protéines structurales, MVM a deux sites accepteurs d'épissage dans
'ORF de droite, alors que le PPV n'en a qu'un. Cependant, cette différence n'affecte
pas la stratégie d'expression, tel que démontré par les régions traduites (ligne grasse,
VP-1; double ligne grasse, VP-2).

- La stratégie d'expression de la NS-2 differe considérablement entre PPV et MVM.
Pour MVM, la NS-2 peut présenter différentes extensions en C-terminal (a, b, et
quoique rarement, c). A l'opposé, la NS-2 du PPV se termine en amont des sites
d'épissage des VP et une NS-3 distincte est générée par épissage du site donneur de la
NS-2 (a 547-CG/GC) au site accepteur de la VP.
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3.1 Réle des séquences non codantes

Le génome trés compact de cing kb des PPV exige une utilisation économique
de linformation génétique afin de médier leurs réplications différenticlles dans les
cellules. Les séquences régulatrices et autres séquences non codantes impliquées dans
la réplication, la transcription ou l'encapsidation du virus se retrouvent aux deux
extrémités du génome, mais recouvrent aussi les séquences codantes. Les deux bouts
du génome viral peuvent se replier sous forme d'épingle a cheveux. A l'extrémité 3'
(gauche) du génome monocaténaire, la séquence permet un replicment en Y du
palindrome de 117 nucléotides, qui peut dés lors servir d'amorce durant le stage initial
de la réplication (génération dun ADN double-brin nécessaire & la transcription). Ce
palindrome partage avec d'autres parvovirus la présence d'un appariement imparfait ou
bulle. On a montré récemment que celle-ci était importante pour la fixation sélective
du facteur de transcription USF au bras inteme du Y, alors que le facteur de modulation
positive NF-Y se fixe aux deux bras, juste a I'extérieur de la bulle (Gu et al., 1995).
Cette bulle est aussi impliquée dans la ségrégation de 'origine de réplication (Cotmore
et Tattersall, 1994). A l'autre bout du génome, I'épingle a cheveux en 5' (200 nt) joue
un rdle crucial dans la réplication virale par son implication dans le mécanisme
"d'épingle a cheveux roulante” d'on résultent deux séquences alternatives de 44 nt a
l'intérieur de l'épingle ("flip" et son complémentaire inverse "flop"). Puisque les

souches Kresse et NADL-2 partagent des séquences identiques aux deux extrémités, il
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ne semble pas que celles-ci soient responsables des différences de pathogénicité.

Une répétition de 127 pb se retrouve dans la région non codante de NADL-2, et
débute juste avant le codon d'arrét de 'ORF droit. A I'opposé, 1a souche Kresse, comme
toutes les souches pathogenes étudiées a ce jour, ne présente pas cette répétition. Le
role exact de ce tandem n'est pas clair. Chacune des répétitions reprend quatre fois le
motif AATAAA et aucun n'est fonctionnel (le seul signal de polyadénylation
fonctionnel se trouve 20 nt en aval de la répétition). Ces répétitions sont trés riches en
AT et peuvent avoir un effet négatif sur la stabilité des transcrits (Sachs, 1993). Une
situation similaire au PPV existe chez MVM ou la souche virémique MVMi n'a pas la
répétition de 65 pb présente chez MVMp (Astell e al., 1986). Cependant, des études
in vitro ont démontré que I'élimination de la répétition de 65 pb chez MVMp inhibait

la réplication de 10 a 100 fois, dépendant de la cellule héte (Salvino et al., 1991).

La transcription virale est sous le contrdle de deux promoteurs: TATA, 4 dirige
la synthése des ARNm pour les protéines NS, et TATA,,,, celle des protéines VP.
Méme s'il a été rapporté que, pour PPV, une certaine expression était obtenue du
promoteur P40 (= 2004) mais non du promoteur P4 (= 196) dans des cellules non
permissives (Oraveerakul et al., 1992), il est généralement admis que P40 est
transactive par la protéine NS1 générée a partir de P4. On trouve deux éléments de

contrdle en amont de TATA,,,: (i) une séquence "enabler" a la position 1949 (idem
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chez CPV); et (ii), un élément de transactivation "tar" a 120 nt plus avant (idem chez
le parvovirus H-1) (Gu et al., 1992). Aucune différence n'a été observée a ce niveau

entre les souches pathogénes et non pathogeénes de PPV.

3.2 Transcrits, épissage et protéines produites

Parmi les parvovirus autonomes, la stratégie employée pour I'épissage différencie
le groupe formé de PPV, CPV, MEV et FPV de celui composé de MVM et H-1. On
a observé pour PPV-NADL-2 trois bandes majeures aprés hybridation de type
"Northern", correspondant 4 4,7, 3,3 et 2,9 kb. Deux différentes extrémités 5' (positions
225 et 2035) débutent ces transcrits (Figure 1: Bergeron ef al., 1993). Tous les
transcrits épissés se terminent au nucléotide 4833 dans le cas du NADL-2 et 4706
(absence de la répétition de 127 pb) pour la souche Kresse . Comme pour les autres

virus du méme groupe, le transcrit entier de 4,7 kb (R1) code pour la protéine NS1.

Deux petits introns (A et B, dans la Figure 1A) se chevauchant, et pouvant étre
épissés de fagon alternative, jouent un réle déterminant dans I'expression des protéines.
Leur localisation en regard des codons d'arrét des protéines NS est cruciale. Deux sites
donneurs (2280 et 2313) sont donc alternativement €pissés au méme site accepteur
(2386). Le premier site donneur est situé en aval des codons d'arrét de NS1 et NS2. Au

contraire, MVM utilise deux sites accepteurs et le codon d'arrét de la NS2 se situe entre
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les sites donneurs. Conséquemment, avec un épissage de type A (figure 1B), la NS2
de MVM obtient une séquence C-terminale différente qu'avec un épissage de type B.
La NS2 de PPV n'a pas cette hétérogéncité; mais ceci semble étre compense par

1'épissage du transcrit R3 produisant la NS3.

Ces petits introns déterminent aussi quelle VP sera synthétisée a partir du
transcrit R4. Le codon d'initiation de la VP1 (ATG-2287) est éliminé par 1'épissage de
type A. Ceci force l'utilisation du prochain codon ATG (2810) pour la synthése de la
VP2. Par contre, I'épissage de type B préserve le premier codon d'initiation et génére

la VP1.

L'épissage des ARN messagers de la souche Kresse démontre une stratégie
identique a celle utilisée par la souche NADL-2 (Tijssen et al., 1995). De plus, tous les
isolats séquencés a ce jour démontrent une identité parfaite au niveau des sites donneurs
et accepteurs, de méme que du voisinage de ces sites. Ceci exclue donc une influence

possible en regard des pathogénicités variées des souches de PPV.

3.3 Fonctions des protéines non-structurales

On connait peu quant aux fonctions des protéines non-structurales du PPV.

Contrairement aux protéines de la capside, la NS1 partage une grande homologie de
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séquence avec des protéines similaires présentes chez beaucoup d'autres parvovirus
(environ 85% vs 70% ou moins pour les VP). On peut donc postuler que plusieurs
fonctions de ces omniprésentes protéines NS soient similaires. Tijssen et Bergoin
(1995) ont identifié, sur la NS1, des motifs de séquence appartenant a la superfamille
III des hélicases et d'autres relatifs aux protéines initiatrices. Ces fonctions pourraient
bien étre impliquées dans le mécanisme réplicatif de "l'épingle a cheveux roulante”. De
plus, par son interaction avec le facteur de transcription Spl, la NS1 est aussi un
important régulateur/trans-activateur de l'expression virale (Krady et Ward, 1995).
Enfin, la NS1 participe, au cours de la réplication, a la résolution des intermédiaires
réplicatifs et se fixe aux extrémités 5' de 'ADN du duplex et de la progéniture

(Cotmore et Tattersall, 1989; Liu et al., 1994).

Les formes alternatives de Ia NS2 de MVM ont des localisations et des demi-
vies radicalement différentes (Cotmore et Tattersall, 1990). Des mutations a son niveau
affectent fortement l'efficacité de la production virale, a la maniére d'un tropisme
cellulaire (Naeger et al., 1990). De plus, 1a NS2 du parvovirus H-1 est nécessaire a la
synthése efficace des protéines, 4 la fois in vitro et in vivo (Li et Rhode, 1991). A ce

jour, la NS2 du PPV n'a pas été étudiée.

Méme sil a été rapporté que le tropisme du PPV puisse étre affecté par des

séquences de la portion NS (Vasudevacharya et Compans, 1992), aucune différence
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dans cette région n'a été relevée entre les séquences de NADL-2 et Kresse (Bergeron
et al., 1996). Les variations de tropisme et de pathogénicité entre ces souches semblent

donc résider au niveau de la capside.

4. TROPISME ET BARRIERES D'HOTES

4.1 Importance des protéines structurales

Chez les parvovirus, tous les déterminants relatifs aux tropismes cellulaire ou
tissulaire, aux barriéres d'hétes, de méme qu'aux propriétés hémagglutinantes, ont été
localisés a I'intérieur des protéines de la capside (Bergeron et al., 1996; Vasudevacharya
et Compans, 1992; Parrish, 1991; Chang et al., 1992; Parrish et al., 1988, Truyen et
Pamsh, 1992). Ainsi, chez MVM, les fibroblastes sont permissifs 4 MVMp, alors que
les cellules T murines sont permissives 8 MVMi. Chacune des souches ne peut pousser
que sur ses cellules hotes (McMaster et al., 1981). Deux modifications seulement, de
la séquence en acides aminés de VP1/VP2, permettent au MVMi lymphotropique de
pousser sur fibroblastes comme MVMp (Gardiner et Tattersall, 1988; Ball-Goodrich
et Tattersall, 1992). La réplication de 'ADV est aussi contrélée par un déterminant

localisé sur la séquence commune de VP1/VP2 (Bloom et al., 1993).
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L'identité quasi parfaite (99%) entre les souches Kresse et NADL-2 implique que
toute variation dans le tropisme doit correspondre & des différences génomiques
mineures (Tableau 3). Kresse et NADL-2 ne different que par cinq acides aminés, tous
localisés a l'intérieur de la région codant pour la protéine structurale VP2 (Bergeron ef
al., 1996). Ces auteurs ont identifié plus précisément un fragment de restriction (Bg/II)
qui, interchangé d'un génome a I'autre, transfert les tropismes cellulaires respectifs a
chacune des souches (Figure 1). Le fragment délimité par les sites de restriction Bg/II
contient le déterminant allotropique: on n'y trouve aucune mutation silencieuse en plus

de la substitution des trois acides aminés.

4.2 Structures conservées dans les capsides de parvovirus

Les séquences des protéines de capside de dix parvovirus, comparées aux
coordonnées obtenues par cristallographie aux rayons X du CPV, révelent des motifs
communs (Tsao et al., 1991; Chapman et Rossmann, 1993). La localisation des
différents déterminants du CPV sur la structure générale du virion indique que les
résidus critiques sont majoritairement positionnés a la surface extérieure de la capside
(Chang et al., 1992). Comme le CPV et le PPV partagent, pour les protéines de la
capside, une homologie de séquences en acides aminés de l'ordre de 60%, les deux
séquences peuvent étre alignées et comparées afin de prédire 'emplacement des résidus

critiques de la VP2 du PPV dans une structure tridimensionnelle.
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Tableau 3

Mutations génomiques observées et modifications anticipées des acides aminés, au
niveau de la VP-2 de différents isolats et souches de PPV (Bergeron ef al., 1993 et
1996). Les numéros indiquent, soit 1a position dans la séquence du brin "+" du PPV
NADL-2, soit la position dans la séquence en acides aminés de la VP-2. Les mutations
constantes sont indiquées sur fond noir. Tous les cas cliniques provenaient de foetus
momifiés, sauf IAF-A54 et IAF-22 qui ont été isolés respectivement de lésions de
dermatite et de la glande thyroide d'un porc normal. (nt: non testé).
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Tijssen et collaborateurs (1995) suggérent que la structure cylindrique
chapeautant I'axe de symétrie d'ordre cing, le renflement entre les feuilletspF et G, de
méme que les derniers 25% de la boucle IV (Figure 2), sont probablement les régions
fonctionnellement les plus significatives. La région de la structure cylindrique,
grandement conservée entre CPV et PPV, est possiblement responsable de la
stabilisation structurale autour de I'axe de symétrie. Les résidus formant le renflement
entre PF et PG sont directement impliqués dans l'interaction avec I'ADN viral
(Chapman et Rossmann, 1995). Enfin, les cinquante demiers acides aminés de la
boucle IV, juste avant BH, sont largement conservés entre CPV et PPV. Cette portion
de Ia boucle est interne et adjacente a l'axe de symeétrie d'ordre trois, qu'elle doit
probablement stabiliser, quoique I'ensemble de cette structure puisse étre trés flexible

(Tijssen et al., 1995).

4.3 Cartographie des résidus impliqués dans le tropisme du PPV

Les cinq acides aminés différents entre les souches Kresse et NADL-2 se
retrouvent tous sur les boucles extérteures reliant entre eux les feuillets f de la VP2,
Ces résidus sont localisés sur la boucle II pour 1215T, sur la boucle II/TV pour D378G,
H383Q, S436P, et sur l'extrémité COOH pour R565K (Figure 2). Quatre d'entre eux
se retrouveraient a la surface de la capside du CPV, alors que le cinquiéme (D378G)

serait pres de la surface. Des quatre résidus trés accessibles, S436P est le plus exposé,
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Figure 2

Localisation des résidus critiques du PPV sur la structure secondaire du CPV. Les
principaux feuillets p (A a I) et les hélices ¢ (xA et aB) sont représentés
respectivement sous forme de fléches et d'enroulements (adapté de Chapman et
Rossmann, 1993). Les différences entre NADL-2 et Kresse sont indiquées par des
cercles, alors que les losanges correspondent au variant P2 du PPV (Vasudevacharya

et Compans, 1992). Les nombres entre parenthéses réferent aux résidus correspondants
du CPV.



(570)

boucle |

{4527

boucles /Y

H383Q D37RG
(386} (381)

N348H
(349)

boucle |l
1215T
Structure )
eylindrique
D ﬁ E
3 kf F

abB



37
étant situé au sommet de I'axe de symétrie d'ordre trois (Figure 3). Ce dernier pourrait
étre déterminant dans le tropisme du PPV. En plus, la substitution d'une sérine par une
proline 2 la position 436 résulte probablement en une modification considérable de la
topographie locale, étant donné les restrictions imposées par sa nature acide iminé
(Tijssen et al., 1995). Enfin, les chimeéres contenant ce résidu, de méme que 378 et 383,

ont pu intervertir les phénotypes des souches Kresse et NADL-2 (Bergeron et al. 1996).

D'autres résidus accessibles peuvent étre alternativement ou conjointement
impliqués dans les barriéres d'hétes. Le variant P2 de PPV (Vasudevacharya et
Compans, 1992) présente, au niveau de la VP2, des modifications qui sont localisées

structurellement trés prés de celles observées entre Kresse et NADL-2.

4.4 Role du déterminant allotropique

Le tropisme du PPV a été évalué in vivo (tissus) et in vitro (culture cellulaire)
(Bergeron et al., 1996; Oraveerakul et al., 1993). L'attachement et l'entrée du PPV
surviennent a la fois dans les cellules permissives et non permissives, tel que démontré
par immunofluorescence et cytométrie en flux (Ridpath et Mengeling, 1988). Il n'y a
pas de corrélation systématique entre la distribution de récepteurs viraux et la
permissivité observée; quoique 'absence de telles molécules exclue l'infection. Par
exemple, les cellules ne possédant pas le récepteur globoside pour B19 sont non

permissives a ce virus {(Gallinella ez al., 1995).
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Figure 3

Représentation schématique d'une unité asymétrique de la capside du PPV (1/60 du
virus ayant un T = 1), adaptée de la structure tridimensionnelle du CPV (Tsao et al.,
1991). L'axe de symétrie d'ordre cinq est représenté par un pentagone et les deux axes
d'ordre trois par des triangles. A noter que les substitutions d'acides aminés critiques
entre PPV NADL-2 et Kresse sont localisées dans des zones différentes de celles
identifiées chez d'autres parvovirus, mais qu'elles se retrouvent tout de méme nettement
exposées. Comparativement a la souche de référence NADL-2, les cercles
correspondent a des substitutions typiques de Kresse et les losanges a celles du variant
P2.
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De plus, un récepteur putatif pour le PPV, similaire en poids moléculaire & celui
identifié pour le CPV, a été trouvé a la fois dans des cellules permissives et non
permissives (Harding et Molitor, 1992). On n'a pas démontré de réactivité croisée entre
ces deux récepteurs quoique, dans certains cas, le PPV peut pénétrer dans des cellules
permissives au CPV, mais non au PPV (Vasudevacharya et Compans, 1992). Ceci

renforce I'idée que la permissivité est sous le contrdle intra-cellulaire.

5. DIAGNOSTIC ET PREVENTION

Les infections au PPV sont enzootiques dans la plupart des troupeaux, et la
majorité des porcs adultes ont développé une immunité au virus (Molitor et Joo, 1990).
Les jeunes animaux, cependant, peuvent ne pas étre protégés. C'est pourquoi la
vaccination avant I'accouplement est devenue pratique courante. Des vaccins vivants,
atténués par passages successifs sur cultures cellulaires, ou des souches avirulentes
inactivées chimiquement (e.g., NADL-2) sont largement utilisés. Méme si ces vaccins
sont apparemment efficaces, on peut leur reprocher deux inconvénients majeurs.
Premiérement, il est coliteux de propager le PPV en cultures cellulaires de fagon a
produire une masse immunogénique suffisante. Deuxiémement, I'introduction possible
de mutations, méme légeres, peut avoir un impact trés lourd sur le tropisme ou la
barriere d'hétes du PPV. Par exemple, la souche IAF-3 isolée d'un foetus momifié

semble étre un PPV de type NADL-2 ayant perdu une répétition (Tableau 3).
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Récemment, le géne codant pour la VP2 du PPV a été exprimé, via le systeme
baculovirus, dans des cellules d'insecte (Martinez et al., 1992). Les protéines produites
ont spontanément formé des capsides, et les porcs immunisés avec celles-ci ont
développé une immunité identique a celle produite par un vaccin commercial. Des
études portant sur des capsides chimériques de parvo B19 ont démontré la possibilité
d'ajouter des épitopes étrangers a la surface de ces imitations de virus (Brown et al.,

1994). Des vaccins synthétiques multivalents seraient donc réalisables.

Considérant les différences de pathogénicité frappantes entre les souches de
PPV, de méme que les risques potentiels des vaccins utilisés présentement; il apparait
important que les laboratoires de diagnostic puissent distinguer les souches, plutdt que
de simplement identifier la présence du virus. La gestion efficace des troupeaux,
comme la fiabilité des études épidémiologiques, y gagneraient certainement. Les
méthodes classiques de diagnostic basées sur la réactivité sérologique envers des sérums
polyclonaux, tout comme les techniques plus récentes, telles 'ELISA ou la PCR "de

base" (Jenkins, 1992; Molitor et al., 1991), ne sont guére utiles a cet égard.
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II* PARTIE : LA REACTION DE POLYMERISATION EN CHAINE (PCR)

6. PCR ET DIAGNOSTIC

6.1 Historique et principe

La réaction de polymérisation en chaine a été décrite pour la premiére fois, en
1985, par Saiki et collaborateurs. La deuxiéme découverte critique relativement a cette
technique a été la purification et l'utilisation d'une ADN polymérase thermostable, celle
de Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988). Cette ingénieuse méthode a eu, en recherche
bio-moléculaire, un impact sans doute comparable au développement de la technologie
de I'ADN recombinant dans les années 70. Sa découverte valut d'ailleurs a Kary B.
Mullis l'obtention du prix Nobel de chimie en 1993 (conjointement 4 Michael Smith,
pour ses travaux sur la mutagénése dirigée). De fagon symbolique, 1'intérét manifesté
envers la PCR a suivi une courbe d'allure exponentielle. En 1985 et 1986, on ne
trouvait qu'un article sur ce sujet dans la banque américaine de données Medline.
Chaque année subséquente vit un accroissement a 4, 7, 337, 2046, pour atteindre 4436

articles en 1991 (Myerson, 1992).
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Essentiellement, cette technique permet d'amplifier en quelques heures - ou en
d'autres termes, de recopier en plusieurs milliers d'exemplaires - un segment d ADN
dintérét. Régle générale, ce fragment d'ADN est bordé a chaque extrémité par une suite
de nucléotides de séquence connue. Dans des conditions appropriées, deux courtes
amorces, complémentaires aux séquences de bout délimitant I'ADN cible, pourront
s'hybrider chacune a une extrémité opposée des deux brins de 'acide nucléique. En
ajoutant au mélange réactionnel une enzyme polymérase thermostable et des
nucléotides, il devient possible a l'enzyme de polymériser, a partir de chacune des
amorces, un brin dADN complémentaire a chacun des deux brins de la cible. On

obtient alors une copie du segment d'ADN a amplifier.

Techniquement, le processus se divise en trois opérations: (1) dénaturation a
température élevée du double brin d'ADN cible; (2) hybridation des amorces a
l'extrémité opposée de chacun des brins monocaténaires; (3) élongation de chacune des
amorces par la polymérase, en se servant de ces brins comme gabarits. Ces trois étapes
constituent un cycle, et la répétition de ce cycle résulte en I'amplification exponentielle
de la séquence d'ADN cible. En effet, si le cycle est répété vingt fois, théoriquement,
un million de copies seront générées; un milliard avec trente cycles. Méme si dans les
faits, le rendement est inférieur, il demeure qu'en quelques heures on peut viser une

amplification de 100 000 fois de la séquence d'ADN recherchée.



6.2 Notion d'efficacité

Par définition, la PCR est une réaction en chaine: les produits obtenus d'un cycle
d'amplification servant de substrat pour le cycle suivant. Donc, les produits
s'accumulent de fagon exponentielle, et non de fagon linéaire comme dans la majorité
des réactions enzymatiques. Théoriquement, la quantité de produit double a chaque
cycle de la PCR, répondant ainsi a I'équation suivante: N =N, 2° (oi N = le nombre de
molécules amplifiées, N, = le nombre initial de molécules, et n = le nombre de cycles).
Expérimentalement, l'efficacité de l'amplification, c'est-a-dire la fraction de matériel
effectivement dupliquée a chaque cycle, n'est pas parfaite (Wang et al., 1989; Chelly
et al., 1988; Wiesner, 1992). Le facteur de duplication se situe quelque part entre 1 et
2; puisqu'avec 1, il n'y a pas d'amplification, et qu'avec 2, celle-ci double parfaitement
a chaque cycle. Donc, 1'équation précédente devient: N =N, (1 + E)", ou E = l'efficacité
réelle de I'amplification, et se situe entre O et 1. A cause de la nature exponentielle de
la PCR, une trés petite variation de l'efficacité de I'amplification (E) peut occasionner

des différences dramatiques au niveau de la quantité finale de molécules produites.

Plusieurs facteurs expérimentaux peuvent affecter 'efficacité de I'amplification:
entre autres, la séquence 4 amplifier, 1a séquence des amorces, la longueur de 1'amplicon
et des impuretés dans 1'échantillon (Erlich et al., 1991; Amheim et Erlich, 1992). Les

trois premiers facteurs déterminent la présence de structures secondaires et le contenu
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en G/C de la cible; lesquels peuvent, a leur tour, interférer avec 1'hybridation de
l'amorce, affecter le point de fusion de la séquence cible et réduire la "processivité” de
la polymérase. La présence d'impuretés dans I'échantillon peut affecter I'efficacité de
plusieurs facons. Elles peuvent dégrader ou inhiber la polymérase, causer des
changements conformationnels de I'ADN cible ou compétitionner avec les sites

d'hybridation des amorces, par exemple.

Enfin, d'autres facteurs plus subtils, et souvent obscurs, peuvent modifier
l'efficacité de la PCR. Ceci est particuliérement évident lorsque plusieurs réactions de
PCR sont préparées a partir d'une solution-mére unique et soumises a des conditions
expérimentales identiques. On observe des variations d'efficacité d'un tube a l'antre

aussi significatives qu'imprévisibles (Gilliland ez al., 1990; Kellog et al.,1990).

6.3 Effet plateau

La quantité¢ d'amplicons générés par PCR augmente exponentiellement durant les
premiers cycles, puis la croissance a tendance a ralentir, pour finalement plafonner
lorsque l'accumulation des produits de PCR atteint un seuil critique (de 0,3 4 1 pmol:
Innis et Gelfand, 1990). Cette déviation du modéle théorique est communément
désignée comme ¢tant 'effet plateau. Plusieurs facteurs contribuent a cet effet. En

cours de PCR, les amplicons s'accumulent et atteignent une concentration telle, que les
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brins dADN se réassocient entre eux plutdt que de shybrider aux amorces (Erlich et al.,
1991). Le rapport molaire polymérase/ADN tombe en de¢a d'un seuil critique. Des
inhibiteurs de l'activité enzymatique, tels les pyrophosphates, peuvent s'accumuler. Et
finalement, un ou plusieurs composants nécessaires a 1a réaction finissent par devenir

limitants (Innis et Gelfand, 1990).

Le nombre de cycles requis pour atteindre la phase plateau varie selon la
séquence et la quantité initiale d'ADN cible (Kellog et al., 1990). Cette variabilité fait
qu'il est difficile de prédire exactement la cinétique de la réaction, de méme que la
quantité¢ d'amplicons produits avant que le plateau ne soit atteint. Durant cette phase,
le nombre de molécules produites n'est plus du tout proportionnel & la quantité de départ
d'ADN cible. Ces incertitudes inhérentes a l'effet plateau, tout comme la nature
exponentielle de la PCR, contribuent a la difficulté de doter 1a réaction d'une dimension

quantitative.

6.4 Limitations de la PCR

LaPCR a été largement employée ces derniéres années dans divers domaines de
la biologie moléculaire, allant de la génétique médicale i la microbiologie et aux
sciences légales (revues par Erlich ef al.,, 1991; Amheim et Erlich, 1992). Les

publications décrivant son utilisation dans le diagnostic des maladies infectieuses
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s'accumulent & un rythme sans cesse croissant. Cependant, malgré 1'enthousiasme
entourant la technique, la PCR n'est utilisée de fagon routiniére, pour le diagnostic

clinique, que dans peu de laboratoires (Belak et Ballagi-Pordany, 1993b).

La susceptibilité de la PCR aux résultats faux positifs, diis a la contamination
accidentelle de 1'échantillon ou des réactifs, en est la principale raison. Ces faux
positifs résultent généralement de I'amplification de 1a séquence cible présente dans des
sources autres que 1'échantillon original. Le transport de produits de PCR précédents
("carryover") est, de loin, la cause la plus commune de contamination, précisément &
cause du formidable pouvoir d'amplification de la méthode (de 10° a4 10" fois) (Sarkar
et Sommer, 1990). Des vecteurs dans lesquels la séquence cible a été clonée et des
contréles positifs, souvent trés forts, sont une autre source de contamination. Enfin, la
contamination croisée entre échantillons a tester est aussi possible. On rencontre tous
ces problémes lors d'une réaction simple de PCR, mais leur importance s'accroit
exponentiellement si on exécute une double PCR, ou des amorces internes sont
utilisées. Afin d'éliminer les risques de contamination, les laboratoires doivent utiliser

une variété de méthodes et de précautions (revue par Belak et Ballagi-Pordany, 1993b).

A l'inverse, l'amplification par PCR peut aussi faillir pour des raisons techniques.
Ces résultats faux négatifs sont généralement moins communs, a cause de l'extréme

sensibilit¢ de la méthode. Tel que mentionné a la section 6.2, plusieurs facteurs
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expérimentaux peuvent affecter 'efficacité de 1'amplification et, 4 la limite, empécher
toute réaction. De fagon générale, un échantillon inadéquat, la présence d'inhibiteurs
dans 1'échantillon ou un mauvais choix de la séquence cible sont les facteurs les plus

susceptibles de perturber la réaction.

6.5 Diagnostic par PCR

Un champ de recherche toujours grandissant utilise 1a PCR pour 1dentifier les
micro-organismes pathogénes. Le principe motivant ces efforts veut que des amorces
correctement dessinées permettent 'amplification d'une séquence connue et de longueur
déterminée du pathogéne, sans amplifier 'ADN de I'héte ou celui d'un autre micro-
organisme. Les séquences spécifiques des amorces peuvent discriminer des différences
fines de souches ou de types; et aussi peu qu'une molécule par million de cellules peut
étre détectée (revue par Wright et Wynford-Thomas, 1990). La PCR peut donc s'avérer
un test diagnostic tres sensible et trés spécifique, particuliérement intéressant pour des
pathogeénes résistants ou lents a cultiver comme certains mycoplasmes (revue par
Rawadi et Dussurget, 1995) ou virus (revues par Mahbubani et Bej, 1994; Belak et
Ballagi-Pordany, 1993a). 1l serait trop long d'énumérer les différentes publications
mentionnant l'utilisation de 1a PCR en diagnostic humain ou vétérinaire. Les revues de

questions précédemment citées en donnent un bref apergu.
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Un tel engouement pour la PCR en diagnostic microbiologique n'est pas
étonnant. Les techniques classiques d'isolement requiérent une pléiade de milieux et
de conditions de culture, suivie d'une batterie de tests biochimiques pour les bactéries;
ou encore la culture cellulaire, l'utilisation d'animaux, et de nombreuses méthodes de
détection directe et indirecte pour les virus. Dans les deux cas, l'identification par les
techniques de culture peut prendre de plusieurs jours a plusieurs semaines, dépendant
de la nature de I'agent infectieux. Méme si 1'émergence de méthodes diagnostiques
basées sur la génétique moléculaire des pathogénes permet d'espérer une détection
rapide, plusieurs de celles-ci n'ont pas la sensibilité requise pour une telle détection.
Jusqu'a la fin 1988, la plupart de ces techniques moléculaires étaient restreintes a
l'analyse de types "Southern” ou "Northern". Les deux types de méthodes sont limités
par la quantité importante ' ADN ou d'ARN requis; de un a plusieurs milliers de copies

étant nécessaires afin de générer un signal détectable (Mahbubani et Bej, 1994).

Le développement de la PCR et son application au diagnostic des microbes
pathogénes a montré, depuis quelques années, son potentiel a changer la pratique du
diagnostic clinique dans les laboratoires a travers le monde. Cependant, peu d'études
ont €té faites quant a la performance et a la fiabilité de la PCR utilisée dans un tel
environnement. Les problémes soulevés par les faux positifs, les faux négatifs et les
fluctuations d'efficacité de la réaction ne peuvent étre ignorés. En 1'absence d'un
contrdle rigoureux de sa qualité, I'utilisation diagnostique de 1a PCR peut devenir trés

erratique: a preuve, les deux exemples suivants.
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Dans I'étude publiée par Hughes en 1990, dix centres situés en Amérique du

Nord et en Europe regurent chacun dix échantillons différents préparés a partir de
lignées cellulaires leucémiques. L'analyse par PCR devait déterminer la présence (ou
l'absence, dans les cellules témoins) d'un transcrit spécifique. Aprés compilation
générale, seulement 37% des résultats obtenus étaient justes. Sur les 63% erronés, 70%
étaient de faux positifs et 30% de faux négatifs. Dans une étude plus récente portant
sur la détection par PCR de Mycobacterium tuberculosis (Noordhoek et al., 1994), sept
laboratoires reconnus dans ce domaine (instituts nationaux et centres universitaires
dEurope, d'Asie et d Amérique) ont analysé, a 'aveugle, un panel identique comprenant
200 échantillons cliniques de crachats, de salive ou d'eau. Ces échantillons contenaient
une quantité connue (ou nulle) de cellules BCG de Mycobacterium bovis; la séquence
d'insertion IS6110 servant de cible pour I'amplification. Plusieurs des laboratoires
participants ont rapporté de hauts niveaux de faux positifs, allant de 3 a 20%; un d'eux
déclarant méme positifs 77% des échantillons négatifs. Etonnamment, quoique plus de
25 études aient été publiées sur la détection de M. fuberculosis (revue par les auteurs),
on y trouve que trés peu de données quantitatives sur les faux positifs rencontrés. D'un
autre cOté, le mveau de sensibilité varia aussi grandement d'un établissement a I'autre.
Parmi les échantilons contenant 1000 copies de la séquence d'insertion, de 90% a 2%
seulement ont été trouvés positifs par PCR, selon les différents laboratoires. Méme si
la majorité des participants ont inclus des contrdles de sensibilité et de spécificité de la

PCR; la séquence des opérations, du pré-traitement de 1'échantillon a la purification de
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I'ADN bactérien, n'était pas toujours surveillée adéquatement. Durant ces procédures,
de 'ADN a été introduit par contamination croisée et inversement, de ' ADN bactérien
a été perdu. Finalement, les auteurs conclurent a la nécessité d'implanter un véritable
contréle de la qualité permettant de surveiller la sensibilité et 1a spécificité de 'analyse
avant que la PCR puisse étre utilisée de fagon fiable pour le diagnostic de la

tuberculose.

7. PCR QUANTITATIVE

Au cours des quelque cinq derniéres années, de nombreux auteurs ont tenté de
définir des approches méthodologiques visant & utiliser quantitativement la réaction de
polymérisation en chaine. Tel que cité dans l'introduction de ce mémoire, le but
premier de cet exercice n'était pas, en soi, un contréle de qualité de la réaction; mais,
de facto, ces efforts ont eu des retombées directes 4 ce niveau. En étudiant de plus prés
la cinétique de la réaction, en relevant les implications mathématiques du facteur
"efficacité", et en s'aidant de standards de comparaison; ces chercheurs ont défini les

bases théoriques et expérimenté les outils éventuellement nécessaires au contréle de

qualité de 1a PCR.
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7.1 Différentes approches

Plusieurs auteurs ont utilisé la relation linéaire observée, a l'inténieur de la phase
exponentielle d'amplification, entre la quantité initiale d' ADN & amplifier et la quantité
finale d'amplicons obtenus (Arrigo et al., 1989; Chelly et al., 1989; Rappolee et al.,
1989; Schnittman et al., 1989; Singer-Sam et al., 1990; Bagnarelli et al., 1991).
Cependant, cette "fenétre” dépend entiérement de 1'abondance du matériel de départ:
plus le matériel est abondant, plus la fenétre est étroite (Chelly et al., 1990; Kellog et
al.,1990). Elle est aussi grandement influencée par les différences dans la préparation
de I'échantillon, la performance du thermocycleur, les conditions de la réaction et la
présence d'inhibiteurs; d'ou des fluctuations inévitables de tube a tube. Des
contingences similaires s'appliquent aux méthodes utilisant I'analyse par dilution limite
de I'é¢chantillon (Simmonds et al., 1990; Sykes et al., 1992). Dans tous ces cas, quoique
des résultats semi-quantitatifs puissent étre obtenus a partir de courbes de dilutions,

l'analyse réellement quantitative s'est avérée lourde et difficile.

Une approche destinée a surmonter les variations de tube a tube, a été la
coamplification, a I'intérieur d'un tube unique, de I'échantillon et d'un acide nucléique
endogene servant de référence. Celui-ci étant un géne cellulaire présent en une seule
copie (Kellog et al.,1990; Pang et al.,1990; Frye et al.,1989; Neubauer et al., 1990) ou

encore, un ARNm exprimé de fagon ubiquitaire (Chelly ef al.,1989; Noonan et al.,
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1990). On peut qualifier cette stratégie de PCR "multiplex” puisque deux gabarits
différents sont amplifiés simultanément, en utilisant deux paires d'amorces distinctes.
Le principe derriére cette démarche est que toute variable influengant 1'amplification
devrait affecter de fagon similaire la référence et I'échantillon; en autant que la réaction
soit considérée dans sa phase exponentielle. Cependant, méme si tous les parameétres
d'amplification, pour chacune des paires d'amorces, sont déterminés empiriquement a
l'avance; on a souvent reproché a cette stratégic que la nature des deux séquences
amplifiées et des différentes séquences d'amorces utilisées, puisse influencer de fagon
imprévisible l'efficacit¢ de l'amplification. Par exemple, quand Murphy et
collaborateurs (1990) ont ajouté les amorces spécifiques a la p,-microglobuline a celles
de mdr-1, dans la méme réaction de PCR, ils ont observé une atténuation précoce de la

phase exponentielle des deux amplifications.

Pour toutes ces raisons, d'autres chercheurs ont privilégié une PCR quantitative
basée sur la coamplification d'un standard qui partage avec la séquence cible les mémes
sites d'amorgage et, a peu de choses prés, la méme séquence entre ces sites. De telle
sorte que les deux gabarits homologues compétitionnent pour la méme paire d'amorces
et, subséquemment, présentent la méme courbe d'amplification. C'est la PCR
compétitive. Les deux populations d'amplicons peuvent étre distinguées par une
différence de longueur (Seibel et al., 1991; Telenti et al., 1992; Piatak et al., 1993;

Goswami ef al., 1994), ou encore par la présence d'une mutation créant sur le
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compétiteur un nouveau site de restriction (Becker-André et Hahlbrock, 1989; Gilliland
et al., 1990; Friedhoff et al., 1993). Une variante sur ce théme consiste a utiliser un
standard interne synthétique partageant les mémes amorces que I'ADN cible, mais dont
la séquence générale est particllement ou totalement hétérologue (Javala et al., 1993;
Lehtovaara et al., 1993). Les amplicons sont alors différenciés grice a des sondes

spécifiques.

Puisque des séquences compétitrices naturelles sont rarement disponibles, le
probléme majeur de la PCR compétitive est la construction de telles séquences. Ceci
peut représenter un délicat travail de mutagéneése et de clonage. Cependant, plusieurs
stratégies ingénieuses ont ét¢ développées afin de générer ces standards internes
exogenes, et ce, a partir d'une simple amplification par PCR utilisant des amorces
composites (Diviacco et al., 1992; Celi et al., 1993; Vanden Heuval et al., 1993).
Ainsi, Sarkar et Bolander (1994) ont cré€ un standard interne en utilisant, lors d'une
premiére PCR, une longue amorce spécifique a la séquence cible, mais contenant (au
2/3 de sa longueur) une insertion hétérologue de 26 nucléotides. Cette insertion,
composée uniquement de A et de T, formait une bulle. Malgré la présence de cette
demiére, 1'hybridation demeurait possible, et le nouveau gabarit a été généré. Celui-ci,
une fois dilué, a servi de compétiteur lors de la deuxiéme PCR, en utilisant cette fois
une version tronquée de 1'amorce modifi€e et parfaitement complémentaire tant 4 I'ADN

cible qu'au standard interne. Les deux populations d'amplicons se distinguaient par la
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différence de longueur et par la présence d'un nouveau site de restriction Rsal introduit

sur 'amorce modifiée.

7.2 Détection et quantification des produits de PCR

Le but premier de la PCR quantitative est de déduire, a partir de la quantité finale
d'amplicons, la quantité initiale de molécules cibles (N,} ou encore, les niveaux de
départ relatifs de molécules cibles parmi plusieurs échantillons. Ceci implique donc la

nécessité d'un instrument de mesure des produits de PCR.

L'utilisation de nucléotides marqués radioactivement au *’P représente un moyen
trés courant de détection et de quantification des amplicons. Plusieurs chercheurs ont
employé le marquage direct des produits de PCR, évitant ainsi la détection indirecte par
sondes moléculaires isotopiques (Noonan et al., 1990; Wang et al., 1989; Panget al.,
1990; Gilliland et al.,1990). Différentes raisons peuvent motiver ce choix: parce que
la PCR quantitative exige une optimisation fine de l'amplification, la spécificité
additionnelle due a 1a sonde peut ne pas étre requise; le marquage direct demande moins
d'efforts; la procédure a potentiellement un plus grand pouvoir quantitatif, car elle
assure une mesure directe du nombre d'amplicons. Le marquage peut se faire via les

amorces ou par l'incorporation d'un nucléotide radioactif en cours de PCR.
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Les procédures utilisant le marquage radioactif de I'extrémité 5' de I'amorce, par
opposition a celles utilisant un [a-** P]- dXTP, offrent une plus grande sensibilité car
le pourcentage d'amplicons générés et marqués est supérieur, de l'ordre d'un log (Ferre,
1992). Certains auteurs ont aussi utilisé la radio-empreinte ("radiocimaging”) et des
systémes de quantification directe, tel le systétme AMBIS, au lieu d'exciser les bandes
du gel d'électrophorése et de compter les cpm en vials (Ferre et al.,1992; Aoki et al.,
1990; Singer-Sam et al.,1992). La radio-empreinte permet une quantification précise
et un large écart dynamique de cinq ordres de grandeur, alors que la réponse linéaire

de I'autoradiographie est limitée 4 moins de trois ordres de grandeur (Ferre, 1992).

Pour des raisons autant pratiques qu'écologiques, plusieurs chercheurs ont tenté
de remplacer la détection utilisant la radioactivité par des techniques non isotopiques,
mais aussi sensibles. Comme la réponse linéaire est beaucoup plus large lorsqu'on
compte des particules plutdt que la transmittance de la lumiére ("radioimaging" vs
densitométrie), des techniques utilisant la chémiluminescence (dans un format ou
'émission de photons est effectivement comptée) semblent prometteuses (Ou et
al.,1990; Arnold et al., 1989). Des recherches ont aussi été faites du coté de la
fluorescence (Landgraf et al., 1991a; Porcher et al., 1992). Ainsi, Pannetier et
collaborateurs (1993) ont utilisé une amorce interne fluorescente hybridée a un des deux
brins du produit de PCR, et allongée par I'ADN polymérase Tag. Ils ont ensuite
procédé a l'électrophorése des chaines terminées  1'aide d'un séquenceur automatique

qui détectait quantitativement la fluorescence incorporée.
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Plusieurs méthodes quantitatives ont été développées sur la base de techniques
de détection non isotopiques produisant une couleur (Syvénen ef al., 1988; Lunderberg
et al., 1991) et pouvant étre associées a un format ELISA (Alard et al., 1993; Friedhoff
et al., 1993; Gibellini et al., 1993; Lehtovaara ef al., 1993). Traditionnellement, les
micro-plaques de polystyréne ont été utilisées pour immobiliser différents antigenes ou
anticorps, mais des études plus récentes ont montré qu'elles pouvaient aussi servir a
immobiliser de 'ADN a l'intérieur des cupules: par adsorption passive (Keller et al.,
1990; Tham et Guesdon, 1992; Nikiforov et Rogers, 1995), par irradiation aux UV
(Oser et Valet, 1988; Morrisey et Collins, 1989), par couplage covalent de 'ADN
modifié (Keller et al., 1989; Running et Urdea, 1990), et directement par couplage
covalent entre le groupe amino secondaire modifié du polystyrene et ' ADN non modifié

(Rasmussen, 1990; Rasmussen et al., 1991).

Ces supports non poreux de polystyréne ont été employés dans des techniques
dhybridation selon différentes stratégies. Ce fut principalement des hybridations
immobilisant directement 'ADN cible de I'échantillon (Nagata et al., 1985), ou des
hybridations de type "sandwich” pour immobiliser la sonde rapporteur ("capture probe")
(Polsky-Cynlkan et al., 1985). Alternativement, ces mémes supports ont été utilisés pour
immobiliser des protéines (e.g., anticorps, avidine) ayant une affinité envers des
molécules hybrides (Syvénen et al., 1986; Morrissey et Collins, 1989) ou des produits

de PCR marqués (Harju et al., 1990; Landgraf et al., 1991b).
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Comparativement aux méthodes isotopiques déja décrites, la sensibilité des
méthodes enzymatiques est moindre et la fenétre de réponse linéaire plus étroite
(environ deux ordres de grandeur: Chevrier et al., 1993). Cependant, en terme de
laboratoire de diagnostic, elles présentent des avantages évidents. Premic¢rement, il est
indispensable de vérifier la spécificité de la PCR en utilisant une sonde appropriée.
Cette sonde doit étre non radioactive et doit permettre I'automatisation du processus.
(De nombreuses méthodes non radioactives de marquage et de détection des acides
nucléiques ont été décrites au cours des demiers quinze ans; revue par Guesdon, 1992).
Deuxiémement, les méthodes enzymatiques n'exigent pas de matériel sophistique et
onéreux. Troisiémement, en alliant la PCR a 'hybridation moléculaire, le diagnostic
bénéficie de la sensibilité de la PCR, de la spécificité de la sonde et de la simplicité de

la détection enzymatique.

8. DETECTION DES MUTATIONS PAR PCR

L'identification et la caractérisation des mutations ont été historiquement
importantes pour chacune des branches de la biologie et de la médecine. Leur étude a
contribué significativement a notre compréhension des mécanismes physiologiques
normaux tout autant qu'a la pathogénése des maladies. De plus en plus, I'intérét se porte
aujourd'hui vers le décodage des interactions entre la structure des protéines et leurs

fonctions, ainsi qu'a la corrélation entre le génotype et le phénotype des maladies. Cette
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derniére démarche est particuliérement intéressante dans le cas du PPV, puisque des
variations génomiques mineures entre différents isolats ont un impact majeur quant aux

pathogénicités observées.

Un nombre sans cesse croissant de méthodes se sont développées, permettant une
analyse rapide de séquences génomiques spécifiques, tout en réduisant les exigences en
termes de quantité d'échantillon, de temps, et de complexité manuelle. Plusieurs de ces
méthodes utilisent, soit directement, soit indirectement, 1a réaction de polymeérisation
en chaine afin de détecter des mutations ponctuelles ou des polymorphismes impliquant
Valtération d'un ou de plusieurs nucléotides. Essentiellement, ces techniques peuvent
étre divisées en deux groupes: celles utilisées dans la détection de mutations
spécifiques, précédemment caractérisées et séquencées (diagnostic); et celles employées
afin de détecter la présence de différences de séquence inconnues a l'intérieur d'une

région donnée d'ADN (dépistage).

8.1 Détection de séquences mutantes connues

Les méthodes détectant des substitutions ponctuelles connues (e.g., les mutations
de c-Ras lors de cancers humains) ou de petites délétions (e.g,., la délétion de 3pb dans
la fibrose kystique) ne peuvent étre développées que lorsque la relation mutation-

maladie a été établie. Dans le cas du parvovirus porcin, par exemple, le déterminant
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allotropique fort probablement responsable des pathogénicités trés différentes entre les
souches NADL-2 et Kresse a été clairement identifié (Tijssen et al., 1995, Bergeron et
al., 1996). Les tests diagnostics sont donc développés afin de détecter specifiquement
la présence ou I'absence d'une telle séquence mutée. Cet objectif peut Etre atteint grace
a deux stratégies générales. La premiére, utilisant I'hybridation spécifique d'un oligo-
nucléotide; et la deuxiéme s'appuyant sur l'action particuliére de certains enzymes

reconnaissant une séquence cible donnée.

La stabilité thermique et le point de fusion d'un duplex d'ADN sont affectés par
le type et le nombre d'appariements non spécifiques entre les deux brins (revue par
Tijssen, 1993). Plus court est l'hybride, plus grande sera l'instabilit¢ due aux
mésappariements ("mismatches"); et conséquemment, la détection sera facilitée en
jouant sur les différentes conditions d’hybridation. Des oligonucléotides distincts
peuvent étre dessinés de fagon a n'étre complémentaires et spécifiques qu'a la séquence
du type mutant ou a celle du type sauvage. L'hybridation d'oligos spécifiques a la
séquence peut se faire d'une des deux fagons suivantes. En solution, comme amorces
durant I'amplification par PCR; ou comme sondes marquées devant shybrider au
produit de PCR immobilisé sur un support solide. La reconnaissance enzymatique,
quant 4 elle, peut prendre I'une des deux formes suivantes. La reconnaissance d'une
courte séquence spécifique (souvent palindromique) par une endonucléase de restriction

ou une méthylase; ou encore, en utilisant la fidélité de ligases ou d’ADN polymérases
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liant ou allongeant une amorce, lorsque la séquence cible le permet.

Dans sa forme la plus simple, la PCR est utilisée directement pour montrer
I'absence ou la présence de séquences normales ou mutées. Une des premicres
applications de la PCR utilisant une polymérase thermostable a été le diagnostic
prénatal de I'a-thalassémie, due a une délétion de 23 kb (Chehab et al., 1987). Dans
le méme esprit, la PCR multiplex a été employée pour la détection de mutations sur le
géne de la dystrophine, dans la maladie de Duchenne (Chamberlain ef al., 1988). De
petites délétions ou insertions ont pu étre détectées par la longueur du produit de PCR,
comme dans le cas de la fibrose kystique (Rommens et al., 1990). Si la PCR est
optimisée de telle sorte que seulement des séquences parfaitement complémentaires
soient amplifiées, différents alléles peuvent étre préférentiellement amplifés, selon
I'amorce utilisée. Des méthodes de ce type ont été nommées ASPCR (allele-specific
PCR: Wu et al., 1989), ASA (allele-specific amplification: Okayama et al., 1989),
PASA (PCR amplification of specific alleles: Sommer et al., 1989), ARMS
(amplification refractory mutation system: Newton et al., 1989), et MAMA (mismatch
amplification mutation assay: Cha et al., 1992). Alternativement, I'hybridation de
I'ADN cible a des oligos-sondes spécifiques a I'alléle sied particuliérement bien aux
produits de PCR; et plusieurs méthodes utilisant ces ASO (allele-specific
oligonucleotide) ont été utilisées pour détecter de petites mutations de I'ADN

génomique (Wallace et al., 1981).
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Les enzymes de restriction ont servi 4 la reconnaissance de mutations ponctuelles
lides a l'existence de plusieurs maladies congénitales (Chehab et al., 1987). La
digestion de produits de PCR contenant ces sites de restriction résulte en un
polymorphisme des fragments de restriction de différentes longueurs entre les individus
sains et malades: c'est le RFLP (restriction fragment length polymorphism: Iland et
Todd, 1992). Finalement, d'autres familles d'enzymes, telles les méthylases qu
reconnaissent une séquence spécifique de fagon analogue aux endonucléases, ou les
ligases qui peuvent étre utilisées pour joindre deux amorces contigués si I'ADN cible
est parfaitement complémentaire, ont aussi été employées pour identifier des mutations

connues (Landergren et al., 1988; Kalin et al., 1992; Petty et al., 1992).

8.2 Détection de mutations inconnues

Le dépistage d'une mutation dans un produit de PCR, n'importe ou le long de sa
séquence, requiert une approche différente de celles utilisées en diagnostic. En fait, la
séquence véritable et la localisation exacte de la mutation ne peuvent généralement étre
obtenues. C'est pourquoi le dépistage est habituellement suivi de séquengage pour
obtenir l'information compléte. De plus, la majorité de ces méthodes de dépistage
peuvent rarement détecter toutes les mutations possibles. La tolérance de tels faux
négatifs est souvent permise en recherche, 1a ou ces techniques sont principalement

appliquées.
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On peut détecter les différences de séquence de I'ADN en se basant sur les
propriétés physico-chimiques variées de 1'acide nucléique mono ou bicaténaire. Les
mutations introduites sur 'ADN simple brin modifient la composition des bases et
peuvent influencer la structure secondaire de la séquence. Chez I'ADN bicaténaire, la
dénaturation et le ré-appariement d'un mélange a peu pres équimolaire d ADN mutant
et sauvage résultent en la formation de deux éventuels hétéroduplex (mésappariements
dus a la mutation), en plus des deux homoduplex parfaitement appariés. Les
hétéroduplex sont décelés par des changements de mobilité électrophorétique ou de

stabilité thermique, ou encore par des modifications au site de non appariement.

La fagon la plus directe pour détecter les faux appariements produits par les
hétéroduplex est de procéder a l'électrophorése sur gels non dénaturants. Les
hétéroduplex migrent plus lentement sur gels que leurs homoduplex respectifs. Ce
retard de mobilité¢ électrophorétique est présumément dii 4 une déviation de la
conformation hélicoidale de la double hélice plut6t qu'a un changement stérique local
(Sorrentino ef al., 1991). Un gel non dénaturant de polyacrylamide peut résoudre des
insertions ou délétions de l'ordre de trois a quatre bases (Nagamine et al., 1989).
Alternativement, des gels dénaturants peuvent étre employés lors de la DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresis: Myers et al., 1985). Dans ce cas, c'est la
baisse de stabilité thermique de 'hétéroduplex contenant des "mismatches" qui est mise

a profit. On procede a I'électrophorése de I'ADN double brin sur gel de polyacrylamide
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contenant un gradient progressif de dénaturant (urée ou formamide), le tout, a
température constante. Les brins sont progressivement dénaturés par domaines de
stabilité similaire; comme le duplex devient partiellement simple-brin, sa mobilité est
retardée. Plusieurs variantes sur ce théme ont été développées en introduisant des
variations de température (Po et al., 1987, Yoshino et al., 1991). Finalement, les
mésappariements peuvent étre modifiés par clivage enzymatique a la ribonucléase A
(Myers et al., 1985), par clivage chimique (Gogos et al., 1990), ou par marquage au
carbodiimide (Ganguly et Prockop, 1990). L'avantage de ces derniéres méthodes tient

au fait que le site de non appariement peut généralement étre localisé.

Les propriétés de 'ADN monocaténaire permettent aussi la détection des
mutations. Le SSCP (single-stranded conformation polymorphism) est obtenu en
dénaturant 'ADN bicaténaire et en fractionnant les mono brins sur un gel de
polyacrylamide non dénaturant (Orita et al., 1989). Dans des conditions appropriées,
la mobilité électrophorétique de I'ADN monocaténaire est dépendante, non seulement
de sa longueur et de son poids moléculaire, mais aussi de sa structure secondaire; et
celle-ci est affectée par la présence des mutations. Cette méthode a été adaptée pour
une utilisation avec de I'ADN génomique comme avec de 'ADN amplifié; et une variété

de modifications et de formats ont été décrits (lizuka et al., 1992).



MATERIEL ET METHODES
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1. MATERIEL DE DEPART

1.1 Souche virale de PPV

La souche de référence PPV NADL-2, obtenue de I'American Type Culture
Collection (ATCC #VR-742), a servi de contrdle lors de l'extraction dADN des
échantillons cliniques et lors des tentatives de transfection. Elle a aussi été utilisée au
cours du développement des méthodes de PCR différentielle et quantitative. La
production de stock viral sur cellules de trompes de Fallope porcines (PFT) en culture
dans du milien D-MEM additionné de 10% de sérum foetal bovin, était normalement
assurée par le Service de diagnostic vétérinaire (Mme M. Benoit). Le ftitre
hémagglutinant (globules rouges de cobaye a 0,45% dans du PBS?), de méme que la
dose infectieuse sur culture de tissus (DICT.,) étaient déterminés selon les méthodes en
usage dans le Service et décrites dans le Manuel de techniques virologiques (Payment

et Trudel, 1989).

1.2 Constructions de laboratoire

Les formes réplicatives (RF) de ' ADN viral des souches NADL-2 et Kresse ont

été extraites et clonées par Bergeron et collaborateurs (1993 et 1996) et, pour chacune

* PBS: 138 mM NaCl, 2,7 mM KCJ, 8,1 mM Na,HPO,, 1,2 mM KH,PO,, pH 7,4 (Gibco).
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des deux souches, un clone contenant le génome entier et infectieux du parvovirus a été
utilisé. Le clone P17 correspondait & la souche non pathogéne NADL-2 insérée dans
le vecteur pUC 19, au niveau du site Smal; alors que le clone K5R12 correspondait a
la souche pathogéne Kresse insérée dans le vecteur pUC 18, au niveau du méme site de
restriction. Les deux plasmides ont permis la transformation de cellules compétentes
E.coli XIL1-BLUE (Stratagene). Ces constructions de laboratoire ont servi de matériel
de base pour toutes les expériences de développement et de mise au point des PCR
différentielle et quantitative. De plus, le clone P17 a été utilisé pour 1'étude de stabilité

de I'ADN, de méme que comme matrice lors de la mutagénese dirigée.

1.2.1 Culture

Lorsqu'un stock d'ADN plasmidique était nécessaire, 50 pL du clone requis
(cellules XL1-BLUE transformées et conservées a -70°C dans 50% de glycérol stérile)
étaient mis en culture dans 2 mL de milieu 2YT* additionné d'ampicilline sodique (75
ug/ml, [C] finale). Les plasmides pUC, portant le géne de résistance a l'antibiotique,
assuraient la croissance des bactéries transformées. Les éprouvettes étaient ensuite
agitées a 250 rpm, a 37°C, pour la nuit. Pour obtenir des quantités plus importantes,

cefte premiere culture servait a ensemencer un volume de 2YT cent fois supérieur et le

“2YT: 16 g/L de bacto-tryptone et 10 g/L d'extrait de levure (Difco), 5 g/L deNaCL
Aprés avoir ajusté le pH a 7,0; le tout était autoclavé 20 min. Pour les géloses,
15g/L de bacto-agar (Difco) étaient inclus au mélange avant stérilisation.
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tout était remis en agjtation, aux mémes conditions.

1.2.2 Purification

Régle générale, 'ADN plasmidique était extrait et purifié selon la technique
classique de lyse alcaline (Sambrook et al., 1989). Cependant, a certaines occasions
(e.g. lors de I'étude de stabilité de 'ADN), les trousses de Qiagen (Plasmid Mini Kit)

et de Promega (Magic MiniPreps) ont été utilisées.

Dans le premier cas, le culot provenant de la centrifugation de 1,5 mL de
bouillon de culture était resuspendu vigoureusement dans 100 pL de solution I froide
(50 mM glucose, 25 mM Tris-HCI pH 8,0 et 10 mM EDTA pH 8,0). Ensuite, 200 pL
de solution IT (0,2 N NaOH, 1% SDS) ¢taient ajoutés et le tube était agité doucement
par inversions répétées. Puis, le tube reposant dans de la glace fondante, 150 pL de
solution III froide (3 M potassium et 5 M acétate, pH 4,8) étaient ajoutés. Le tout était
alors agité par inversion avant d'étre centrifugé 5 min a 12 000 x g. Le surnageant était
ensuite récupéré, et un volume égal de phénol:chloroforme:alcool isoamylique (25:24:1)
¢tait ajouté. Apres une centrifugation de 2 min, le surnageant était récupéré de
nouveau, mélangé a 2 volumes d'éthanol, puis centrifugé 10 min afin de précipiter
I'ADN plasmidique. Finalement, le culot était lavé avec 1 mL d'éthanol a 70%, puis
séché sous vide avant d'étre resuspendu dans 50 uL de tampon TE (10mM Tris-HCI pH

8,0 et 1 mM EDTA, pH 8,0) contenant de la RNAse A (20 pg/mL).
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Les trousses Qiagen et Promega étaient utilisées selon les recommandations des
manufacturiers. Dans les deux cas, le culot bactérien était resuspendu dans un tampon
Tris-EDTA, contenant 100 pg/mL de RNAse A, avant de subir une lyse alcaline
équivalente a la méthode précédente. Cependant, contrairement 2 cette derniere, I'ADN
plasmidique était isolé grace a des résines échangeuses d'ions, a base de gel de silice.

L'acide nucléique était finalement élué dans 50 pL de tampon TE a pH 8,0.

1.2.3 Quantification

La quantification des acides nucléiques purifés se faisait généralement par la
mesure au spectrophotométre de 1'absorbance a 260 nm d'une dilution donnée. Le
rapport des absorbances obtenues a 260 et 280 nm permettait d'évaluer la présence
résiduelle de protéines. Lorsque 1'échantillon d'ADN plasmidique était contaminé par
des traces d'ARN, comme c'était le cas avec la procédure classique d'extraction par lyse
alcaline, la quantification se faisait a I'aide d'une lecture au spectrofluoromeétre (Hoefer).
Le colorant de Hoescht, utilisé dans cette procédure, ayant trés peu d'affimté pour

I'ARN, la présence de ce demnier ne faussait pas la lecture obtenue.

De plus, et de fagon réguliére, 1'évaluation de la quantité et de la qualité de la
préparation d'ADN plasmidique était confirmée par électrophorése sur gel d'agarose.

Habituellement, 1'équivalent de 100 & 200 ng d'ADN était déposé dans un puits du gel
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horizontal 4 I'aide d'un tampon d'alourdissement contenant un colorant (solution 10X:
50% glycérol, 1% SDS, 0,25% bleu de bromophénol et 0,1 M EDTA disodique 4 pH
8,0). Le gel contenait 0,8% d'agarose (cette concentration pouvait varier selon la
grosseur des molécules a séparer: le pouvoir de résolution augmentant parallélement a
la [C] ) dans du tampon d'électrophorése 1X TAE’ ou TBE®. Un marqueur de poids
moléculaire, choisi selon les caractéristiques de 'ADN a évaluer, accompagnait la
migration (habituellement, marqueurs III ou VI de Boehringer Mannheim). Une fois
I'électrophorése complétée (environ 1 h a 100 V), le gel était coloré par immersion dans
un bain de bromure d'éthidium (0,5 pg/mL H,0) durant une vingtaine de minutes, pour

étre ensuite photographié sous lumiére UV a l'aide d'un transilluminateur.

1.3 Echantillons cliniques

Plus d'une centaine d'échantillons cliniques, recueillis et testés par le Service de
diagnostic virologique vétérinaire (Mme R. Jetté), ont été utilisés dans ce projet. La
presque totalité des cas soumis provenait de foetus porcins (poumon, rein, rate)
auxquels se sont ajoutés quelques spécimens de peau (dermatite), de placenta ou

d'intestins porcins. La présence de PPV a été scrutée selon les procédures en usage

* TAE 50X: 242 g Tris base, 57,1 mL acide acétique glacial, 37,2 g Na,EDTA-2H,0.
Volume complété a 1 L avec H,O.

° TBE 10X: 108 g Tris base, 55 g acide borique, 40 mL 0,5 M EDTA 4 pH 8,0 / L H,0.
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dans le Service: immunofluorescence directe sur coupes de tissus (sérum polyclonal
anti-PPV conjugué a la fluorescéine, de fabrication maison), passages de surnageants
de broyats tissulaires sur cellules de testicules de porc (PT), détection virale par
hémagglutination (HA), effet cytopathique (ECP) et microscopie électronique (dans

certains cas).

2. PCR DIFFERENTIELLE

Afin de distinguer les souches pathogénes et non pathogénes de PPV, une
méthode modifiée de PCR "classique" a été développée en se basant sur 1'élongation
spécifique d'une amorce donnée grace a sa complémentarité ou non a I'ADN cible. La
stratégie impliquait l'utilisation de quatre amorces différentes a l'inténeur du méme
cocktail d'amplification. Les deux amorces extérieures et de directions opposées
couvraient une région de la VP2 du PPV englobant quatre des cinq mutations
distinguant les souches, de méme que la répétition de 127 nt située tout prés de
I'extrémité 5' du génome. Ces deux oligonucléotides étaient parfaitement
complémentaires tant au génome pathogeéne que non pathogéne du virus. Cependant,
la présence ou non de la répétition pouvait générer deux amplicons de longueurs
différentes. Les deux amorces intérieures, elles aussi de directions opposées, couvraient
respectivement une des deux régions correspondant aux mutations ponctuelles

retrouvées aux positions 3942 (A/G) et 3958 (C/A). Ces amorces étaient dessinées de
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telle sorte que leurs extrémités 3' (point de départ de 1'élongation par la polymérase)
étaient respectivement complémentaires, soit au génome virulent, soit au génome
avirulent. Dans des conditions appropriées, peu importe le type de PPV présent,
seulement trois des quatre amorces utilisées permettaient une élongation, du fait de leur
complémentarité au gabarit. Dans chaque cas, deux amplicons étaient générés: le
premier provenant des amorces extérieures, et le deuxicme résultant de l'oligonucléotide
spécifique a la cible rencontrée combiné a I'amorce extérieure de direction opposée.
Chacun des amplicons potentiels étant de longueur suffisamment différente, il devenait
possible de les distinguer apreés électrophorése sur gel d'agarose et de déduire le type

de PPV présent au départ.

2.1 Amorces utilisées

Plusieurs amorces ont été utilisées lors de la mise au point de la PCR
différentielle (Tableau 4). Une premiére série concernait les amorces extérieures devant
amplifier indistinctement les génomes pathogénes et non pathogénes des différentes
souches de PPV. Les amplicons générés établissaient la positivité de I'échantillon au
virus. Les amorces pr32 et pr10 étaient de direction "sens", alors que pr6 et pr30 étaient
"anti-sens”. Cette derniére (pr30) se situait avant la répétition de 127 nt et a servi a
évaluer l'impact de la répétition sur l'efficacité de I'amplification, plutét qu'a la PCR

différentielle comme telle.
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Une deuxiéme série d'amorces, internes a la premiére série, visait a distinguer

les souches de PPV et s'adressait spécifiquement a deux mutations ponctuelles, séparées
par 15 nt, et révélatrices du type de génome présent (Bergeron et al., 1993 et 1996).
Une premiére stratégie utilisa différentes versions de pr28 et pr29: cette demicre était
en direction "sens", tout en étant complémentaire au génome avirulent quant a la
mutation sise a 3942; pr28 était "antisens" et complémentaire au génome virulent en
regard de la mutation sise a4 3958. Le demier nucléotide, a l'extrémité 3' de ces
amorces, déterminait la complémentarité au génome choisi. L'ajout de mésapparie-
ments ("mismatches") supplémentaires, en avant-derniére position 3', visait a
déstabiliser davantage les hybrides et a discriminer plus efficacement 'ADN cible.
Selon la méme logique, une seconde stratégie utilisa pr34 et différentes versions de
pr35. Cette fois, 'amorce "sens" pr34 était complémentaire au génome virulent quant
a la mutation présente 4 3942, et 'amorce "antisens" pr35 était complémentaire au
génome avirulent en regard de la mutation sise a 3958. De nouveau, des
mésappariements supplémentaires ont été introduits a l'extrémité 3' afin de fragiliser
I'hybridation des oligonucléotides et de ne permettre 1'élongation que de 1'amorce
conforme au génome correspondant. Les différentes stratégies employées exploitaient
I'impact variable de la présence de ces nucléotides non appariés entre I'amorce et la

cible, en cours de PCR (revue par Tijssen, 1993).
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Amorces PPV utilisées lors de la mise au point de la PCR différentielle.

pr32 3584-3603 | GGAGATGAATTCTCCACAGG AV

pri0 3626-3650 ggACTAAAA’I‘TAACTCACTCATG AV

pr30 4446-4426 | TGTTGTTGAATAGGGTTCCAC A,V | avant la répétition

pré 4858-4833 ggéATAGTAAACACATGAGAG A,V | aprés la répétition

pr28 M1 i 3979-3958 | CTCTTGTGAAGATGTGGTTAAT \%

21'28 M2 ! 3979-3958 | GTCTTGTGAAGATGTGGTTACT Vv 1 mésaERariement

pr29 M1 | 3921-3942 | GTGCTATAAGATTTACAATGGA A

pr29 M2 | 3921-3942 | GTGCTATAAGATTTACAATGAA A | 1 mésappariement
| pr29 M3 | 3921-3942 | GTGCTATAAGATTTACAATGIA A __| 1 mésappariement

pr34 3921-3942 | GTGCTATAAGATTTACAATGCG V__| 1 mésappariement |

pr35 (1) | 3979-3958 | CTCTTGTGAAGATGTGGTTATG A | 1 mésappariement

pr35(2) | 3978-3957 | _TCTTGTGAAGATGTGGTTATGC A | 2 mésappariements

pr35 (3) | 3978-3957 | _TCTTGTGAAGATGTGGTTATGG A | 2 mésappariements

' Une position en nombres ascendants indique une séquence identique au brin + du PPV (amorce
sens), alors quune position en nombres descendants indique une séquence inverse et
complémentaire du brin + du PPV (amorce anti-sens).

? Un nucléotide gras et souligné est non apparié aux deux types d'ADN cible.

* A: amorce conforme au génome avirulent du PPV (Bergeron ef al., 1993);

V: amorce conforme au génome virulent du PPV (Bergeron ef al., 1996).
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2.2 Conditions d'opération

Conjointement aux amorces, plusieurs réactifs et parameétres ont été testés lors
du développement de la PCR différentielle. Premiérement, différentes températures
d'hybridation tenant compte de la précarité volontaire des amorces internes, de méme
que les concentrations relatives de celles-ci ont été essayées vis-a-vis les deux matrices
de base (clones P17 et K5R12). Ces demieres ont ét€¢ employées a plusieurs
concentrations de départ afin d'évaluer l'efficacité de I'amplification. Afin d'optimiser
celle-ci, le tampon PCR de base (Bio/Can Scientific) a été¢ comparé a un panel en
échiquier de 20 tampons "maison” reprenant la composition du précédent, mais faisant
varier le pH (8,5; 9,0; 9,5; 10,0) et la concentration finale en MgCl, (1,5; 2,0; 2,5; 3,0
et 3,5 mM). Le tampon choisi et la polymérase Tag de Bio/Can ont été testés en
parallele aux enzymes Tag de Pharmacia et AmpliTaq de Cetus, dans leurs tampons
respectifs. Différentes concentrations d'enzyme ont été évaluées, particuliérement en
ce qui a trait aux €chantillons cliniques, ou des inhibiteurs pouvaient interférer. De
plus, l'addition (seule ou combinée) de quelques cosolvants tels le DMSO a 5%, la
formamide a 5%, le Tween-20 a 1% et le glycérol a 10% a été testée. Enfin, l'utilisation
de tubes pour PCR "Thin Walls" de Cetus (#N801-0537) a été comparée a celle de

tubes conventionnels de Fisher (#05-664-4).
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2.3 "Modus operandi"

Partant du modele de base d'une réaction de PCR classique ou tous les éléments
étaient combinés a température ambiante, puis recouverts d'une couche d’huile minérale
avant d'étre positionnés dans le thermocycleur, différentes modifications a ce mode
opératoire ont été pratiquées afin de déterminer quelle démarche favorisait une
efficacité¢ maximale. Le préchauffage de 'ADN avant "aliquotage”, 1a dénaturation de
la matrice a température élevée et l'influence du départ a chaud ("hot start") ont été
examinés. Dans ce demier cas, le cocktail d'amplification était divisé en deux parties
contenant chacune des €léments déterminés (e.g. AINTP, amorces, matrice d'ADN, Tag
polymérase, etc.) et isolées 1'une de 1'autre par une couche de paraffine (Hébert ez al.,
1993). Une fois tous les éléments en place, les tubes étaient positionnés dans le
thermocycleur a4 une température excédant celle de I'hybridation des amorces et tous les

réactifs n'étaient véritablement rassemblés qu'une fois la cire fondue.

Regle générale, plusieurs dilutions de matrice NADL-2 (P17 ou PPV, allant de
5%10° a 5x10° molécules) étaient utilisées conjointement aux amorces extérieures pré
et pr10 afin de générer un amplicon de 1232 pb. Le tout était soumis a 35 cycles
d'amplification, aux conditions alors jugées les meilleures, puis analysé sur gel

d'agarose.
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2.4 Visualisation des produits de PCR

Habituellement, 10 pL de produits de PCR additionnés de tampon
d'alourdissement 10X (section 1.2.3) étaient déposés dans un puits du gel horizontal
d'agarose (1% dans du tampon TBE). Le marqueur de poids moléculaire VI de
Boehringer Mannheim accompagnait la migration produite par électrophorése dans ce
méme tampon (environ 1 h a 100 V). Enfin, le gel était coloré et photographié tel que

décrit précédemment (section 1.2.3).

3. ETUDE DE STABILITE DE L'ADN

Afin de vérifier le rdle possible d'une dégradation de I'acide nucléique lors des
tests de PCR, une étude de stabilité tenant compte de la méthode utilisée pour purifier

I'ADN, ainsi que des conditions d'entreposage et de 'effet de dilution, a été dessinée.

3.1 Préparation des matrices

Le clone P17 (PPV-NADL-2) a été utilisé pour cette étude. La culture des
bactéries et la purification subséquente de 'ADN plasmidique, par lyse alcaline
classique (Sambrook ez al., 1989) et avec les trousses Qiagen et Promega, ont été
effectuées tel que décrit précédemment (sections 1.2.1 et 1.2.2). Les trois stocks d'ADN

ont ét€ quantifiés (section 1.2.3) et ajustés a 100 ng/pL.
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3.2 Dilutions et entreposage

Les trois solutions-méres (Sambrook, Qiagen, Promega) ont été diluées
séquentiellement (la 2° dilution A partir de la 1%, la 3° & partir de la 2°, etc.) dans de

I'eau distillée de fagon a obtenir les concentrations suivantes:

Dilution Facteur | Molécules par 5 pL xg/5uL
1 "stock" 5,0 x 10° 4 ng
2 11og 10 5,0 x 107 400 pg
3 1log 10 50 x 10° 40 pg
4 1/2 log 10 1,6 x 10° 12,7 pg
5 1/2 log 10 5,0 x 10° 4 pg
6 1/2 log 10 16 x 10° 1,27 pg
7 1/2 log 10 5,0 x 10* 400 fg
8 1/2 log 10 1,6 x 10* 127 fg
9 1/2 log 10 50 x 10° 40 fg

Chacune des dilutions de chaque préparation a été répartie de la fagon suivante: 300 pL
conservés a 4°C, 300 pL conservés a -20°C en vue du gel/dégel, et 3 x 50 uL conservés

4 -20°C en prévision d'un usage unique.

A certaines occasions, dans le but de visualiser le transport d'éventuels
inhibiteurs de la réaction de PCR, une partie aliquote d'une dilution donnée était

mélangée 4 part égale avec la dilution précédente ou suivante et soumise a la PCR.
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3.3 Précipitation et resuspension de I'ADN

A d'autres occasions, afin de vérifier une agrégation possible de I'ADN nuisant
a la PCR, une partie aliquote d'une dilution donnée était précipitée, puis resuspendue
dans le volume initial avant d'étre soumise a la PCR. Pour ce faire, 50 pL de la dilution
visée étaient additionnés de 4 uL de polyacrylamide linéaire a 0,25% (=10pg), comme
porteur (Gaillard et Strauss, 1990). A ce mélange, 6 uL d'acétate de sodium 3 M a pH
5,2 étaient ajoutés (soit 1/10 du volume total), suivis de 150 pL d'EtOH (2,5 volumes).
Le tout était précipité a -70°C pendant plus d'une heure, puis centrifugé a 12 000 x g,
1/2 h. Le culot obtenu était ensuite lavé a 'EtOH 70%, puis séché sous vide avant d'étre

resuspendu dans 50 pL d'eau.

3.4 Conditions de PCR

Pour I'étude de stabilité de 'ADN, les conditions de PCR jugées les meilleures
lors de la mise au point de la PCR différentielle ont été employées de nouveau. On
trouvera au chapitre des Résultats une description détaillée de la méthode finalement
adoptée. Succinctement, 5 pL des différentes dilutions dADN étaient utilisés
conjointement aux amorces extérieures pré et pr10 afin de générer un amplicon de 1232
pb. Une procédure de "hot start" employant une barriére de paraffine partageait la

matrice et les dNTP dans le cocktail inférieur, alors que les amorces et la polymérase
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Taq (2 U / réaction de 50 pL) se retrouvaient dans le cocktail supérieur. L'ensemble des
réactifs entraient en contact une fois la cire fondue, suite au positionnement des tubes
dans le thermocycleur chaud (>80°C ). Le tout était soumis a 35 cycles d'amplification,

puis analysé sur gel d'agarose tel que décrit précédemment (section 2.4).

4. PCR QUANTITATIVE

Suite aux résultats observés lors de la mise au point de la PCR différentielle et
de I'étude de stabilité de 'ADN, il devenait évident que l'utilisation de 1a PCR 4 des fins
diagnostiques exigeait un controle de qualité serré. L'occurrence de résultats faux
positifs nécessitait 1'ajout de contréles négatifs (réactions-témoins contenant tous les
éléments sauf I'ADN cible) et I'exercice de pratiques de laboratoire rigoureuses limitant
les contaminations potentielles. Par contre, les variations d'efficacité inhérentes a la
PCR et les éventuels faux négatifs obligeaient la mise au point d'un contréle de qualité

plus sophistiqué. Un modéle de PCR quantitative a donc été dessiné.

En ajoutant & la réaction de départ de 1a PCR une quantité connue de standard
interne, 1l devenait possible par la suite d'évaluer la qualité globale de 1'amplification.
Afin d'étre le plus représentatif possible, cet ADN contrdle devait se confondre, en
terme d'efficacité, avec I'ADN a amplifier. A cette fin, nous avons opté pour un

standard interne ne différant de la cible que par un site de restriction modifié. Les deux
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gabarits compétitionnaient donc pour les mémes amorces a l'intérieur d'une réaction
unique de PCR. Une fois celle-ci complétée, les deux types d'amplicons générés €taient
discriminés et quantifiés (via une courbe standard) grice a un systéme de détection de
format ELISA exploitant la différence de sites de restriction entre les deux populations

d'acide nucléique.

4.1 Le standard interne

4.1.1 Mutagénése dirigée

Afin d'obtenir un standard interne utilisable lors de la PCR compétitive, une
premiére tentative de mutagénése dirigée a été réalisée a l'aide de la trousse
Doubletake™ Double-Stranded Mutagenesis Kit (Stratagene #200510). Le but visé était
de créer une séquence d'ADN en tout point identique a celle de PPV-NADL-2, mais
dont le site de restriction EcoRI, naturellement présent a la position 3590, serait
tranformé en site de restriction BamHI (GIAATTC = GIGATCC). Le clone P17 a
servi de matrice pour tous les essais de mutagénese. La trousse Doubletake™ utilisait
la "Terminal deoxynucleotidyl Transferase" (TdT) pour biotinyler les molécules d ADN
bicaténaire linéarisées par coupure plasmidique du clone P17, au site Xmnl du géne de
résistance a I'ampicilline. Cet ADN était ensuite capturé sur des billes enrobées

d'avidine et dénaturé en présence de NaOH. Deux oligonucléotides étaient ensuite
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hybridés au brin monocaténaire désigné comme gabarit pour le néo-brin muté. Le
premier servait d'amorce a I'élongation et était complémentaire a la région Xmnl du
plasmide; alors que le second était complémentaire a la région EcoRI du virus et ctait
dessiné de fagon a introduire les mutations créant le site BamHI. Le néo-brin synthétisé
in vitro était ensuite décroché des billes et recircularisé a 1'aide ' ADN ligase T4 et d'un
oligonucléotide de pontage recouvrant le site Xmnl. Une ADN polymeérase T7,
combinée a une solution de nucléotides, permettait 'élongation du second bmnn,
complémentaire au néo-brin muté. Les molécules circulaires résultantes servaient a

transformer des cellules XL-1 BLUE compétentes.

Ce premier essai de mutagénése ayant totalement €choué, nous avons tenté de
cerner les éléments fautifs. Il s'est avéré que la polymérase T7 était la principale
responsable de I'échec. Par séquengage automatique d'une matrice M13 (effectué par
Mme J. Roger, Service de séquencgage de 1'TAF) au moyen du "Automated Laser
Fluorescent (A.L.F.) DNA Sequencer" de Pharmacia, et en utilisant la trousse
"AutoRead sequencing kit" (Pharmacia) avec la Sequenase version 2.0 versus la
polymérase T7, il fut clairement démontré que cette derniére avait perdu a peu prés
toute sa "processivité". Par contre, la ligase T4 a parfaitement réussi a religuer un
marqueur de poids moléculaire en un produit unique. Nous avons donc dessiné une
nouvelle stratégie de mutagénése, récupérant les éléments utiles de la trousse

Stratagene, mais fortement inspirée de la démarche Clontech (Deng et Nickoloff, 1992)
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a la base de la trousse Transformer™ Site-Directed Mutagenesis Kit. La Figure 4

résume la stratégie employée.

Premiérement, trois amorces ont été synthétisées (M. Frangois Shareck, Service
de synthese des oligonucléotides de 1'TAF):
AXmnl : 5' PO, GAGAGTTTTCGCCCCGAAGAGCGTTTTCCAATGATGAGCAC,
PPV-pr4 : 5' PO, - GGAATCAGAAATCGACAGCCT (PPV position 519-539) et
PPV-Bam : 5' PO, - AGAACAGGAGATGGATCCTCCACAGGAATA (3578-3607).
La premiére couvrait la région du site de restriction Xmnl, présent sur le géne de
résistance a I'ampicilline de pUC 19 (séquence du brin +), mais mutée de telle sorte que
le site soit aboli sans que le cadre de lecture soit changé (GAG = GAA = glutamine).
Le géne demeurait donc fonctionnel. La deuxiéme correspondait a la séquence exacte
du brin + du PPV et devait servir de support a 1'élongation, juste avant le palindrome
viral en 3'. PPV-Bam représentait la séquence du brin + du PPV, mais mutée de sorte

que le site EcoRI soit transformé en site BamHIL

Deuxiémement, a 500 ng (100 fmol) dADN de clone P17 purifié par Magic
MiniPrep (Promega), 4 uL de tampon d'appariement 10X (100 mM MgCl,, 500 mM
NaCl, 200 mM Tris-HCI pH7,5) et 10 pmol de chacun des trois oligonucléotides ont été
ajoutés; le volume étant complété a 40 pL avec de l'eau distillée. Le tout a été dénaturé

3 min a 100°C, puis placé dans un bain de glace durant 5 min afin de permettre



Figure 4

Représentation schématique de la stratégie de mutagénese dirigée. L'amorce mutagéne
(PPV-Bam) correspond au double pic, alors que l'amorce de sélection (AXmnl)
correspond au pic unique. Par souci de clarté, 'amorce PPV-pr4, conforme au génome
viral et servant de support a 1'élongation, a été volontairement omise du dessin.
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I'hybridation des amorces. Aprés une courte centrifugation, la synthése du néo-brin
s'est faite par addition de 3 puL de ligase Stratagene (4U/uL), 1 pL de Sequenase 2.0
(#130), 6 uL H,0 et 50 uL de tampon d'élongation 2X de Stratagene. Le tout a été
incubé 2 h 4 37°C. Les enzymes ont été inactivées et éliminées par une triple extraction
(phénol, phénol:chloroforme, chloroforme) suivie d'une précipitation a I'EtOH en
présence de polyacrylamide linéaire comme porteur. Le culot obtenu a été lavé a

I'EtOH 70%, séché sous vide et resuspendu dans 44 pL d'eau.

Une premiére digestion Xmnl a été faite par ajout de 1 pL d'enzyme de
restriction (Boehringer Mannheim, 10U/pL) et de 5 pL de tampon B 10X (B.
Mannheim) aux 44 pL précédents. Aprés une incubation de 1 h a 37°C, I'enzyme a été
inactivée 10 min a 70°C. Cette digestion visait a linéariser le plasmide parental sans
affecter le plasmide mutant, théoriquement dépourvu du site de restriction. Ensuite, cet
ADN a été utilisé pour transformer des cellules E. coli BMH71-18 mutS de Clontech.
Ces derniéres présentaient l'avantage de ne pouvoir correctement corriger des
"mismatches” et favorisaient ainsi les plasmides mutants. Les cellules ont été rendues
compétentes par traitement au CaCl,, tel que décrit par Sambrook et collaborateurs
(1989). La transformation elle-méme a été obtenue par choc thermique de 200 pL de
cellules compétentes additionnés de 10 uL. d ADN plasmidique (Sambrook et al., 1989).
Finalement, les cellules transformées et suspendues dans un volume total de 6 mL de
milieu 2YT, contenant 50 ug/mL d'ampicilline, ont été agitées a 250 rpm, 4 37°C, pour

la nuit,
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Le lendemain, I'ADN plasmidique "muté" a été extrait et purifié selon la méthode
classique de lyse alcaline, suivie d'une triple extraction au phénol, phénol:chloroforme,
chloroforme. Apres précipitation et lavage a I'EtOH, le culot a été redissout dans 100
uL de TE additionné de RNAse A (section 1.2.2). Une deuxi¢me digestion Xmnl a été
effectuée sur 5 uL de cet ADN, avec 10 U d'enzyme et dans un volume réactionnel de
20 puL. Tel que décrit précédemment, 10 uL. de ce produit ont servi a transformer 100
uL de E. coli XL1-BLUE compétentes additionnés de 500 pL de 2YT sans antibiotique.
Aprés une agitation de 45 min a 150 rpm et a 37°C, les 600 pL de cellules transformées
ont ét€ étalés sur des géloses de 2YT contenenant de 'ampicilline (5 géloses a 100 uLL
et deux géloses a 50 pL). Ces derniéres ont été incubées a 37°C, pour la nuit. Le
lendematin, une vingtaine de colonies choisies au hasard ont été repiquées dans des

éprouvettes contenant 2 mL de 2YT + ampicilline et incubées pour la nuit.

4.1.2 Criblage des transformants par digestions enzymatiques

Les clones choisis ont été purifiés par lyse alcaline classique et I'ADN
plasmidique obtenu fut redissout dans 50 pL d'eau. Le criblage des transformants a &té
effectué par digestion enzymatique avec BamHI (5 uL. d'ADN + 5 U enzyme, dans 10
uL de tampon #3 1X de Boehringer Mannheim) durant 1 h 4 37°C. Une fois additionné
de tampon d'alourdissement, le volume total a été soumis a l'électrophorése sur gel

d'agarose a 0,8% dans du tampon TAE. Les transformants étaient repérés par
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l'apparition de deux bandes sur le gel (un site BamHI provenant de la mutagénése, et un
second site appartenant i la région de clonage multiple du vecteur); alors que les

génomes sauvages étaient seulement linéarisés (site unique provenant du vecteur).

Comme vérification supplémentaire, les transformants ont été soumis a la
digestion de Xmnl et de EcoRI. Ceux-ci ne devaient pas étre affectés par la premiére
digestion puisque le site unique du vecteur avait été¢ aboli par mutagénése, mais
devaient étre linéarisés par EcoRI puisque le site naturellement présent dans le PPV
avait été transformé par mutagénése et que seul demeurait le site présent dans le

vecteur.

4.1.3 Verification par séquengage

La vérification définitive de deux tranformants choisis (#11 et #22) et du clone
P17 comme contréle a été faite par le Service de séquengage de I'lAF. Suite 4 la
préparation des ADN par Magic MiniPrep de Promega, le séquengage manuel par la
méthode "dideoxy" (Sanger et al., 1977), et en utilisant la trousse "T7 sequencing kit"
de Pharmacia, a été effectué par incorporation de [«-"S]-dATP. L'amorce PPV-prd3:
5'TTIGGTCTCCTTCTGTGGTAGGTT 3' (position 3715-3693), complémentaire 4 la

séquence du brin + du PPV, a été choisie a proximité du site EcoRI du virus.
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4.1.4 Transfections de cellules eucaryotes

Ayant en main un génome muté et théoriquement infectieux du PPV, des essais
de transfections de cellules eucaryotes ont été entrepris dans le but de geénérer un
véritable PPV mutant, pouvant servir de contréle interne lors de toutes les expériences
relatives a1la PCR quantitative. La technique utilisant le précipité ADN-phosphate de
calcium formé en tampon HEPES, décrite dans Current Protocols in Molecular Biology
(CPMB, unité 9.1), a été employée lors de ces essais. Deux types de cellules porcines
ont servi de substrats: PT et PFT, ces deux lignées supportant généralement treés bien
la croissance du PPV. A chacun des essais, des infections ou transfections utilisant le
virus PPV-NADL-2 et le clone infectieux P17 accompagnaient, a titre de contrdles, les
manipulations des transformants #11 et #22 séquencés précédemment. Les cellules et

le virus ont été obtenus du Service de diagnostic vétérinaire (voir 1.1).

Succinctement, environ 10 pg d ADN plasmidique précipité au Ca,(PO,), étaient
déposés sur un feuillet cellulaire, 4 60% confluent, dans des flacons de 25 cm? Aprés
un contact de 4 h a 37°C sans CO,, le précipité était vidangé et remplacé par 10 mL de
milieu frais (D-MEM + 0,3 mg/mL glutamine + 0,1% PenStrep’ + 10% SFB, dans le
cas des PFT; D-MEM + 1% pyruvate + 1% acides aminés non essentiels + 0,1%

PenStrep + 10% SFB, dans le cas des PT). Lorsque les cellules parvenaient a

” PenStrep 4 0,1%: pénicilline 2 100 U/mL et streptomycine 4 50 pg/mL.
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confluence, elles étaient redivisées en deux flacons de 25 cm? contenant 10 mL de
milieu frais et incubées, sous observation. A certaines occasions, un deuxiéme passage
sur cellules était effectué en gelant et dégelant trois fois le feuillet cellulaire initial et
en adsorbant 1 mL du surnageant clarifié, pendant 2h a 37°C, sur des cellules
confluentes. Le volume était ensuite complété a 10mL avec du milieu frais contenant

2% de SFB.

Pour le contrdle PPV, 10 uL de virus titrant 10™?/50uL (dilués dans 0,5 mL de
PBS stérile) étaient adsorbés, 2h a 37°C sans CO,, sur un feuillet cellulaire 4 60%
confluent (flacon de 25 cm?®). Puis, le tout était additionné de 10 mL de milieu frais et

remis a incuber jusqu'a obtention d'un effet cytopathique évident.

4.1.5 Evaluation des transfections

L'efficacité des transfections (et des infections) a été évaluée par observation de
I'ECP et par titrage HA. Dans ce demnier cas, des dilutions sériées (en log 2) de 25 uL
de sumageants cellulaires étaient testées versus 50 pL d'hématies de cobaye diluées a
0,45% dans du PBS. Certains surnageants de premiers et de deuxiémes passages
cellulaires ont aussi été analysés par PCR, quant a la présence de PPV, selon les

conditions mises au point lors du développement de la PCR quantitative.
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4.2 PCR compétitive

4.2.1 Conditions de PCR

La région du génome viral destinée a la PCR compétitive devait répondre a trois
critéres. Premiérement, a I'évidence, cette région devait recouvrir le site de restriction
EcoRI présent chez les PPV sauvages, et muté en site BamHI chez le standard interne.
Deuxiémement, les séquences prévues pour les amorces devaient €tre conservées autant
pour les souches pathogénes que non pathogeénes du virus, de telle sorte que Ia PCR
compétitive puisse s'appliquer a tous les types d'échantillons cliniques. Finalement,
I'amplicon généré devait étre suffisamment court pour assurer une amplification robuste,
mais suffisamment long pour obtenir deux fragments aisément distinguables sur gel
d'agarose, apres coupure de l'amplicon par les enzymes de restriction précitées. Cette
derniére considération n'avait pas d'impact sur I'ELISA subséquent, mais était fort utile

lors de la mise au point de la méthode.

L'amorce "anti-sens" PPV-pr43, utilisée lors du séquengage des clones mutants
(section 4.1.3), a été choisie conjointement a I'amorce "sens" PPV-pr39b (position
3319-3341: 5' b-TGCAAGCTTAATGGTCGCACTAG). Cette derniére était biotinylée
en 5' afin de permettre, ultérieurement en ELISA, la capture des amplicons sur les

cupules enduites de streptavidine. Suite a I'amplification, les produits de PCR devaient



92

avoir une longueur de 397 pb et générer des sous-produits de 126 et 271 pb apres
coupure par EcoRI ou BamHI. Des versions biotinylées des amorces pr-6 et pr-10
(fragment de 1232 pb généré en PCR différentielle) ont aussi été utilisées en cours de

développement des méthodes de PCR quantitative et dELISA.

Essentiellement, les conditions d'opération adoptées correspondaient & celles
définies lors de 1a PCR différentielle; sauf que dans ce cas-ci, une seule paire d'amorces
servait a amplifier indistinctement les génomes sauvage et mutant du PPV. De plus,
comme ces amorces étaient parfaitement complémentaires a I'ADN cible (alors que des
mésappariements volontaires servaient a discriminer les souches de PPV), la

température d'hybridation était augmentée de 10°C (55°C).

Différents essais avec le standard interne, seul ou en association avec un extratt
de foetus porcin négatif au PPV, ont servi a évaluer 1'impact de possibles inhibiteurs,
et a établir le seuil de sensibilité de 1a méthode en fonction du nombre de cycles
d'amplification. Ainsi, lors de 1'analyse d'une trentaine de cas cliniques, 500 copies de
standard interne ont été ajoutées systématiquement a chacun des échantillons avant de
soumettre ceux-ci a 30 cycles de PCR compétitive. Une fois la réaction complétée, les
produits générés étaient analysés sur gel d'agarose, puis testés en ELISA. Advenant le

cas de réponses excessives, on procédait a la réamplification des produits de PCR.
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4.2.2 Réamplification de produits de PCR

Régle générale, lors de la réamplification de produits de PCR, 1 pL de la
premiére réaction était soumis a une deuxiéme ronde d'amplification, aux mémes
conditions et dans un volume total de 50 pL. Cependant, la réaction était réduite a
quelques cycles, habituellement entre 1 et 5. A certaines occasions, des dilutions plus
poussées des produits de PCR initiaux étaient comparées a la réamplification afin
d'éprouver l'exactitude du systéme. Enfin, les données obtenues par réamplification ont
servi a 1'étude des variations d'efficacité, en fonction du nombre de cycles et de la

quantité initiale d' ADN cible.

4.2.3 Purification et estimation de produits de PCR

Afin de relier l'intensité de 1a réponse obtenue en ELISA a des quantités précises
d'amplicons, 1] était nécessaire d'établir une courbe standard a partir de quantités
connues de produits de PCR. Pour ce faire, la mesure de I'absorbance a 260 nm servait
de référence. Cependant, il était impératif que ces produits de PCR soient exempts de
dNTP et d'amorces résiduelles afin de ne pas fausser la lecture. Deux systémes de
purification ont donc été évalués aprés utilisation selon les recommandations des
manufacturiers: Magic™ PCR Preps de Promega (cat. #A7170) et Centricon-100

d'Amicon (cat. #4212).
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Dans le premier cas, la purification a été effectuée grace a une résine (dérivé de

gel de silice, de composition non divulguée) fixant efficacement 'ADN double-brin de
plus de 200 pb. Apres élimination des impuretés, les produits de PCR étaient €lués de
la colonne 2 l'aide d'eau ou de tampon TE. Dans le second cas, les amplicons étaient
récupérés apreés filtration sur une membrane dont la porosité assurait 1'élimination des
nucléotides libres, des amorces et des ADN double-brin de moins de 125 pb ("cut-off”
moléculaire de 100 kDa). Dans tous les cas, les produits de PCR purifiés étaient ensuite

évalués par spectrophotométrie et électrophorése sur gel d'agarose.

4.3 Systéme de détection de format ELISA

4.3.1 Principe et méthode

Les amplicons générés par PCR compétitive représentaient une population mixte,
mélange de standard interne et de PPV sauvage. Tous ces produits de PCR étaient
biotinylés a 'extrémité 5' du brin allongé a partir de 1'amorce PPV-pr39b et ne se
distinguaient les uns des autres que par la présence d'un site de restriction différent. En
utilisant des micro-plaques de polystyréne enrobées de streptavidine, il devenait
possible de capturer ces produits marqués a la biotine. Afin de discriminer les deux
sous-populations d' ADN, chaque échantillon occupait un minimum de trois cupules sur

le plateau (ce nombre pouvant étre multiplié dans l'optique d'un triplicata, par exemple).
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La premiére cupule n'était soumise a aucune digestion enzymatique et représentait donc
la totalité des amplicons, standard interne et PPV sauvage. La seconde cupule, sous
l'action de BamHI, conservait les amplicons sauvages intacts, mais retrouvait les
amplicons du standard inteme tronqués au site de restriction. Inversement, la troisiéme
cupule, sous I'action de EcoRI, conservait les amplicons du standard interne intacts,
mais retrouvait ceux du génome sauvage tronqués au site de restriction (Figure 5). Une
fois les différentes digestions complétées, le platean était soumis & une série de lavages,
et les ADN bicaténaires immobilisés étaient alors dénaturés par ajout de NaOH a 0,25
M. Suite a une autre série de lavages, les ADN monocaténaires restants (brins
biotinylés) étaient hybridés a une courte sonde moléculaire dont la queue en 3'
incorporait des molécules de digoxigénine. Cette sonde était dessinée de fagon 4 étre
complémentaire a une portion de séquence située en aval des sites de restriction EcoRI
ou BamHI. De telle sorte qu'elle puisse shybrider tant au génome mutant qu'au génome
sauvage, en autant que les dits génomes n'aient pas été tronqués par digestion

enzymatique.

Apres une nouvelle série de lavages, toutes les cupules étaient additionnées d'un
sérum anti-Dig conjugué a la peroxydase. Une fois le contact terminé, et suivant
d'autres lavages, le substrat H,0, et le chromogéne TMB étaient ajoutés a tous les puits.
Sous I'action de la peroxydase, le substrat libérait I'oxygéne qui, a son tour, oxydait le

chromogéne pour finalement produire une coloration bleue. La réaction était



Figure 5

Représentation schématique de 'ELISA appliquée aux produits de PCR. Les amplicons
provenant de I'échantillon (lignes creuses) et ceux provenant du standard interne (lignes
pleines) sont capturés sur les cupules enduites de streptavidine, via 'extrémité 5' de
leurs brins portant une biotine (cercle noir). Les sites de restriction sont représentés par
des encadrés blancs (BamHI) et noirs (EcoRI). Chaque échantillon occupe un minimum
de trois cupules: intacte, soumise a BamHI et soumise a4 EcoRI. Dans des conditions
idéales, I'absorbance de la cupule intacte devait égaler la somme des absorbances
obtenues avec les cupules soumises aux digestions enzymatiques.



Amplicons .l (]
Echsntilon @—— g,

( E O Rl ) -= Captur‘e
=
Conirdle [ )
(BamH) :
@ @
Streptavidine
Digestions
IF UL | | N
& & & W @
"Intacte” BamHl EcoRl
Dénahuration

Hybridation oligo-DIG

A4 |4 y

| I | I

A/ Q N A4

‘Intacte” BamHl EcoRl

!

Anti-DIG (POD}
TMB + H202
D.C 4s0nm



98

subséquemment stoppée par addition de H,SO,, et 1a coloration jaune produite était
mesurée par lecture de la densité optique a 450 nm. L'intensité de la réaction état
directement proportionnelle a4 la quantité de peroxydase liée et, par voie de
conséquence, au nombre d'amplicons présents dans la cupule. Le signal généré par la
premiére cupule de chaque échantillon, non exposée aux enzymes de restriction,
représentait la totalité de 'ADN. Alors que le signal produit par la deuxiéme cupule,
soumise a BamHI, représentait la quantité ' ADN de type sauvage; et inversement, le
signal produit par la troisiéme cupule, soumise a EcoRI, représentait la quantité d ADN
muté (standard interne). Dans des conditions optimales, 1a somme des signaux obtenus
avec les cupules "digérées" devait égaler le signal retrouvé dans la cupule intacte. Si
tel n'était pas le cas, ce contrdle pouvait indiquer des digestions incomplétes ou encore,

la présence d'hétéroduplex formés en cours de PCR.

Enfin, lors de chaque test, une série de cupules était destinée a recevoir un
produit de PCR connu, purifi¢ et dosé; tel que décrit a la section 4.2.3. Régle générale,
ce produit était un assemblage de plusieurs réactions obtenues avec les mémes amorces
ayant généré les produits de PCR analysés en ELISA. Le type d'ADN de départ
(Kresse, NADL-2, ou mutant) était sans importance puisque ces cupules n'étaient pas
soumises aux enzymes de restriction, mais servaient uniquement a établir une courbe
standard d'absorbance. Des dilutions sériées, en log 2, déterminaient I'axe des

concentrations. Ainsi, les DO relatives aux échantillons pouvaient étre converties en



99
quantité finale dADN. De plus, connaissant la quantité initiale de standard interne, la
quantité finale de ce dernier permettait de quantifier I'efficacité d'une réaction de PCR
donnée. Enfin, le rapport échantillon sur standard interne (ADN "sauvage" / ADN

muté) allouait 1a pondération des résultats intra et inter analyses tout en jetant les bases

d'un "cut-off" diagnostic (seuil de positivité tenant compte de la méthode de détection).

4.3.2 Marquage et dosage de sondes moléculaires

Toutes les sondes utilisées au cours de cette recherche ont été fabriquées a l'aide
de la trousse "DIG Oligonucleotide Tailing Kit" de Boehringer Mannheim (cat. #1417-
231), alors que les oligonucléotides provenaient du Service de synthése des oligo-
nucléotides de 1'TAF. Les molécules d'acide nucléique étaient marquées de fagon non
isotopique par incorporation en 3' de Dig-dUTP, et ce, grice a I'enzyme TdT. Dans
cette réaction, des nucléotides marqués et des dATP non marquées étaient combinés
dans un rapport de 1 pour 10 afin de maximiser l'incorporation de Dig, tout en
conservant un espacement optimal des hapténes. En suivant les recommandations du
manufacturier, on pouvait s'attendre a la génération d'une queue d'une longueur

moyenne de 50 nt contenant 10% de Dig-dUTP.

Succinctement, 8 pL de tampon d'élongation étaient combinés sur glace a 8 pL

de CoCl, 25 mM et 250 pmol d'oligonucléotide choisi. A ce mélange s'ajoutaient 2 pL
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de Dig-dUTP 4 1 mM, 2 puL de dATP & 10 mM, 100 U de TdT et un volume d'ean
totalisant 40 pL. Aprés incubation de 15 min a 37°C, le tube était replacé sur glace.
La réaction était stoppée par ajout de glycogéne en solution dans de 'EDTA a 0,02 M
d'EtOH, rincé a I'EtOH 70%, séché sous vide, puis reconstitué dans 250 pL d'eau.

Théoriquement, la concentration finale de sonde était donc de 1 pmol/uL.

Dans les faits, les rendements étaient inférieurs et nécessitaient une évaluation
plus précise. Pour ce faire, une adaptation du protocole accompagnant la trousse "DNA
Labeling and Detection Kit Nonradioactive" de Boehringer Mannheim (cat. #1093-657)
était utilisée. Briévement, différentes concentrations de sonde marquée étaient
directement déposées sur une membrane de nylon: 2 pL et 1 pL de solution mére, puis
1 pL de dilutions 107, 107, 10%, 10* et 10”°. Parallélement, des aliquotes identiques de
l'oligonucléotide contrle fourni avec la premiére trousse ("DIG Oligonucleotide Tailing
Kit") €tatent aussi déposées sur la membrane. Ce contrble contenait 2,5 pmol/pL
d'oligonucléotide marqué par incorporation de Dig-dUTP/dATP. L'ADN était ensuite
fix¢é par irradiation aux UV sur un transilluminateur, durant 4 min. Puis la membrane
¢tait bloquée avec 10 mL de tampon #2 (0,5% d'agent bloquant inclus dans la trousse
et dissout dans le tampon #1: Tris-HC] 100 mM, NaCl 150 mM; pH 7.5) durant la nuit,
et subséquemment lavée avec du tampon #1. Suivaient une incubation de 30 min dans

20 mL de sérum anti-Dig conjugué a la phosphatase alcaline (150 mU/mL), puis 2
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lavages de 15 min dans le tampon #1. La membrane était ensuite équilibrée durant 2
min dans 20 mL de tampon #3 (Tris-HCl 100mM, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM; pH
9,5), avant d'étre incubée dans 10 mL du méme tampon contenant 45 pL de NBT et 35
uL de X-phosphate (inclus dans la trousse). Lorsque le développement de couleur était
satisfaisant, Ia réaction était finalement bloquée par immersion de la membrane dans du
tampon TE 4 pH 8,0. La comparaison versus la sonde contrdle, a 'aide des dilutions

limites, permettait une évaluation fine de la sonde de travail.

4.3.3 Conditions d'opération

Le développement de la méthode ELISA a nécessité I'évaluation de nombreux
paramétres: on trouvera au chapitre des Résultats une description détaillée du protocole
adopté et les données ayant motivé ce choix. Pour l'instant, qu'il suffise de souligner

les principaux essais effectués.

Tout d'abord, deux plateaux de type "high binding" furent évalués: Immulon 4
de Dynatech Laboratories (cat. #011-010-3855) et Maxisorp Immuno Module U16 de
Nunc (cat. #4-64394). Des enrobages d'avidine et de streptavidine, a différentes
concentrations et en utilisant des tampons "carbonate” (pH 9,6) ou PBS (pH 7,4), furent
essayés. Le blocage subséquent consistait en PBS-Tween 20 contenant 1% de BSA.

Cependant, d'autres agents bloquants ont été abordés en cours de développement: lait

écrémé, caséine et sérum de cheval.
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La capture de I'échantillon demanda 'évaluation de la quantité optimale de
produit de PCR 2 utiliser, de fagon & obtenir une intensité de réponse convenable tout
en évitant la saturation de l'enrobage par les amorces biotinylées non utilisées lors de
l'amplification. La restriction enzymatique par EcoRI et BamHI fut testée de plusieurs
facons: directement dans le plateau sur les amplicons immobilisés, ou conjointement
a l'immobilisation; ou encore, en tubes Eppendorf (1,5 mL) avant la capture sur plateau.
Les périodes d'incubation, les concentrations d'enzyme et les volumes réactionnels ont

été surveillés.

La dénaturation des amplicons se faisait par ajout de NaOH 0,25 M, 10 min &
la température de la piéce. Suivait I'hybridation de la sonde dans du 0,5X SSPE (75
mM NaCl, 5 mM Na,HPO,, 0,5 mM EDTA). La sonde PPV-pr44 (position 3683-3660)
5' GTTTTGGAGGCAGTCCTAGAGATC-Dig était utilisée lors de la PCR quantitative.
La sonde PPV-prd0, 5' GAAATGGTCCACCATTGGAGTATTC-Dig (position 3866-
3842) a servi 4 la mise au point de la méthode, mais s'adressait plus spécifiquement a
des amplicons générés par PCR différentielle. Pour chacune des sondes, les

températures d’hybridation et les concentrations optimales ont été évaluées.

Suite a l'hybridation de la sonde, deux systémes immunologiques ont été
envisagés: d'abord, une révélation directe par un sérum de mouton anti-Dig conjugué

a la peroxydase (Boehninger Mannheim, cat. #1207-733); puis, une révélation indirecte
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par un sérum de mouton anti-Dig, suivi d'un sérum de chévre anti-mouton conjugué a
1a peroxydase (Boehringer Mannheim, cat. #1333-089 et #1301-977). L'ajout de H,0,
comme substrat et de TMB comme chromogéne complétait la réaction. Celle-c1 était
finalement stoppée par addition de 2 N H,SO,, et 1a lecture se faisait 2 450 nm contre

des "blancs” ne contenant pas d'acide nucléique.

Enfin, des tests supplémentaires ont été exécutés afin de vérifier la spécificité de
la méthode (vs PPV non biotinylé et HPV biotinyl€), la stabilité de I'enrobage et
l'intégrité des produits de PCR purifiés servant a établir la courbe standard

d'absorbance.

5. ETUDE DES CAS CLINIQUES

5.1 Préparation des échantillons

Afin de déterminer la meilleure fagon d'extraire le PPV des échantillons
cliniques, cing méthodes ont été pratiquées et testées en paralléle dans des conditions
de PCR différentielle et quantitative. Trois spécimens (deux foetus momifiés et un
avorton) reconnus positifs par IF et culture cellulaire, utilisés seuls et additionnés de 50
uL de PPV-NADL-2 (titrant 107%/50uL) ont servi de matériel de base a I'étude. Comme

contrdle, 100 uL de suspension virale seule étaient extraits selon les mémes méthodes.
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5.1.1 Méthode Hirt modifiée

La méthode décrite par Hirt (1967) et adaptée au PPV par Molitor et
collaborateurs (1984) a été utilisée comme suit. Environ 100 mg de tissus étaient
triturés au scalpel et suspendus dans un volume (100 pL) de tampon STE (150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl pH 7,5). Quatre volumes de tampon de lyse
(0,75% SDS, 1,25 M NaCl, 10 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl pH 7,5 et 250 pg/mL de
protéinase K) étaient ajoutés, et le tout était incub¢é un mimmum de 2h 4 37°C avec
agitation réguliére au vortex afin d'assurer la digestion la plus compléte possible. La
suspension gélatineuse obtenue était déposée sur de la glace fondante pendant un
minimum de 2h, puis centrifugée 30 min a 12 000 x g a 4°C afin de sédimenter les
débris cellulaires et 'ADN chromosomique associé aux histones. Le surnageant était
transféré dans un tube propre et centrifugé une seconde fois, aux mémes conditions.
Une fois récupéré dans un nouveau tube, 'ADN viral présent dans le surnageant était
précipité a l'aide de deux volumes d'EtOH, pendant 1h a -70°C. Aprés centrifugation,
le culot était rincé a 'EtOH 70%, séché sous vide et resuspendu dans 400 pL de TE pH
8,0 contenant 100 pg/ml. de RNAse A. Suivant une incubation de 1h a4 37°C, 'ADN
viral était récupéré par une ftriple extraction au phénol, phénol:chloroforme,
chloroforme et précipité a I'éthanol tel que décrit précédemment. Finalement, le culot

était redissout dans 100 pL de tampon TE a pH 8,0.
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5.1.2 Méthode a base de thiocyanate de guanidine

L'extraction au phénol-chloroforme-GuSCN en milieu acide a été décrite par
Chomczynski et Sacchi (1987) afin d'isoler, en une seule étape, 'ARN dans la phase
aqueuse. Afin de vérifier si les formes réplicatives du PPV, qui se comparent a des
plasmides super-enroulés, pouvaient aussi se retrouver dans cette phase de 'extraction,
la procédure a ét€ appliquée aux échantillons cliniques. Pour ce faire, environ 100 mg
de tissus ont été triturés au scalpel et resuspendus dans 500uL de solution dénaturante
(4 M GuSCN, 0,1 M 2-ME, 0,5% Sarkosyl, 25 mM citrate de sodium a pH 7). Aprés
agitation vigoureuse, 50 pL d'acétate de sodium 2 M a pH 4, 500 pL de phénol et 100
uL de chloroforme étaient successivement ajoutés, en ayant soin d'agiter au vortex entre
chaque addition. Le tout était déposé 15 min sur de la glace fondante, puis centrifugé
30 min a 12 000 x g a4°C. La phase aqueuse était ensuite récupérée et 1'éventuel ADN
viral précipité par ajout d'un volume égal disopropanol (1h a -20°C). Aprés
centrifugation de 30 min & 12 000 x g, le culot était séché sous vide et redissout dans

100 pL de TE 4 pH 8,0.

5.1.3 Trousse "Elu-Quik"

La trousse "Elu-Quik DNA Purification Kit" (Schleicher & Schuell #74450),

utilisant un tampon de lyse & base de thiocyanate de guanidine et des particules de verre
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en association avec du perchlorate de sodium pour capturer I'ADN, a été évaluée en
regard de l'extraction du PPV. Les recommandations du manufacturier quant a
"I'isolement d'ADN de moins de 50 kb" ont été suivies. Environ 100 mg de tissus ont
été triturés dans 1 mL de PBS, puis centrifugés a basse vitesse. Aprés vidange du
tampon, I'homogénat a été resuspendu dans le PBS résiduel additionné de 40 pL de
tampon de lyse. Aprés un vortex vigoureux, 280 uL de tampon de capture et 25 uL de
particules de verre ont été ajoutés. Un contact de 10 min a température de la picce a
suivi, en agitant délicatement et occasionnellement le mélange. Aprés centrifugation
de 30 sec 2 7 000 x g et élimination du surnageant, ont suivi deux lavages avec 500 pL
de tampon a cet effet. Le culot a ensuite été resuspendu dans 500 pL de tampon
réduisant la concentration en sels, puis centrifugé 2 min a 7 000 x g et le surnageant
éliminé. L'opération fut répétée et le culot resuspendu dans 50 pL de TE afin d'éluer
I'ADN. Aprés une incubation de 15 min a 50°C, le tout a été centrifugé 30 sec a 7 000
x g et le surnageant mis de coté. Cette étape a été répétée avec un autre 50 pL de TE,

et le second éluat a été combiné au premier.

5.1.4 Lyse alcaline rapide

La méthode d'extraction par lyse alcaline rapide de 1'échantillon a été décrite
dans PCR: Clinical Diagnostics and Research (chap. 7). Environ 100 mg de tissus ont

été triturés au scalpel et additionnés d'un volume équivalent d'eau, pour étre ensuite
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rapidement gelés et dégelés a deux reprises. Un volume de NaOH 50 mM, égal a celui
de la suspension cellulaire (200 pL) a été ajouté et le tout fut agité vigoureusement au
vortex, jusqu'a homogénéisation la plus compléte possible. Aprés une légere
centrifugation, la suspension a été recouverte de 150 pL d’huile minérale légere et le
tube fut incubé 10 min 4 95°C. Afin de neutraliser le milieu, 32 pL de Tris-HCl IM

a pH 7,0 ont été ajoutés sous la couche d'huile (8 pL de Tris/50 pL de NaOH).

5.1.5 Protéinase K rapide

Lors de cette procédure, environ 100 mg de tissus ont été triturés au scalpel et
resuspendus dans 500 pL de PBS auxquels un volume équivalent de tampon de lyse a
été ajouté (10 mM EDTA, 150mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,5). De la protéinase
K, a 20 pg/uL H,0, a été additionnée a la suspension de fagon a obtenir une
concentration finale de 500 pg/mL. Le tout a été incubé au bain-marie, a 37°C, pour
lanuit. Le lendemain, le tube était agité vigoureusement au vortex de fagon a obtenir
une lyse complete. Finalement, I'enzyme était inactivé par incubation de 15 min a

95°C, et le tube légérement centrifugé.

Une variante de cette procédure a été adoptée pour la préparation généralisée des
¢échantillons cliniques. Environ 50 mg de tissus ont été triturés et resuspendus dans 1
mL de tampon de PCR 1X + 500 pg de protéinase K. La suite de la manipulation est

demeurée identique.
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5.2 PCR différentielle et PCR quantitative

La totalité des échantillons cliniques a été analysée par PCR différentielle, et ce,
selon les conditions finalement adoptées suite a la mise au point de la méthode. De la

méme fagon, une trentaine de cas du champ ont été testés par PCR quantitative.

5.3 "Southern Blot"

Quelque cinquante échantillons cliniques (positifs au PPV en IF, mais négatifs
en PCR différentielle) ont été amplifiés par PCR "classique" et analysés par transfert
de type Southern. Les conditions d'amplification correspondaient a celles adoptées
suite & la mise au point de la PCR quantitative, sauf que les amorces choisies couvraient
la région correspondante a la répétition de 127 nt, sise a l'extrémité 5' du génome PPV.
L'amorce PPV-pr6 a été précédemment décrite (section 2.1), alors que 1'amorce pr7
couvrait la séquence CAATACTGCACCTGTATTTCCAAATG (4171-4196) du brin

positif PPV.

L'appareil utilisé pour le transfert était un Vacu-Blot de Pharmacia, dont le
vacuum était fixé & 50 mBar. Briévement, le gel d'agarose était déposé sur une
membrane de nylon activé (Biotrans, 0,45 pm, ICN) précédemment hydratée d'eau, puis

de 20X SSC (3 M NaCl, 0,3 M citrate de sodium, pH 7,0). La dénaturation de 'ADN
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était effectuée avec du NaOH 0,5 N / NaCl 0,015 M, et la neutralisation avec du Tris-
HCl, 1 MapH 7,4/NaCl 1,5 M. Le transfert comme tel s'opérait a I'aide de SSC 20X,
durant une trentaine de min, a la température de la piece. Une fois la membrane rincée
au SSC, 'ADN était fixé par irridiation UV pendant 5 min sur un transilluminateur. La
préhybridation de 1a membrane, 2h a 42°C dans un four rotatif, nécessitait 20 mL de
solution contenant, entre autre, 50% de formamide (Sambrook et al., 1989). Ceci fait,
15 mL étaient retirés et 5 ul de sonde radio-marquée ( [C] finale: 10° cpm/mL) étaient
ajoutés aux 5 mL restants de solution de préhybridation. La sonde a été gracieusement
fournie par Dr J. Bergeron et correspondait au clone P17 marqué aléatoirement avec
[¢-**P]-dCTP. L'hybridation se faisait a 42°C, durant la nuit, dans le four rotatif. Le
lendemain, apres trois séries de trois lavages au SSC (2X, 1X, 0,2X SSC) contenant
0,1% de SDS, l'autoradiographie était effectuée sur film Kodak XAR, dans une cassette
avec écran amplificateur. Le tout était placé 4 -70°C pour la nuit ou plus longtemps,
si nécessaire. Une fois I'exposition terminée, le film était développé automatiquement

au moyen de I'appareil X-Omat M20 Processor de Kodak.



RESULTATS
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1. PCR DIFFERENTIELLE

1.1 Conditions préliminaires

Partant du principe que les amorces constituent la pierre angulaire d'une réaction
de polymérisation en chaine, la mise au point de la PCR différentielle emprunta la
démarche suivante: d'abord déterminer un ensemble d'amorces capables de distinguer
les génomes pathogéne et non pathogéne du PPV, puis raffiner le systéme afin d'en
assurer la robustesse. Les premiers tests ont donc été effectués dans des conditions de
PCR tout a fait "classiques”. Le tampon d'amplification et la polymérase Tag
provenaient de Bio/Can. Le premier assurait une concentration finale en MgCl, de 1,5
mM, et la seconde était utilisée a 1U par réaction de 50 pL. Les dNTP étaient présentes
a une concentration finale de 200 uM et chacune des amorces totalisait 25 pmol (0,5
uM). Les clones P17 (NADL-2) et K5R12 (Kresse) servaient d ADN cible, chacun

étant utilis€ a 4 ng par réaction de 50 pL.

Cependant, afin de favoriser la nature différentielle du systéme, nous avons opté
des le départ pour une procédure de "hot start” employant une barriére de paraffine,
plutét que 1'assemblage complet des réactifs a la température de la piece. Les dNTP,
'ADN et la moiti€¢ du tampon 10X se retrouvaient dans le cocktail inférieur totalisant

25 uL. Aprées ajout d'une pastille de cire, le tout était incubé 5 min & 95°C, pour
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finalement revenir a la température ambiante. Sur la paraffine figée étaient déposés les
25 uL du cocktail supérieur, contenant les amorces, la Taq et 1'autre moitié du tampon
10X. Les tubes étaient alors positionnés dans le thermocycleur et soumis au profil
suivant. 1 min de dénaturation a 94°C, 1 min d'hybridation a 45 ou 55°C, puis 1 min
d'élongation & 72°C. Le tout était répété 34 fois, alors que le 35° cycle comportait une

élongation finale de 10 min.

1.2 Choix des amorces

La premiére stratégie envisagée employait les amorces extérieures pré et pri0,
complémentaires tant au génome virulent qu'avirulent du PPV. A cause de la répétition
ou non de 127 nt, située tout prés de l'extrémité 3' du génome viral, ces amorces
devaient générer un fragment de 1232 pb avec la souche NADL-2 et un fragment de
1105 pb avec la souche Kresse. Différentes versions de pr28 et pr29 servaient
d'amorces intérieures et étaient respectivement destinées a shybrider au génome virulent
et avirulent du PPV. Les versions M1 (voir Mat. et Méth. 2.1, Tableau 4) étaient
parfaitement complémentaires a leur ADN cible correspondant, alors que les versions
M2 et M3 comportaient un faux appariement a 1'avant-dernier nucléotide en 3'. De ce
fait, une amorce donnée présentait soit un, soit deux, mésappariements 3 l'extrémité 3'
en regard du génome non correspondant. La combinaison de pr10 et pr28 devait

générer un fragment de 353 pb avec la souche Kresse, alors que la combinaison de pr29

et pré devait générer un fragment de 937 pb avec la souche NADL-2 (Figure 6).
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Figure 6

Premiére stratégie de PCR différentielle. L'amorce discriminante pr29 était dessinée
en fonction d'un génome avirulent (NADL-2), alors que I'amorce discriminante pr28
s'adressait a un génome de type virulent (Kresse).
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Les différentes amorces ont été testées par paires, puis combinées a l'intérieur
d'un méme cocktail d'amplification; ceci en utilisant des températures de 45 et 55°C lors
de l'hybridation. Les deux types d'ADN ont naturellement servi de substrats.
Individuellement, chacune des paires d'amorces a donné le résultat escompté en regard
de son ADN correspondant. Par contre, les amorces internes n‘ont pu discriminer
'ADN non correspondant: seule pr29 M2 a réussi a éliminer le signal de 810 pb généré
par Kresse avec les versions M1 et M3 (937 pb moins la répétition de 127 pb). Dela
méme facon, les deux versions de pr28 ont efficacement amplifié un fragment de 353
pb avec NADL-2. Lorsque utilisées en combinaison de 4 amorces, ces dernieres
généraient relativement bien les fragments de type virulent en présence de Kresse, mais
favorisaient I'amplicon de 353 pb aux dépens de celui de 1105 pb. A noter que ce
phénoméne était moins évident lorsque la version M2 de pr28 était utilisée. Par contre,
les amorces spécifiques au génome avirulent ne causaient aucune interférence dans ce
test. En présence de NADL-2, ces derniéres généraient le signal de 937 pb
accompagnant celui de 1232 pb, mais la coexistence des amorces spécifiques au
génome virulent causait 1'apparition systématique d'une troisiéme bande a 353 pb. Cetie
interférence était cependant plus faible lorsque pr28 M2 faisait partie du cocktail. Dans
la grande majorité des cas, le fait d'augmenter la température d'hybridation a 55°C avait
plus tendance a réduire I'intensité des signaux plutét qu'a résoudre le probléme de non

spécificité comme tel.
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Suite a ces résultats, une deuxiéme stratégie de PCR différentielle a été élaborée

en exploitant davantage l'impact variable des mésappariements entre I'extrémité 3' des
amorces et 'ADN cible. Cette fois, 'amorce interne pr34 devait amplifier le génome
virulent (fragment de 810 pb), et trois versions de l'amorce interne pr35 devaient
potentiellement amplifier le génome avirulent (fragment de 353 pb). Les amorces
externes pré et pr10 étaient conservées (Figure 7). S'inspirant des résultats précédents,
toutes les amorces discriminantes comportaient un faux appariement a I'avant-dernier
nucléotide en 3'. De plus, les versions pr35(2) et pr35(3) dépassaient la mutation
ponctuelle (sise a 3958) par une base non complémentaire au génome des PPV (Tableau
4). Ces derniéres présentaient donc une finale de trois nucléotides non appariés a
I'ADN de type virulent, ceci dans le but de carrément défavoriser 'omniprésent

fragment de 353 pb.

Les différentes amorces ont €té testées par paires, par trios (2 externes + 1
interne), puis toutes combinées a l'intérieur du méme cocktail d'amplification.
L'hybridation s'effectuait a 45°C, en utilisant les deux types d ADN comme gabarit. Au
départ, les amorces pr34 et pr35(1) assurérent une excellente discrimination des ADN.
Par moments, certaines traces d'amplicons non souhaités étaient présentes, mais
I'amélioration ultérieure des conditions d'opération laissait présager la résolution de ce
probleme. Par contre, a l'intérieur du systéme "avirulent”, la coamplification du

fragment de 353 pb prenait nettement le pas sur celle du fragment de 1232 pb, au point
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Figure 7

Deuxiéme stratégie de PCR différentielle. L'amorce discriminante pr34 était dessinée
en fonction d'un génome virulent (Kresse), alors que I'amorce discriminante pr35
s'adressait a un génome de type avirulent (NADL-2).
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d'éliminer réguliérement cette derniére. Ce phénoméne avait été observé lors de la
premiére stratégie de PCR différentielle, mais le fait, semble-t-il, d'utiliser 'ADN

Kresse comme cible en réduisait nettement 1'acuité.

Les versions 2 et 3 de I'amorce pr-35 ont donc été utilisées afin de fragiliser
davantage I'hybridation et, par voie de conséquence, réduire l'efficacité¢ de
I'amplification du fragment de 353 pb. De plus, cette stratégie pouvait assurer une
discrimination encore plus lourde de I'ADN non correspondant (Kresse). Suite a
quelques essais, cette démarche a été abandonnée; 'amplification du petit fragment

étant beaucoup trop erratique.

Enfin, quelques tests ont été effectués en utilisant les amorces extérieures pr32
et pr30 (Tableau 4). Dans un premier temps, le remplacement de pr10 par pr32 visait
a vérifier si un tel changement pouvait améliorer 'efficacité générale de la PCR
différentielle et éventuellement, favoriser l'expression du fragment de 1232 pb dans le
systéme "avirulent”. Le contraire se produisit: méme l'amplicon de 1105 pb généré a
partir de 'ADN Kresse avait tendance & disparaitre au profit de celui de 810 pb.
L'emploi de pr30, dans un deuxiéme temps, était destiné a évaluer l'effet possible de 1a
répétition de 127 nt sur l'efficacité de I'amplification quant aux grands fragments de
1232 ou 1105 pb. Contrairement a pr6, cette amorce était positionnée en amont de la

répétition, et la combinaison avec pr10 devait générer un fragment de 820 pb, quel que
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soit 'ADN cible utilisé. Tel que vu lors des tests précédents, le signal produit a partir
de Kresse était systématiquement plus intense que celui provenant de NADL-2. De
plus, en combinaison de quatre amorces (pr10, pr30, pr34 et pr35), I'amplicon de 820
pb généré par NADL-2 s'éclipsait au profit de celui de 353 pb, alors que les deux
amplicons générés par Kresse (820 et 525 pb) étaient a peu prés équivalents. Bref, que
l'amorce extérieure de droite soit située avant ou apres la répétition de 127 nt ne

résolvait pas la disparité de réponse entre les deux types d'ADN.

Suite a toutes ces données, il fut décidé de poursmvre 1'étude de la PCR
différentielle avec les amorces intérieures pr34 et pr35(1), en combinaison avec les
amorces exténeures pr6 et pr10. Le raffinement subséquent des différentes conditions
d'opération devait potentiellement améliorer le systéme et assurer une plus grande

uniformité des résultats.

1.3 Température d'hybridation et concentration des amorces

Les oligonucléotides étant choisis, différents tests ont été menés afin de
déterminer une température d'hybridation et des concentrations d'amorces adaptées au
systeme différentiel. Les températures de fusion (T,) théoriques étaient estimées a
l'aide des trois formules suivantes (revue par Tijssen, 1993):

a) formule dite de Wallace ou T, = 4(nombre de GC) + 2(nombre de AT);
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b) formule simplifiée de Meinkoth et Wahl ou T, = 60 + 0,4(%GC) - 500/pb de l'oligo;
c¢) formule complexe tenant compte de parametres thermodynamiques dus a I'effet
d'empilement des bases ("stacking") et a l'influence du "plus proche voisin", autant que
des concentrations de I'amorce elle-méme (0,5 pM) et de celle des cations monovalents
du tampon. Normalement, on envisageait une température d'hybridation pour PCR de
5°C inférieure au T,. De plus, la présence de mésappariements au niveau des amorces
internes pouvait commander une température encore plus basse. Dans le cas des quatre

amorces de PCR différentielle, on obtenait les T,, suivantes:

| 6 r10 r34 r35(1
formule de Wallace 70°C 70°C 60°C 62°C

formule simplifiée de Meinkoth et Wahl | 55°C 56°C 52°C 54°C
formule complexe (revue Tijssen, 1993) | 52°C 53°C 52°C 50°C

Dans les faits, lors d'une hybridation a 45°C, les amorces internes discriminaient bien
leur ADN cible respectif et tous les fragments de PCR attendus étaient amplifiés,
quoique le signal de 1232 pb était sous représenté au profit de celui de 353 pb (NADL-
2). A55°C,en présence d'amorces externes seulement, les fragments de 1232 et 1105
pb étaient bien amplifiés. Mais en cocktail de quatre amorces, la matrice NADL-2
produisait une trace d'amplicons a 353 pb et aucun signal a 1232 pb; alors que la
matrice Kresse conservait ses amplicons & 1105 pb tout en perdant ceux de 810 pb. La
hausse de température ne résolvait donc pas la sous représentation de 1'amplicon de

1232 pb et nuisait du méme coup a I'hybridation des amorces contenant des
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mésappariements. Il fut donc décidé de poursuivre la PCR différentielle en maintenant
'hybridation a 45°C, tout en jouant sur les concentrations individuelles des amorces

afin d'uniformiser l'amplification des différents fragments.

L'expérience fut menée en deux temps: d'abord en augmentant la concentration
des amorces externes, puis en diminuant celle des amorces internes. Dans le premier
scénario, pré et prl0 étaient utilisées a 1,5 pM (trois fois la quantité usuelle), alors que
pr34 et pr35(1) étaient 2 0,5 pM. Cette modification n'a pas changg¢ le tableau habituel:
en présence des seules amorces extérieures, la matrice Kresse produisait un signal a
1105 pb nettement plus fort que celmi généré par NADL-2 4 1232 pb. En cocktail de
quatre amorces, les deux amplicons produits par Kresse (1105 et 810 pb) étaient a peu
pres équivalents, alors qu'avec NADL-2, le fragment de 1232 pb disparaissait presque
systématiquement au profit de celui de 353 pb. La manipulation fut répétée en
remplagant pr6 par pr30 (amorce située avant la répétition de 127 nt et commune aux
deux types dADN: amplicon de 820 pb). Les résultats sont demeurés essentiellement

Ies mémes.

Dans la deuxiéme approche, pré et pr10 ont été utilisées a une concentration
finale de 0,5 ulM, alors que les quantités de pr34 et pr35(1) allaient en décroissant pour
finalement représenter des rapports amorces externes : amorces internes de 1:1, 5:1,

10:1, 25:1 et 50:1. En présence d ADN Kresse, 1'augmentation du rapport favorisait de
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plus en plus le grand fragment au détriment du petit. Une concentration égale des
différentes amorces donnait la coamplification 1a plus balancée. Avec la matrice
NADL-2, le signal produit a 353 pb diminuait régulicrement avec la baisse de
concentration des amorces internes, mais le fragment de 1232 pb demeurait faible ou

inexistant,

Comme ni la hausse de la température d'hybridation, ni le jeu des concentrations
d'amorces n'arrivaient a résoudre le probléme de la sous représentation du fragment de
1232 pb chez NADL-2, des efforts de raffinement des conditions générales d'opération
ont été entrepris afin d'améliorer I'efficacité globale de la PCR différentielle et, par 13,

permettre 'expression de I'amplicon récalcitrant.

1.4 Conditions d'opération

Au cours des essais suivants, les amorces pr6, prl10, pr34 et pr35(1) ont été
utilisées a des concentrations équimolaires de 25 pmol/réaction de 50 pL, et la
température dhybridation était fixée 4 45°C. La procédure de "hot start" utilisant une
barriére de paraffine était conservée. Dans un premier temps, le tampon PCR de base
(Bio/Can Scientific) a été comparé a un panel en échiquier de 20 tampons "maison”
reprenant la composition du précédent, mais faisant varier le pH et la concentration

finale en MgCl, de la fagon suivante:
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Congcentration finale en MgCl, (mM)

pH 1,5 2,0 2, 3,0 35 | Note: le tampon "maison" #6
85 || #1 #2 #3 #4 #5

correspond au tampon du
9,0 #6 #7 #8 #9 #10
95 || #11 | #12 | #13 | #14 | w5 manufacturier Bio/Can.
10,0 #16 #17 #18 #19 #20

Avec les deux types d'ADN, les tampons a pH 8,5 ont donné les meilleurs résultats;
l'intensité générale des bandes décroissant parallélement a la hausse du pH. D'autre
part, 'augmentation de la [C] en MgCl, avait tendance a nuire a la discrimination des
ADN en permettant I'amplification du fragment de 353 pb chez Kresse. Le tampon

“maison” #1 a donc été retenu lors des essais suivants.

Jusqu'a présent, tous les tests avaient été effectués en utilisant 1 U de polymérase
Taq Bio/Can par réaction de 50 pL. Différentes concentrations d'enzyme ont donc €té
évaluées en prenant ' ADN NADL-2 comme matrice et le tampon #1 comme milieu.
En utilisant 1, 2, 3, 4 et 5 U de Tag, l'intensité des fragments de 353 et 1232 pb
augmenta paraliélement a 1a hausse de la [C] en enzyme, avec un certain plafonnement
a partir de 3 U. Par contre, 'apparition de bandes non spécifiques, en particulier le
fragment de 937 pb attribuable 4 I'amorce pr34 (destinée a amplifier Kresse), fut
évidente a partir de 3U/réaction. L'ajout de 2 U de Taqg représentait le meilleur

compromis: I'amplicon de 1232 pb était présent et les bandes accessoires absentes.
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Incidemment, la Taq de Pharmacia et I'AmpliTag de Cetus ont été comparées a la Taq
de Bio/Can, chacune dans leur tampon respectif. Utilisant 1 U par réaction de 50 uL,
différentes dilutions de NADL-2 comme matrice et les amorces extérieures seules,
aucune des enzymes ne s'est réellement démarquée. Par souci d'uniformité et

d'économie, I'enzyme de Bio/Can fut conservée pour tout le projet de recherche.

L'addition de cosolvants 3 la réaction de PCR étant réguliérement citée dans la
littérature (revue dans PCR: Clinical Diagnostics and Research, 1992), différents ajouts
ont été comparés au tampon PCR de base: DMSO a 5%, formamide & 5%, Tween-20
a 1%, glycérol a 10% et spermidine 1 mM (Wan et Wilkins, 1993). Certains ont aussi
été testés en combinaison: formamide + Tween-20, formamide + glycérol, Tween-20
+ glycérol et finalement, formamide + Tween-20 + glycérol. Regle générale, trois
dilutions de NADL-2 (108, 105, 10* molécules) servaient de matrice aux amorces
extérieures pr6 et pr10. Chaque réaction de 50 puL contenait 1 U seulement de Tagq, afin
de ne pas masquer l'amélioration possible due au cosolvant. De tous ces essais, seule
'addition de Tween-20 a clairement augmenté l'efficacité de la PCR. Aussi, pour la
suite de la recherche, le tampon "maison" #1 a-t-il été modifié de fagon a contenir une

concentration finale en Tween-20 de 1%.

Enfin, l'utilisation de tubes a parois minces pour PCR ("Thin Walls" de Cetus)

a €t€ envisagée. Dans un test comparatif employant plusieurs dilutions de NADL-2
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comme ADN cible, en conjonction avec les amorces extérieures et 1 U de Tag/réaction,
ces derniers ont présenté une qualité d'amplification inférieure a celle des tubes

conventionnels. Leur emploi a donc été discontinué.

1.5 "Modus operandi"”

La majorité des tests effectués a ce stade ont eu recours a 1'utilisation d'un départ
a chaud ("hot start") employant une barriére de paraffine, plutot que I'assemblage
complet des réactifs a la température ambiante (voir Résultats, 1.1); ceci dans le but de
réduire la formation de dimeres d'amorces et d'augmenter l'efficacité des premiers
cycles d'amplification (Mullis, 1991; D'Aquila et al., 1991). De plus, cette fagon de
faire allait dans le sens de certains auteurs préconisant une forte dénaturation de ' ADN

cible (Vandenvelde et al., 1990).

Afin de s'assurer de ces prémisses et doptimiser la PCR différentielle, différents
modes opératoires utilisant la barriére de paraffine ont été essayés. Dans la plupart des
cas, une série de dilutions de NADL-2 (5x10® 4 5x10° molécules) servait d ADN cible
aux amorces extérieures pr6 et prl0. Le tout était amplifié dans le tampon #1
additionn€ de 1 U de Taq par réaction de 50 pL.. Hormis les deux premiers essais, une
manipulation paralléle, ou tous les réactifs étaient réunis a la température de la piéce

et recouverts d'huile minérale, accompagnait le test.
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Une premiére tentative regroupait 'ADN et les dNTP dans le cocktail inférieur.
Les tubes étaient incubés 30 min a 99°C, puis maintenus a 80°C pour l'ajout du cocktail
supérieur contenant I'enzyme et les amorces. L'amplification ayant totalement échoué,
le test fut répété en incubant la portion inférieure 5 min a 96°C, avant de la maintenir
a4 80°C pour I'ajout de la portion supérieure. Sans étre nulle, 'amplification fut tout de
méme trés erratique. Les essais suivants ont été effectués en maintenant le cocktail
inférieur 5 min a 96°C, puis en le déposant sur glace le temps d'ajouter le cocktail
supérieur. L'amplification fut nettement mieux réussie, quoique la manipulation

paralléle (température ambiante + huile) était sensiblement supérieure.

Une deuxiéme série d'essais modifia 1égérement la stratégie. Le tampon
d'amplification fut divisé en deux parties: une contenant tous les ingrédients, sauf le
KCI; l'autre contenant tous les ingrédients, sauf le MgCl,. La premiére était dédiée au
cocktail inférieur contenant ' ADN et les ANTP, alors que la deuxiéme s'adressait au
cocktail supérieur devant contenir la Tag et les amorces. La portion inférieure était
incubée 5 min 4 80°C, puis ramenée a la température de la piéce afin de solidifier la
paraffine. La portion supérieure était alors ajoutée et les tubes positionnés dans le
thermocycleur chand (>72°C). Contrairement aux tests précédents, le premier cycle de
PCR comportait une dénaturation de 1:30 min a 96°C, alors que les cycles subséquents
dénaturaient la cible 1 min 2 94°C. Cette fagon de faire produisit la meilleure qualité

d'amplification et était réguliérement supérieure a la manipulation paralléle ou tous les
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réactifs étaient assemblés i température ambiante et recouverts d'’huile minérale.
D'utilisation commode, cette procédure de départ a chaud fut conservée pour la suite

du projet de recherche.

1.6 En résumé

La mise au point de la PCR différentielle discriminant les constructions de
laboratoire P17 (NADL-2) et K5R12 (Kresse) a permis d'établir les conditions
suivantes: les amorces équimolaires pr6, pr10, pr34 et pr35(1) étaient hybridées a une
température de 45°C; le tampon d'amplification "maison” reprenait 1a composition du
tampon Bio/Can, mais utilisait un Tris-HCI a pH 8,5 et était additionné de 1% de
Tween-20; ce tampon se subdivisait en version "haute” contenant le KCl, et en version
"basse" contenant le MgCl,; 2 U de Tag Bio/Can accompagnaient une réaction de 50
uL; et finalement, une procédure de départ a chaud utilisant une barriére de paraffine
complétait I'ensemble (Figure 8). Ces conditions d'opération ont servi de bases a I'étude
de stabilité de 'ADN, au diagnostic d'échantillons cliniques et au développement de la
PCR quantitative. Naturellement, des modifications ont été introduites pour répondre

aux besoins spécifiques de chacun de ces aspects.
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Figure 8

Résultats obtenus par PCR différentielle, en utilisant les conditions résumées au point
1.6. Sur la photo de gauche, 10 uL de chacun des produits de PCR et 3 pL. de marqueur
de poids moléculaire (marqueur VI, de Boehringer Mannheim) ont été chargés sur gel
d'agarose a 1%. Aprés électrophorese dans du tampon TBE (1 h a 100 V), le gel a été
coloré au bromure d'éthidium et photographié sous UV. Les cocktails a 2 amorces
contenaient uniquement les amorces extérieures pr6 et prl0, alors que ceux a 4 amorces
étaient additionnés des amorces intérieures discriminantes pr34 et pr35.

La photo de droite a été obtenue lors de conditions opératoires identiques, en utilisant
uniquement des cocktails a 4 amorces. Les premier et dernier puits contenait 2 pL de
marqueur VI. Les clones 11 et 22 ont été produits par mutagénése dirigée (Mat. et
Méth., 4.1.1) et correspondaient au génome NADL-2 muté de telle sorte que le site
naturel EcoRI soit transformé en site de restriction BamHI. Tel que prévu, cette
modification ne devait pas avoir dimpact en PCR différentielle et les deux clones
conservaient leur profil avirulent. Les puits 1 a 9 représentaient différentes tentatives
de mutagénése ou le fragment Bg/ll du génome viral, contenant le déterminant
allotropique (Bergeron et al., 1996; Figure 1), était transféré d'une souche a I'autre
(NADL-2, Kresse et vice versa). Comme on peut le voir par PCR différentielle, les
¢chantillons 6 et 8 correspondaient a une matrice NADL-2, alors que 4, 5 et 9 étaient
de type Kresse. Par contre, les constructions 1 et 3 représentaient un "background”
avirulent (1232 pb) contenant un insert de type virulent (810 pb + 127 pb dues au
"background"). A l'opposé, la construction 7 représentait un "background" virulent
(1105 pb) contenant un insert de type avirulent (353 pb). Dans le cas du spécimen 2,
lI'insert était de type avirulent, mais l'information quant au "background" était
manquante. L'ensemble de ce test confirmait que la PCR différentielle pouvait non
seulement identifier les souches "classiques”, mais aussi des éventuels réarrangements
génomiques survenant dans le champ.
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2. ETUDE DE STABILITE DE L'ADN

La mise au point de la PCR différentielle a nécessité quelques centaines de
réactions individuelles utilisant différentes préparations, dilutions et conservations
d'ADN cible. Une chose se dégageait clairement de cet exercice: l'efficacité de la
réaction variait grandement entre les analyses, tout comme a l'intérieur d'un méme test.
Quelquefois, pour des raisons obscures, une réaction normalement positive ne
fonctionnait plus du tout. Nonobstant les parameétres étudiés dans un essai donné,

certaines variables influengaient donc les résultats attendus et échappaient au contrdle.

En terme de diagnostic, cette situation était inacceptable. Aussi, afin de cerner
le probléme et d'évaluer l'impact possible de la préparation et de la conservation de
I'ADN cible, 'étude de stabilité a été entreprise aux conditions décrites précédemment

dans Matériel et Méthodes, section 3.

2.1 Résultats obtenus

Premiérement, que 1'acide nucléique ait été obtenu par lyse alcaline "classique”,
ou a l'aide des trousses commerciales de Qiagen ou Promega, n'avait pas d'influence
déterminante sur les résultats (Tableau 5). Chacune des préparations a présenté des

"trous" (absence inattendue de produit de PCR) et des incohérences (produit de PCR
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plus faible qu'attendu). Reégle générale, ces disparités se retrouvaient surtout aux
dilutions élevées d'ADN cible dénotant ainsi la limite d'efficacité du systéme choisi.
Par contre, le phénoméne était aussi rencontré de fagon sporadique un peu partout dans
I'étude. Fait intéressant, certaines dilutions données ont systématiquement mal réagi
tout au long de cette recherche: par exemple, la dilution 2 de I'ADN extrait par lyse
"classique"” et conservé a 4°C, et plus particuliérement la dilution 4 de 'ADN purifié
avec la trousse Promega. Cette derniére, conservée a 4°C, a présenté un mauvais
rendement; alors que les versions conservées a -20°C ont été carrément déficientes dans
la série gel/dégel ou excellentes dans les séries 4 usage unique. Pourtant, chacune de
ces versions provenait d'une solution-mére commune, laquelle avait aussi servi a

composer la dilution 5 subséquente.

Au niveau de la stabilité comme telle, peu de différences marquantes ont été
observées entre l'entreposage a 4°C et la série gel/dégel conservée a -20°C. Cette
derniére a quand méme paru souffrir un peu plus des cycles de gel et de dégel. Par
contre, dans les deux cas, la qualité de ' ADN semble s'étre nettement détériorée entre
les jours 60 et 120; et uniquement les concentrations les plus élevées ont résisté au
vieillissement. Enfin, les séries conservées a -20°C et destinées 4 un usage unique se

sont globalement bien comportées aux jours 24, 37 et 58,



133

Tableau 5
Etude de stabilité de 'ADN
Lyse "classique" Qiagen Promega
7 7 7
H++]+ ]+ +|+ R B e O B A B
i+ |+ +|+]|+ +|+ +Ws'+
13 [+ |+|+]+]+ N N R RS | S EE R
19 f+| {+[+]+ |+ [+ B8 +1+]+|+[+]+]+]+ SESEN EAEAESE:
30 [+ +|+l+|+] BMl+]+]+]cle]]+] BRM+] [+ B0+|+]|+]
60 [+ |+]+]+]+ w0 | B+ |+ ] L]+ ]+
120 ||+ B8 + + + +
dégel)
5 t+|+ + |+ |+ B+ [+ |+
13 f+|+ ++ |+ B+ ]+
19 J+|[+ ++[+ B+
30 | +[+ NN N
W ||+ IHEN AREAE
120 | +|+} +|+
B R
-20°C (3 sériesau
24 +|+|+|+[+E
37 [ +|+|+|+]+ + |+ |+ |+ |+
58 | +(+|+ ]+ |+

o+ produit de PCR attendu

grispdle:  produit de PCR plus faible qu'attendu

gris moyen : produit de PCR beaucoup plus faible qu'attendu

gris foncé :  absence de produit de PCR

- vieillissement accéléré ... série gelée et dégelée 20 fois au total



134

Des différences de rendement général ont aussi été notées lors de tests
particuliers. Ainsi, au jour 10, la PCR effectuée sur les préparations conservées 2 4°C
a été nettement moins réussie que les essais ultérieurs utilisant les mémes matrices. Le
tampon "maison" fabriqué ce jour-la contenait du Tween-20 contaminé de moississures.
Un nouveau stock de tampon d'amplification a été composé a partir de solutions
fraiches et aliquoté a -20°C, ce qui a résolu le probleme. A l'opposé, au jour 60,
I'ensemble des résultats obtenus avec la série gel/dégel fut supérieur a 1a moyenne et

correspondait 4 la premiére utilisation d'un nouveau lot de polymérase Tagq.

2.2 Présence d'inhibiteurs

La dilution 4 (1,6 x 10° molécules par 5 pL) de I'ADN purifié avec la trousse de
Promega représentait un bel exemple de "trous" et d'incohérences rencontrés en PCR.
Déja, au jour 19, les données accumulées avec les séries conservées a 4°C et a -20°C
(gel/dégel) indiquaient la présence d'un probléme particulier. Afin de vérifier la
tendance, une ronde de PCR a été effectuée au jour 20 sur 10 aliquotes de 5 uL de
chacune des deux dilutions. De plus, 10 autres aliquotes de la dilution congelée ont été
amplifiées a I'aide des amorces pr10 et pr35(1) générant le petit fragment de 353 pb,
typique a la matrice NADL-2. Les résultats obtenus (Tableau 6) confirmérent la
tendance: la dilution conservée a 4°C fonctionnait de fagon erratique, alors que celle

conservée a -20°C échouait systématiquement I'amplification d'un fragment de 1232 pb.
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Tableau 6

Présence d'inhibiteurs: étude de la dilution 4 de Promega

10 aliquotes de la série conservée a4°C |+ [+ |+ |+ (L L[4 ]84 |0

10 aliquotes de la série gel/dégel olfofoflo|lO|O|O|O]|O]O
Idem, mais amplification de 353 pb* A R R I I I R 2 I )

Assemblage de séries a usage unique + |+ |+ [+ |+ +[+]L]L1]O

10 aliquotes de la série gel/dégel ofofo}lofofofO|OfO]|O

5 aliquotes de la dilution 3

5 aliquotes du melange des dilutions 3 et 4 (1:1)

5 aliquotes de la dilution 4

5 aliquotes du mélange des dilutions 4 et 5 (1:1)

+ |+ ||+ |+

5 aliquotes de la dilution 5

+ |+ |||+ |+
+ |+ |||+ |+
+ |~ |||+~
— O |Oo | |o |+

4 aliquotes de la dilution 5 (2,5 pL au lieu des 5 pL usuels)

Tous les autres résultats référent 4 un produit de PCR de 1232 pb
Produit de PCR attendu

Produit de PCR plus faible qu'attendu

Produit de PCR beaucoup plus faible qu'attendu

Absence de produit de PCR

O = 4 »
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Méme un amplicon de 353 pb, couramment trés facile a produire, ne parvenait que tres

difficilement a étre généré.

Deux hypothéses furent envisagées: des agrégats d'acide nucléique faussaient
"I'aliquotage" ou encore, un inhibiteur quelconque nuisait a la réaction. Pour vérifier
la premiére théorie, 50 pL de la dilution 4, série gel/dégel, ont été précipités et
resuspendus dans le volume initial (Mat. et Méth., 3.3). A titre de contrle, un
assemblage de 50 ul de la méme dilution, mais destinée a un usage unique, a été traité
de fagon identique. Des tests préliminaires indiquaient que les dilutions 4 a usage
unique de Promega fonctionnaient bien. Immédiatement aprés la resolubilisation des
ADN, la PCR a été effectuée sur 10 aliquotes de 5 pl de chacune des préparations. Les
résultats demeurérent inchangés: la dilution 4 de la série gel/dégel était strictement

incapable de générer 'amplification attendue (Tableau 6 et Figure 9).

Comme I'agrégation de ' ADN ne semblait pas étre en cause, la présence possible
d'un inhibiteur de PCR a été vérifiée par transport du probléme dans les dilutions
adjacentes a la dilution 4 de la série gel/dégel. Jusqu'a présent, ces derniéres
répondaient bien en PCR. Les dilutions 3, 4 et 5 ont été testées individuellement et en
combinaison de volumes égaux (3+4, 4+5 et 5+H,0). Les résultats obtenus (Tableau
6 et Figure 9) semblaient bien indiquer que la dilution 4, seule et en combinaison,
nuisait a l'efficacité de 'amplification, les "trous" en PCR étant presqu'exclusivement

reliés a sa présence.
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2. ETUDE DE STABILITE DE L'ADN

La mise au point de la PCR différentielle a nécessité quelques centaines de
réactions individuelles utilisant différentes préparations, dilutions et conservations
d'ADN cible. Une chose se dégageait clairement de cet exercice: l'efficacité de la
réaction variait grandement entre fes analyses, tout comme a l'intérieur d'un méme test.
Quelquefois, pour des raisons obscures, une réaction normalement positive ne
fonctionnait plus du tout. Nonobstant les paramétres étudiés dans un essai donné,

certaines variables influengaient donc les résultats attendus et échappaient au contrdle.

En terme de diagnostic, cette situation était inacceptable. Aussi, afin de cerner
le probléme et d'évaluer l'impact possible de la préparation et de la conservation de
I'ADN cible, I'étude de stabilité a été entreprise aux conditions décrites précédemment

dans Matériel et Méthodes, section 3.

2.1 Résultats obtenus

Premiérement, que I'acide nucléique ait été obtenu par lyse alcaline "classique",
ou a l'aide des trousses commerciales de Qiagen ou Promega, n'avait pas d'influence
déterminante sur les résultats (Tableau 5). Chacune des préparations a présenté des

"trous" (absence inattendue de produit de PCR) et des incohérences (produit de PCR
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plus faible qu'attendu). Régle générale, ces disparités se retrouvaient surtout aux
dilutions élevées d'ADN cible dénotant ainsi la limite d'efficacité du systéme choisi.
Par contre, le phénoméne était aussi rencontré de fagon sporadique un peu partout dans
l'étude. Fait intéressant, certaines dilutions données ont systématiquement mal réagi
tout au long de cette recherche: par exemple, la dilution 2 de 'ADN extrait par lyse
"classique" et conservé a 4°C, et plus particuliérement la dilution 4 de ' ADN purifié
avec la trousse Promega. Cette derniére, conservée a 4°C, a présenté un mauvais
rendement; alors que les versions conservées a -20°C ont été carrément déficientes dans
la série gel/dégel ou excellentes dans les séries & usage unique. Pourtant, chacune de
ces versions provenait d'une solution-mére commune, laquelle avait aussi servi a

composer la dilution 5 subséquente.

Au niveau de la stabilité comme telle, peu de différences marquantes ont été
observées entre I'entreposage a 4°C et la série gel/dégel conservée a -20°C. Cette
derniére a quand méme paru souffrir un peu plus des cycles de gel et de dégel. Par
contre, dans les deux cas, la qualité de 'ADN semble s'étre nettement détériorée entre
les jours 60 et 120; et uniquement les concentrations les plus élevées ont résisté au
vieillissement. Enfin, les séries conservées a -20°C et destinées 4 un usage unique se

sont globalement bien comportées aux jours 24, 37 et 58.
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Tableau 5

Etude de stabilité de 'ADN

Lyse "classique” Qi Promega

ADN conservé a 4°C
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g produit de PCR attendu

grispale:  produit de PCR plus faible qu'attendu

gris moyen : produit de PCR beaucoup plus faible qu'attendu

gris foncé :  absence de produit de PCR

¥ vieillissement accéléré ... série gelée et dégelée 20 fois au total
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Des différences de rendement général ont aussi ¢té notées lors de tests
particuliers. Ainsi, au jour 10, la PCR effectuée sur les préparations conservées 4 4°C
a été nettement moins réussie que les essais ultérieurs utilisant les mémes matrices. Le
tampon "maison” fabriqué ce jour-la contenait du Tween-20 contaminé de moississures.
Un nouveau stock de tampon d'amplification a été composé a partir de solutions
fraiches et aliquoté & -20°C, ce qui a résolu le probléme. A l'opposé, au jour 60,
l'ensemble des résultats obtenus avec la série gel/dégel fut supérieur a la moyenne et

correspondait a la premiére utilisation d'un nouveau lot de polymérase Tagq.

2.2 Présence d'inhibiteurs

La dilution 4 (1,6 x 10° molécules par 5 pL) de I'ADN purifié avec la trousse de
Promega représentait un bel exemple de "trous” et d'incohérences rencontrés en PCR.
Déja, au jour 19, les données accumulées avec les séries conservées 4 4°C et 4 -20°C
(gel/dégel) indiquaient la présence d'un probléme particulier. Afin de vérifier la
tendance, une ronde de PCR a été effectuée au jour 20 sur 10 aliquotes de 5 puL de
chacune des deux dilutions. De plus, 10 autres aliquotes de la dilution congelée ont été
amplifiées a I'aide des amorces pr10 et pr35(1) générant le petit fragment de 353 pb,
typique a la matrice NADL-2. Les résultats obtenus (Tableau 6) confirmérent la
tendance: la dilution conservée a 4°C fonctionnait de fagon erratique, alors que celle

conservée a -20°C échouait systématiquement l'amplification d'un fragment de 1232 pb.
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Tableau 6

Présence d'inhibiteurs: étude de la dilution 4 de Promega

10 aliquotes de la série conservée a4°C [+ |+ |+ [+ | L[4[ L] 4]V [0

10 aliquotes de la série gel/dégel ojojojic|oyjo0ojof(ojo|o
Idem, mais amplification de 353 pb* LId e ididpaidfdjo

Assemblage de séries 4 usage unique +|+i+{+[+]+t+[L] L]0

10 aliquotes de la série gel/dégel ojojojo0|jo0j(0o(o0|0f|oO0foO

5 aliquotes de la dilution 3

5 aliquotes du mélange des dilutions 3 et 4 (1:1)

5 aliquotes de la dilution 4

5 aliquotes du mélange des dilutions 4 et 5 (1:1)

+ |+ ||+ |+ |

5 aliquotes de la dilution 5

+ |+ |E=|o|+ |+
+ |+ |||+ |+
+<—ooo<—;
—lo|lo|lo o]

4 aliquotes de la dilution 5 (2,5 pL au lieu des 5 puL usuels)

Tous les autres résultats référent a un produit de PCR de 1232 pb
Produit de PCR attendu

Produit de PCR plus faible qu'attendu

Produit de PCR beaucoup plus faible qu'attendu

Absence de produit de PCR

=T — N
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Méme un amplicon de 353 pb, couramment trés facile a produire, ne parvenait que tres

difficilement a étre généré.

Deux hypothéses furent envisagées: des agrégats d'acide nucléique faussaient
"l'aliquotage” ou encore, un inhibiteur quelconque nuisait a la réaction. Pour vérifier
la premiére théorie, 50 puL de la dilution 4, série gel/dégel, ont été précipités et
resuspendus dans le volume initial (Mat. et Méth., 3.3). A ftitre de contrble, un
assemblage de 50 pl de la méme dilution, mais destinée a un usage unique, a été trait¢
de facon identique. Des tests préliminaires indiquaient que les dilutions 4 a usage
unique de Promega fonctionnaient bien. Immédiatement apreés la resolubilisation des
ADN, la PCR a été effectuée sur 10 aliquotes de 5 pl de chacune des préparations. Les
résultats demeurérent inchangés: la dilution 4 de la série gel/dégel était strictement

incapable de générer l'amplification attendue (Tableau 6 et Figure 9).

Comme l'agrégation de I'ADN ne semblait pas étre en cause, la présence possible
d'un inhibiteur de PCR a été vérifiée par transport du probléme dans les dilutions
adjacentes a la dilution 4 de la série gel/dégel. Jusqu'a présent, ces derniéres
répondaient bien en PCR. Les dilutions 3, 4 et 5 ont été testées individuellement et en
combinaison de volumes égaux (3+4, 4+5 et 5+H,0). Les résultats obtenus (Tableau
6 et Figure 9) semblaient bien indiquer que la dilution 4, seule et en combinaison,
nuisait a l'efficacité de 'amplification, les "trous” en PCR étant presqu'exclusivement

reliés & sa présence.
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Figure 9

Les "trous” en PCR. Sur la photo de gauche, 'agrégation possible de 'ADN a été
vérifiée par précipitation et resolubilisation de la matrice. Les deux premiers puits
correspondent a deux aliquotes des dilutions 4 de Promega (a usage unique) ayant servi
a l'assemblage requis pour les 10 précipitations adjacentes. Dans l'ensemble, avant
comme aprés précipitation, la dilution 4 destinée a un usage unique fonctionnait bien.
Sur les dix résultats de précipitation, 7 présentaient le produit de PCR attendu, 2 étaient
un peu plus faibles et un seul était absent. Ceci était assez typique d'un test de PCR
effectué sur plusieurs aliquotes d'une solution-mére donnée. A l'opposé, les 10
aliquotes de la dilution 4 conservée a -20°C (gel/dégel), précipitée et resolubilisée de
fagon identique, n'ont généré aucun produit de PCR. L'absence de réponse ne semblait
donc pas provenir d'une agrégation de I'ADN.

La photo de droite résume la stratégie employée afin de cerner la présence possible d'un
inhibiteur. Comme on le voit, les dilutions 3 et 5 (de méme que la dilution 5 coupée
avec un volume égal d'eau) répondaient globalement bien. Par contre, la dilution 4, ou
I'ajout de dilution 4 aux solutions précédentes, se traduisaient par une absence répétée
de produit de PCR. 11 était donc possible de transporter le probléme parallélement a la
dilution fautive.
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3. PCR QUANTITATIVE

D'un strict point de vue de contréle de qualité, et aprés plus d'un millier de
réactions de PCR découlant de la mise au point de la PCR différentielle et de 1'étude de
stabilité de I'ADN, les données recueillies allaient dans le méme sens. On notait des
variations d'efficacité significatives inter et intra-analyses. A la limite, des positifs forts
(e.g 1,6 million de copies dans 5 pL de la dilution 4) pouvaient carrément ne pas étre
amplifiés. La performance globale de 1a PCR était fortement tributaire de la qualité des
réactifs employés, et des substances inhibitrices non identifiées pouvaient anéantir la
réaction. Autant de considérations qui exigeaient un encadrement de la PCR avant

d'envisager son utilisation a des fins diagnostiques.

3.1 Standard interne

3.1.1 Mutagénése dirigée

Suite a la deuxiéme tentative de mutagénése dirigée, décrite a la section 4.1.1 de
Matériel et Méthodes, 22 clones choisis au hasard ont été criblés par digestion
enzymatique avec BamHI. Cinq d'entre eux ont présenté, aprés électrophorése sur gel
d'agarose, les deux bandes attribuables au site présent dans la région de clonage
multiple du vecteur, auquel s'ajoutait le nouveau site provenant de la transformation de

EcoRI du PPV, Les autres étaient seulement linéarisés.
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Comme vérification supplémentaire, les transformants ont été soumis a la
digestion de Xmnl et de EcoRL. Tel que prévu, ceux-ci n'ont pas été affectés par la
premiére restriction, ceci démontrant que le site unique du vecteur avait aussi €té aboli
par mutagénése. La deuxiéme digestion n'a fait que linéariser les plasmides, suggérant
que le site EcoRI naturellement présent dans le PPV avait été tranformé et que seul

demeurait celui appartenant au vecteur.

La vérification définitive de deux transformants (clones #11 et #22) et du
plasmide P17 (NADL-2) comme contrdle a ét¢ effectuée par le Service de séquengage
de I'IAF. Les trois séquences nucléotidiques étaient identiques, sauf la région
correspondant a la position 3590 (Bergeron et al., 1993) qui présentait le site GAATTC

transformé en GGATCC (Figure 10).

3.1.2 Transfections de cellules porcines

A I'aide du génome muté et théoriquement infectieux du plasmide-PPV, plusieurs
essais de transfections de cellules porcines ont €té entrepris dans le but de produire un
parvovirus mutant, pouvant servir de véritable contrdle interne lors de toutes les étapes
de 1a PCR quantitative, de l'extraction de I'échantillon clinique & I'amplification comme
telle. Alors que les contrdles accompagnant chacune des manipulations ont donné les

résultats escomptés, toutes les tentatives avec les clones 11 et 22 ont échoué. Ainsi, les
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Figure 10

Vérification par séquengage des transformants 11 et 22. La photographie représente la
portion du gel de séquence couvrant la région du site EcoRI, présent naturellement chez
le PPV. Au niveau de la fléche, on retrouve la suite GAATTC de NADL-2 transformée
en GGATCC (BamHI) chez les clones #11 et #22. Mise a part cette différence, les trois
séquences ¢taient identiques.
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témoins-cellules PT et PFT se sont multipliés sans trace de contamination; les infections
au PPV ont toutes produit un ECP total en quelques jours; et les transfections utilisant

I'ADN plasmidique de P17 ont généré du virus a chaque passage (Tableau 7).

Aucune détection de présence virale, par ECP et HA, n'a pu étre associée aux
transfections a base dADN muté. Seule la PCR? a révélé des traces de génome viral
lors du premier passage sur cellules PFT. Devant l'impossibilité de produire du virus
mutant, les constructions plasmidiques 11 et 22 ont donc servi de standard interne lors

des tests ulténeurs de PCR quantitative.

3.2 PCR compétitive

3.2.1 Résultats préliminaires

Tel que décrit précédemment (Mat. et Méth., 4.2.1), la PCR compétitive

reprenait les conditions d'opération établies lors de 1a PCR différentielle. Les amorces

utilisées (pr-39b et pr-43) généraient un produit biotinylé de 397 pb, la température

dhybridation était fixée a 55°C, et 1a réaction se déroulait sur 30 cycles d'amplification.

* Conditions d'amplification utilisées en PCR quantitative et générant un fragment de 397 pb.
Les flacons ctaient gelés et dégelés 3X et 100 pLL de sumageant clarifié étaient additionnés de
900 pL de tampon de PCR contenant 500 pg de protéinase K. Apreés une nuit d'incubation a
37°C, T'enzyme était inactivée et 5 uL. de la préparation servaient 4 'amplification.
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Transfections de cellules porcines
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Témoin cell. Négatif Négatif Négatif
PT -
Deuxidme P17 100% 128 Positif fort
passage Mutant #11 Négatif Négatif Négatif
Mutant #22 Négatif Négatif Neégatif
Témoin cell. Négatif Négatif Négatif
PFT*
P17 (1) 95% 512 Positif fort
Premier P17 (2) 50% 32 Positif fort
passage
divisé en 2, Mutant #11 (1) Cellules Négatif Positif faible
deux jours granuleuses, _ B—
postinfection Mutant #11 (2) mais pas Négatif Positif faible
Mutant #22 (1) d’ECP Négatif Positif faible
évident
Mutant #22 (2) Négatif Positif faible
P17 (a) 70% 256 Positif fort
PFT** .
P17 (b) 70% 256 Positif fort
Deuxi¢me Mutant #11 (a) Négatif Négatif
passage:
adsorption de Mutant #11 (b) Cellules Négatif Négatif
1ol g i Mutant #11 (c) granuleuses, Négatif Négatif
passage sur mais pas
feuillet de Mutant #22 (a) d'ECP Négatif Négatif
cellules évident
Mutant #22 (c) Négatif Négatif

* Le flacon (1) correspond au flacon original réutilisé, alors que le (2) est neuf.
e Les flacons (a), (b) et (c) sont identiques et contiennent chacun un feuillet
cellulaire confluent.
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Des tests préliminaires furent effectués en utilisant des quantités égales (107 molécules
par réaction de 50 pL) de P17, K5R12, mutant #11, mutant #22 et des combinaisons 1:1
de chacun des ADN. Toutes les matrices ont largement produit le fragment attendu, et
ce avec une intensité comparable sur gel d'agarose. Les digestions enzymatiques
subséquentes démontrérent que les amplicons de P17 et KSR12 étaient coupés par
EcoRl, sans étre affectés par BamHI, alors que l'inverse était vrai pour les clones 11 et
22. Par contre, les mélanges 1:1 d ADN de type NADL-2 ou Kresse avec 'ADN muté
présentaient un profil différent: environ 1/3 du produit de PCR résistait a la coupure
simultanée des deux enzymes. Ceci laissait donc supposer la formation d'hétéroduplex,

hybrides d'ADN sauvage et mutant, en cours de PCR.

Afin d'identifier le minimum détectable sur gel d'agarose, un assemblage d ADN
plasmidique extrait des clones #11 et #22 a été dilué dans du TE, de 10° a 10" molécules
par 5 pL, et testé aux conditions de PCR précitées. Le méme exercice a été effectué en
utilisant comme diluant un extrait de foetus porcin négatif au PPV; ceci dans le but de
simuler les conditions ultérieures de PCR compétitive sur des échantillons cliniques.
Avec 10° molécules de départ, le standard interne dilué dans I'extrait porcin générait un
produit de PCR suffisamment concentré pour que 10 pL produisent un signal faible,
mais clair, sur gel d'agarose. Avec 10? molécules, des traces étaient encore perceptibles
sur gel. Le systeme était Iégérement moins efficace lorsque le standard était dilué dans

du TE, fort probablement parce que l'extrait porcin était en suspension dans du tampon
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d'amplification (cet aspect sera abordé un peu plus loin). Il fut donc décidé de
considérer I'ajout de 500 molécules de standard interne dans les tests futurs de PCR

quantitative sur les échantillons cliniques.

3.2.2 Problémes de contamination

Nous avons éprouvé, a cette étape de la recherche, de tres sérieux problémes de
contamination au cours des tests de PCR. Malgré l'utilisation systématique d'embouts
de pipettes ouatés (Aerosol Resistant Tips), les contrfles négatifs ne contenant pas
d'ADN réussissaient a amplifier le fragment de 397 pb. Aprés digestion du produit de
PCR, il apparaissait que la contamination provenait d ADN de type muté (coupure par
BamHI). Le fait d'avoir procédé aux manipulations de mutagénése et de transfections
avec les mémes pipettes et dans les mémes aires de travail que celles utilisées pour la

PCR a sans nul doute été la cause de ces ennuis.

Afin de redresser la situation, toutes les solutions "maison" ont été refaites, de
nouvelles amorces ont été synthétisées, et les réactifs non remplacés ont été vérifiés par
PCR dans un autre laboratoire, a l'aide de pipettes différentes. Les pipettes originales
ont été traitées aux UV et a I'hypochlorite de sodium a 10% (procédures de
décontamination revues dans PCR: Clinical Diagnostics and Research, 1992). Malgré

tout, des traces de contamination apparaissaient sporadiquement lors d'amplifications
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de 35 cycles. En maintenant la PCR quantitative a 30 cycles, et en utilisant des

pratiques rigoureuses de travail, la situation s'est finalement normalisée.

3.3 Systéme de détection de format ELISA

3.3.1 Conditions d'opération

Tout d'abord, deux plateaux de type "high binding" (Dynatech et Nunc) furent
évalués quant 2 leur capacité d'enrobage d'avidine et de streptavidine, en solution dans
des tampons carbonate’ ou PBS. Les deux plateaux présentérent des résultats
équivalents, mais les modules U16 de Nunc furent préférés a cause de la plus grande
versatilité d'utilisation offerte par les barrettes amovibles. Les enrobages d'avidine en
tampons carbonate ou PBS furent éliminés a cause du bruit de fond élevé et du manque
de spécificité: des produits de PCR non biotinylés réagissant presqu'aussi fortement que
des produits biotinylés. Par contre, l'enrobage de streptavidine en tampon PBS
produisit le meilleur niveau d'absorbance, tout en discriminant les produits non
biotinylés. Le bruit de fond ("blancs" ne contenant pas ' ADN) était inférieur a 0,100.
Différentes concentrations de steptavidine furent essayées: de 500 a 20 000 fmoles par
cupule. Un enrobage de 5 000 fmoles (300 ng) représentait le meilleur compromis en

termes d'économie, d'intensité et de linéarité de réponse. Au-dela de ce cap, le niveau

*Tampon carbonate 0,05 M a pH 9,6: Na,CO, 0,015 M + NaHCO, 0,035 M dans H,0.
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général des absorbances n'augmentait que légérement. Ces tests préliminaires ont éte
établis versus quelques pL de produits de PCR biotinylés et ont permis de définir une

"fenétre" d'opération (Figure 11).

A premicre vue, la détection semblait linéaire pour 5 & 75 fmoles de produit de
PCR (équivalent de 1 4 20 ng d'un fragment de 397 pb), avec un seuil de détectabilite
d'environ 1 fmole. Ceci laissait présager que, pour un produit de PCR d'intensité
moyenne, 1 pL de la réaction serait adéquat pour la détection par ELISA. Pour un
produit jugé plus concentré sur gel d'agarose, une fraction de pL était suffisante. Dans
le cas d'un produit de PCR invisible sur gel (e.g. <1 ng/uL), l'aliquote utilisée en ELISA
pouvait étre augmentée. Des tests en ce sens ont montré qu'entre 3 et 6 pL, dépendant
de la fraicheur de I'enrobage a la streptavidine, pouvaient étre utilisés lorsque 1'amorce
biotinylée se retrouvait a 0,5 uM dans le cocktail d'amplification. Au-dela de ces

limites, la réponse de I'échantillon plafonnait.

Dans la majorité des tests ELISA, 100 fmoles de sonde furent employées. Cette
quantité pouvait étre augmentée dans le but de ne pas limiter la détection de produits
de PCR concentrés, mais c'était alors les limitations du spectrophotométre qui prenaient
place. En effet, le fait d'accroitre la concentration de sonde a 250 et 500 fmmoles par
cupule augmentait proportionnellement les absorbances, mais ne repoussait pas la plage

linéaire de détection inhérente a l'appareil (maximum: =2,5 DO). Les températures
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Figure 11

Courbe d'absorbance PCR-ELISA

Plateau Maxisorp Immuno Module U16 de Nunc (cat. #4-64394).

Enrobage de 5 000 fimoles (300 ng) de streptavidine dans 100 pL de PBS / cupule.
Incubation 4 4°C, pendant la nuit; suivie d'un lavage au PBS-Tween 4 0,05% (PBST).
Blocage avec 300 pL de PBST + 1% de BSA, 1 h a 37°C; suivi d'un lavage au PBST.
Produit de PCR biotinylé de 353 pb (généré a l'aide de pr-10b et pr35(1) en PCR
différentielle), et évalué grossiérement a 175 ng dans 10 pL sur gel d'agarose. 4 pL
complétés a 100 uL avec du PBST et dilués de 2 en 2 dans 100 pL. de PBST. Capture

1 h a la température de la piéce; suivie de 3 lavages au PBST.

Dénaturation de 10 min, a la température ambiante, avec 100 uL. de NaOH 0,25 M;
suivie de frois lavages au PBST.

Hybridation de 100 finoles / puits de sonde PPV-pr40-Dig diluée dans 100 pL de SSPE
0,5X. Contact 1 h 4 42°C,; suivi de 3 lavages au PBST.

100 uL de sérum de mouton anti-Dig, conjugué a la peroxydase, et dilué 1/1500 dans
du PBST. Contact 1 h a la température de la piéce; suivi de 3 lavages au PBST.

100 pL d'un mélange 1:1 de TMB:H,0,. 45 min de développement a température
ambiante. Arrét de la réaction avec 50 pL. de H,SO, 2 N.

Lectures a 450 nm vs des "blancs” ne contenant pas d'acide nucléique.

4 2 1 1/2 1/4 1/8 1716 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256

20 2] 2’1 23 24 25 26 21 2! 29 210

300 150 75 37,5 18,8 9,4 4,7 23 1,2 0,6 03

2,641 | 2,551 | 2,319 | 1,907 | 1,337 | 0,841 | 0,467 | 0,238 | 0,085 | 0,010 | 0.002




Absorbance 450

|
I
|
I
I
I
|
I
_
[
_
_
[
|
|
I
[
|
I
|
|
I
_
!
i
_
!
i
!
|
|

T — T
2 4 6 8
4 ul de produit de PCR dil. 2 (n: 0 4 10)

('\

10



151

d'hybridation optimales pour chacune des sondes utilisées dans ce projet ont été
analysées par accroissements de 5°C, de 37°C 4 62°C. PPV-pr44, employée en PCR
quantitative, générait des niveaux de réponse comparables de 37°C 4 47°C, et chutait
définitivement au-dela de 57°C. PPV-prd0, destinée a des amplicons produits par PCR
différentielle, offrait un pic de réponse 4 47°C, pour elle aussi chuter dramatiquement

a partir de 57°C.

Des deux systémes immunologiques envisagés, la révélation directe (par un
sérum de mouton anti-Dig conjugué a la peroxydase) s'est avérée supérieure. La
révélation indirecte (par un sérum de mouton anti-Dig, suivi d'un sérum de chévre anti-
mouton conjugué a la peroxydase) n'a pas augmenté le niveau de sensibilité de
1'épreuve; mais a, par contre, posé dimportants problémes de bruit de fond. Différentes
tentatives d'optimisation, quant aux dilutions de sérums et aux agents bloquants, n'ont
pu éliminer l'interférence. Dans le meilleur des cas, le blocage a base de caséine en
tampon Tris présentait des "blancs” ayant une DO d'environ 0,200 et des échantillons
dont 1'absorbance nette était sensiblement inférieure a celle obtenue par révélation

directe.

Enfin, quelques vérifications supplémentaires ont été effectuées afin de s'assurer
de la spécificité de I'épreuve ELISA. Différents produits de PCR, non biotinylés dans

le cas du PPV et biotinylés dans le cas du HPV, ont été testés a des concentrations
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atteignant 100 fmoles par cupule. Aucun d'entre eux n'a répondu: quil soit
complémentaire 4 la sonde, mais non marqué; ou qu'il soit biotinylé, mais non

complémentaire & la sonde employée.

3.3.2 Courbe standard et purification de produits de PCR

1l était d'usage d'accompagner chaque test ELISA d'une série de dilutions (en log
2) d'un produit de PCR biotinylé, précédemment débarassé des amorces libres et dosé
au spectrophotométre (Mat. et Méth., 4.2.3). Les résultats accumulés confirmaient les
premiéres données quant 3 la "fenétre" d'opération. Régle générale, la réponse était
linéaire de 4 a 5 log 2, correspondant & une plage de produits de PCR de 5 a 160
fmoles. La limite inférieure de détection (DO de 0,050 a 0,100) variait entre 1 et 4
finoles, et la limite supérieure (DO > 2,5) jouait entre 250 et 300 fmoles. Une certaine
fluctuation des données était inévitable, compte tenu de la nature méme de 1'ELISA:
stabilité de l'enrobage, vieillissement des réactifs (e.g. TMB/H,0,), durce et température
des "contacts". A ce propos, des observations limitées laissaient voir que la demie-vie
des plateaux enrobés et conservés a -20°C était d'environ 5 mois. Par contre, des

échantillons capturés ont présenté des DO stables aprés 2 semaines de congélation.

Ayant constaté des aberrations dans la réponse en ELISA de produits de PCR

purifiés par Magic™ PCR Preps de Promega, un test comparatif a été mené entre cette
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trousse et le systéme de filtration sur membrane d'Amicon. Un assemblage de produits
de PCR biotinylés de 1232 pb a été évalué au spectrophotomeétre a 115 ng/uL.
Naturellement, ce dosage était faussé a la hausse par les diméres d'amorces et la
présence résiduelle des amorces et nucléotides libres. Deux aliquotes de 100 pL ont
respectivement été nettoyées a l'aide de chacun des systémes de purification et
récupérées dans le volume initial. L'évaluation par spectrophotométrie donnait 100
ng/uL pour Promega et 87 ng/puL pour Amicon. Sur gel d'agarose, les trois produits
étaient équivalents. Des dilutions sériées de chacune des trois préparations ont été
analysées en paralléle par ELISA, en prenant soin d'ajuster leurs concentrations de
départ selon les données précitées. Le niveau moyen des absorbances du produit brut
représentait 76% de celui obtenu avec Amicon, soit exactement le rapport de 87/115
ng/pL. Par contre, les absorbances du "Magic PCR Prep" étaient inférieures de 4 log
2 (16 fois) a celles d Amicon. En accord avec les observations antérieures, ceci laissait
supposer que plus de 90% des molécules de biotine étaient perdues au cours du
processus de purification. Tous les étalons subséquents ont donc été purifiés a l'aide

des filtres Centricon-100 d'Amicon.

3.3.3 Digestions enzymatiques

Les digestions enzymatiques étaient au coeur de la PCR quantitative détectée en

ELISA: théoriquement, les amplicons de type sauvage devaient étre éliminés par
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coupure EcoRl, et ceux de type mutant devaient étre coupés par BamHL. Pour un
échantillon donné, la somme des absorbances obtenues suite a ces digestions devait
égaler celle observée dans la cupule intacte, représentant la totalité des amplicons
mesurés. Cette prémisse garantissait la qualité de la réaction. En effet, si 1a somme des
absorbances des produits digérés était inférieure a celle du produit brut, une perte
d'ADN pouvait étre suspectée. Inversement, si le total des produits digérés était
supérieur a l'absorbance du produit non coupé, des digestions partielles et/ou des
hétéroduplex pouvaient étre en cause. Dans les faits, tous ces scénarios ont été
rencontrés, et de nombreux tests ont dii étre envisagés afin de dégager les tendances

genérales.

Premiérement, des fluctuations d'absorbance, d'un puits a l'autre d'un méme
échantillon, obligeaient l'utilisation d'un triplicata de cupules pour chacune des
opérations. Deuxiémement, la présence évidente d'effet de bordure ("edge effect") avait
tendance a gonfler les absorbances des échantillons situés a la périphérie du plateau et

contraignait donc une disposition soignée des produits a tester.

Le protocole de base consistait 4 capturer les amplicons 1 h a la température
ambiante, puis a digérer les produits immobilisés, 1 h a 37°C, par ajout de 100 pL de
tampon de restriction contenant I'enzyme déterminée. Afin de simplifier la méthode,

une premiere approche visa a capturer et digérer les amplicons en une seule opération.
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Pour ce faire, I'aliquote de produit de PCR était diluée dans le tampon de digestion
contenant I'enzyme appropriée et 100 pL étaient déposés dans la cupule enrobée de
streptavidine (0,5 U d'enzyme / puits). Aprés 1 h d'incubation a 37°C, les barrettes
étaient lavées au PBST. Cette fagon de faire produisait des absorbances un peu plus
élevées (capture a 37°C), mais semblait aussi augmenter un bruit de fond pouvant étre
interprété tel une digestion partielle. Par exemple, un produit de PCR NADL-2,
donnant des absorbances de 1,550 (non coupé) et 0,059 (coupé EcoRI), générait
maintenant une réponse de 1,831 (non coupé) et 0,194 (coupé EcoRI). Dans le doute,

cette démarche fut écartée et le protocole de base poursuivi.

De I'ensemble des tests de "digestion effectuée en plateau”, deux caractéristiques
ressortaient clairement: une grande quantité¢ d'enzyme était nécessaire afin d'assurer une
digestion compléte (jusqu'a 10 U par cupule), et une interférence faisait que
1'absorbance de la cupule contenant I'ADN théoriquement résistant a la coupure (e.g.
matrice NADL-2 vs BamHI) était souvent supérieure a celle de I'ADN non coupé. La
coexistence des deux phénomenes faisait que la somme des cupules "digérées" état
régulierement supérieure a celle de la cupule intacte (Tableau 8). Dans les deux cas,
les problémes étaient plus évidents avec BamHI. En effet, du jour ot les deux enzymes
ont été utilisées pour la premiére fois, il a vite fallu augmenter la concentration de
BamHI pour obtenir des résultats comparables. De plus, l'interférence était plus souvent
associée a cette derniére, méme si les deux enzymes étaient toujours employées en

quantités égales.
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Tableau 8

Exemple de digestions effectuées en plateau (0,5 U par 100 pL)

NADL-2 0,000 1,014 1,014 1,055
Kresse 0,001 0,663 0,664 0,656
Mutant #11 0,136 0,015? 0,151 0,145
Mutant #22 0,286 0,066 0,352 0,343
NADL+Kresse 0,000 1,007 1,007 0,991
NADL + 11 0,046 0,726’ 0,772 0,647
NADL + 22 0,123 0,807 0,930 0,666
Kresse + 11 0,063 0,446 0,509 0,512
Kresse + 22 0,100 0,532 0,632* 0,597

' Différents ADN de départ amplifiés individuellement et en combinaisons 1:1.

* Résultats pouvant indiquer que I'ADN muté était contaminé d'ADN de type sauvage.
* Interférence, ou l'absorbance était plus élevée que celle de la cupule intacte,

* Digestions partielles ou présence d'hétéroduplex.
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Afin de contourner ce probléme, les digestions enzymatiques ont été essayces

en microtubes & centrifugation (tubes Eppendorf de 1,5 mL) incubés a 37°C.
Subséquemment, les amplicons digérés étaient immobilisés a I'intérieur des cupules
enrobées. Différents volumes réactionnels et concentrations d'enzyme furent utilisés,
dépendant de la stratégie employée. Une premiére approche consistait a diluer les
aliquotes nécessaires de produit de PCR dans un volume de tampon de digestion
suffisant pour exécuter un triplicata (=400 pL). La concentration finale en enzyme
variait de 0,5 4 =3 U/100 pL. Une seconde démarche réduisait le volume réactionnel
4 50 uL ou moins: le produit de PCR était digéré, puis dilué de fagon a obtenir un
volume suffisant pour 'exécution en triplicata. Habituellement, Ia concentration finale

en enzyme tournait autour de 1 U par 100 pL d'échantillon dilué.

Il ressortait de ces travaux que les digestions en microtubes étaient nettement
plus efficaces que celles effectuées en plateau, particuliérement si le volume réactionnel
était réduit au minimum (50 pL ou moins). Par contre, on notait une certaine "perte”
d'ADN en ce sens que la somme des absorbances des cupules soumises a la digestion
était souvent inférieure a celle de la cupule intacte (Tableaux 9a et 9b). Ce phénoméne
a été pergu chez tous les types d'échantillons (constructions de laboratoire et cas
cliniques), et ne semblait pas étre associé a une enzyme plus qu'a l'autre. Malgré les
limitations du systéme, les digestions en microtubes ont donc été privilégiées au cours

des tests ultérieurs.
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Tableaux 9a et 9b

a) Concentrations d'enzymes et protocoles de digestion'.

1,949 1U |[1,376] 1U | 1,894 RT*: | 0,1U | 1,349 0,1 U | 2,175

2,079
50U (0,079 5U (1,860 ° 1U | 0,020 || 1U | 2,017

10U | 0,052 10U | 1,898 [ 37°C:| Note: atitre de contrdle, deux tubes
2,268 " non soumis a la digestion

20U | 0,051 20U | 2,014

! Produit de PCR 4 partir ' ADN muté, devant normalement étre coupé par BanHI

b) Digestions en microtubes; 10 U d'enzymes dans 350 pL de volume réactionnel.

10° 2,321 | 0,088 | 2,409 | 2,510 || 2,473 | 0,090 | 2,563 | 2,649

10° [ 1,850 | 0,057 | 1,907 | 2,139 | 2,306 | 0,141 | 2,447 | 2,599
10* [ 0,520 | 0,006 | 0,526 | 0,665 | 1,783 | 0,108 | 1,891 | 1,951
10° || 0,039 | 0,000 | 0,039 | 0,142 | 0,187 | 0,029 | 0,216 | 0,251
10> [ 0,023 | 0,000 | 0,023 | 0,093 | 0,000 | 0,015 | 0,015 | 0,050
10" || 0,028 | 0,000 | 0,028 | 0,044 | 0,000 | 0,062 | 0,062 | 0,031

' Molécules d’ ADN muté (standard interne)
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3.3.4 Hétéroduplex et réamplification

Certains cas de digestions partielles, on la somme des absorbances des cupules
soumises aux enzymes de restriction était nettement supérieure a celle reliée a la cupule
intacte, ne pouvaient étre attribuables & une déficience du systéme de digestion
employé. Lors de la coamplification dADN de types sauvage et mutant,
particuliérement & concentrations élevées de départ, la formation d’hétéroduplex pouvait
se produire. Ces molécules hybrides étaient, par définition, insensibles a la restriction
enzymatique et faussaient les données obtenues en ELISA. Ce probléme était
généralement résolu en réamplifiant, pendant un nombre restreint de cycles, 1 uL du
produit de PCR de départ (Mat. et Meth., 4.2.2). En fait, un cycle seulement de
réamplification, en augmentant l'aliquote utilisée en ELISA, était suffisant pour
normaliser les résultats. Cependant, ceci n'éliminait pas forcément les distorsions

précédemment décrites (Tableau 10).

3.4 Quelques données sur l'efficacité de la PCR

Comme chacune des épreuves ELISA était accompagnée d'une courbe standard,
établie a l'aide d'un étalon dosé au spectrophotomeétre (Résultats 3.3.2), il devenait
possible de convertir I'absorbance d'un échantillon donné en ng ou en fmoles de produit

de PCR de 397 pb. Lorsque la quantité initiale de matrice était connue, il s'ensuivait,
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Tableau 10

Hétéroduplex et réamplification’

Produits initiaux de PCR: aliquote de 1 pL testée en ELISA®

NADL-2 0,087 1,820 1,907 2,114
Mutant #11 1,850 0,087 1,937 2,065
NADL +11 1,564 1,633 3,197 2,160

Réamplification 1 cycle: aliquote de 3 pL testée en ELISA

NADL-2 0,038 0,677 0,715 0,702
Mutant #11 0,656 0,023 0,679 0,677
NADL +11 0,186 0,290 0,476 0,509
Réamplification 2 cycles: aliquote de 3 pL testée en ELISA
NADL-2 0,011 1,033 1,044 1,077
Mutant #11 1,045 0,019 1,064 1,094
NADL +11 0,391 0,513 0,904 0,828
Réamplification 5 cycles: aliquote de 0,5 pL testée en ELISA
NADL-2 0,038 1,112 1,150 1,286
Mutant #11 1,159 0,036 1,195 1,192
NADL +11 0,433 0,637 1,070 0,949

! Réamplification de 1 pL du produit de PCR initial dans un cocktail de 100 uL.

? Quantité égale d'ADN de départ pour chacune des matrices: 10" molécules/5 pL.
NADL + 11 était une combinaison 1:1 des deux matrices (2,5 pL + 2,5 pL).

¥ Les digestions enzymatiques ont été faites en microtubes Eppendorf de 1,5 mL.

* Exemple typique d'hétéroduplex, ou Eco + Bam > ADN total non digéré.

A noter la différence d'efficacité dans I'amplification de NADL-2 et du #11 lorsque
ceux-ci étaient combinés (Eco #» Bam), alors qu'elle était fort comparable lors des
amplifications individuelles (Eco de I'un vs Bam de l'autre, et vice versa).
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qu'a partir de ces deux données, l'efficacité de la réaction pouvait étre calculée'. C'était
le cas lors des tests portant sur les constructions de laboratoire connues et dosées, et
aussi lors des réamplifications puisque l'aliquote de départ avait été quantifiée suite a
la PCR initiale. Dans cette derniére situation, une certaine marge de jeu était inévitable
car, méme si les courbes standards étaient généralement consistantes, des fluctuations

dans la réponse ELISA pouvaient biaiser 1'évaluation.

Suite a la compilation de quelques tests en ce sens, il apparaissait que les
différentes constructions de laboratoire (P17, K5R12, clones 11 et 22) étaient
amplifiées avec une efficacité équivalente, lorsque prises individuellement. Par contre,
il arrivait assez souvent que l'efficacité de la PCR diminuait lorsque deux matrices
différentes étaient combinées a part égales. Dans ce cas, I'amplification de ' ADN muté
semblait plus fréquemment étre pénalisée que sa contrepartie sauvage. Le tableau 10
illustre bien cette situation: lors des réamplifications, P17 et #11 présentaient une
efficacité individuelle équivalente, alors que celle-ci diminuait avec la combinaison des
matrices. De plus, les absorbances relatives aux coupures EcoRI et BamHI indiquaient

une présence plus grande dADN de type sauvage.

L'efficacité du systéme d'amplification utilisé en PCR quantitative a aussi été

¢valuée en regard de la quantité initiale d ADN, de méme qu'en fonction des premiers

' Nombre final de molécules = Nombre initial X Efficacité" (n =nombre de cycles).
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cycles d'amplification. Tout d'abord, il ressortait clairement que l'efficacité de la PCR
était inversement proportionnelle a la quantité d ADN employée: la limite théorique de
2 correspondant a I'emploi de 10 molécules de matrice, au départ de I'amplification
(Tableau 11a). Alors que ces résultats étaient tout a fait en accord avec le principe de
la PCR, les données relatives aux premiers cycles d'amplification étaient, pour le moins,
déroutantes. A plusieurs reprises, lors de la réamplification de produits de PCR,
l'efficacité de la réaction mesurée aprés 1, 2 et 5 cycles d'amplification a nettement
dépassé la limite théorique de 2 (Tableau 11b). Faute de temps, nous n'avons

malheureusement pas pu explorer sérieusement ce phénomene.

4. CAS CLINIQUES

4.1 Procédures d'extraction

Afin de déterminer la meilleure fagon d'extraire le PPV des échantillons
cliniques, cinq méthodes ont été pratiquées et testées en paralléle dans des conditions
de PCR différentielle et quantitative (Mat. et Méth., 5.1.1 & 5.1.5). L'extraction au
phénol-chloroforme-GuSCN en milieu acide (Mat. et Méth., 5.1.2) n'a donné aucun
résultat avec les deux systémes de PCR. Par contre, les quatre autres procédures ont
permis de générer les produits de PCR attendus et ce, de maniére fort comparable. La

méthode utilisant la protéinase K (Mat. et Méth., 5.1.5) a été retenue a cause de son
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Tableaux 11a et 11b

a) Efficacité de la PCR en fonction de la quantité ' ADN de départ.'

10!
2,08

10?
1,98

10°
1,96

10
1,92

10°
1,82

10°
1,70

10’7
1,58

' Ce tableau représente une moyenne de quelques tests effectués a partir dADN de
types sauvage (NADL-2 et Kresse) ou muté (clones #11 et #22), amplifiés
individuellement., Régle générale, les données étaient consistantes et ne variaient pas

selon le type de matrice utilisée.

b) Efficacité de la PCR en fonction des premiers cycles d'amplification’.

NADL-2 3.9 2,82 | 22
NADL-2 3,94 2,55 2,17
Mutant #11 4,52 2,80 2,21
NADL-2 + #11 2,47 1,97 1,95
Kresse + #11 2i23 2,07 1,99
NADL-2 - 2,13 -

Ech. clinique #115 - 2,20 .

' Données colligées lors de trois expériences différentes de réamplification. Dans le
deuxiéme test, I'amplification initiale portait sur des quantités égales de NADL-2,
Kresse, #11 et combinaisons 1:1 de matrices.
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rendement légérement supérieur en PCR différentielle (patrons plus nets), allié a sa
rapidité d'exécution et son faible coiit. Une version modifiée de cette derniére a
finalement été adoptée lors de I'analyse des échantillons cliniques: le remplacement du
tampon de digestion par le tampon "maison" dédi¢ a la PCR, et l'utilisation d'environ
50 mg de tissus par mL de cocktail de digestion, assuraient une lyse compléte de
1'échantillon et généraient des produits de PCR forts et nets, tant en systéme quantitatif

que différentiel.

4.2 PCR différentielle

Les conditions de PCR différenticlle précédemment résumées (Résultats, 1.6) ont
été légérement modifiées lors de 1'étude des cas cliniques. Afin d'assurer une
expression équilibrée des différents amplicons, il s'est avéré nécessaire de réduire la
concentration de I'amorce pr35(1) au tiers de celle employée avec les trois autres
amorces du cocktail d'amplification. Cette modification n'avait aucun impact sur un
ADN de type virulent, mais permettait plutot de réduire l'intensité du fragment de 353
pb au profit de celui de 1232 pb, lors de l'amplification d'une matrice de type vaccinal

(e.g. NADL-2).

Une centaine d'échantillons cliniques recueuillis et testés selon les méthodes en

usage dans le Service de diagnostic vétérinaire ont été vérifiés par PCR différentielle.
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La presque totalité des spécimens provenaient de foetus porcins, momifiés ou non. De
plus, un échantillon correspondait a un placenta, un deuxiéme provenait de lésions de
dermatite isolées chez un porcelet, et un dernier se composait d'une portion de jéjunum
provenant d'un porc diarrhéique. Sur les 119 échantillons de tissus testés par PCR, 113
n'ont présenté aucune bande significative sur gel d'agarose. Par contre, 3 ont montré un
patron typique de PPV pathogéne, et 3 autres ont présenté une ou plusieurs bandes
pouvant étre associées au virus (Tableau 12). Les six spécimens positifs ou douteux
correspondaient tous a des échantillons déclarés positifs par culture cellulaire. La PCR
différentielle appliquée aux 7 surnageants de cultures cellulaires positives a démontré

que ces derniers contenaient tous du PPV de type virulent.

Comme vérification supplémentaire, 50 échantillons déclarés positifs par
immunofluorescence, mais négatifs en culture cellulaire et en PCR différentielle, ont
éte vérifiés par PCR "classique” suivie d'un buvardage de type Southern (Mat. et Méth.,
5.3). Alors que les contrdles (positifs et négatifs) ont donné les résultats attendus,

aucun de ces cas cliniques n'a présenté des signes de positivité au PPV.

4.3 PCR quantitative

Une trentaine de spécimens, dont les 7 cas trouvés positifs en culture cellulaire

et PCR différentielle, ont été analysés par PCR quantitative. Chaque réaction de 50 pL
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Tableau 12

Diagnostic "classique" et PCR différentielle

a) Compilation générale
Immunofluorescence 65 50 1 3
Culture cellulaire 7 110 0 2
PCR: directement sur tissus’ 3 113 3 0
PCR: sur cultures cellulaires® 7 0 0 110

'Les 6 cas positifs et douteux correspondaient a des positifs en culture cellulaire.
*PCR différentielle effectuée sur les 7 cultures cellulaires positives: tous les échantillons
ont présenté un profil de type virulent.

b) Cas positifs
Foetus porcin posttive positive positive positive
Foetus porcin positive positive positive positive
Poumon d'avorton positive positive douteuse positive
Poumon d'avorton positive négative douteuse positive
Placenta positive négative positive positive
Peau (1ésions dermatite) positive | nontestée | négative positive
Jéjunum de porcelet positive non testée | douteuse positive
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contenait SuL. d'échantillon auxquels était ajouté 1'équivalent de 500 molécules de
standard interme. Comme contrdles, 2 réactions ne contenaient que la quantité de
standard interne, et 2 autres utilisaient de I'eau en guise de matrice. Le tout était
amplifié durant 30 cycles, et 1 pL du produit final était testé par ELISA. Les digestions
enzymatiques furent effectuées en microtubes a centrifugation (5 U d'enzymes dans 50
uL), et le tube correspondant a I'ADN non digéré était aussi incubé a 37°C durant 1 h.
Un triplicata de cupules était utilisé pour chacune des manipulations en ELISA, et la

moyenne des absorbances était considérée lors de la complilation finale (Tableau 13).

Observant les DO obtenues avec les standards internes 1 et 2, il fut décidé de
considérer une absorbance-seuil de 0,100 pour les produits intacts comme indicatrice
de réaction réussie. Pour étre déclaré positif, tout échantillon additionné de standard
interne devait avoir 1'absorbance de la cupule soumise & BamHI plus grande ou égale
a celle de la cupule correspondante soumise a EcoR1. Enfin, la somme des absorbances
"BamHI + EcoRI" devait normalement égaler celle de la cupule intacte représentant la

totalité des amplicons.

L'ensemble de ces conditions fut rarement respecté: 4 réactions étaient rejetées;
a 18 reprises, la somme des absorbances était inférieure & celle du produit intact; a 4
autres occasions, la somme des absorbances était supérieure a celle du produit non

digéré; enfin, des 6 cas de quasi-égalité, 3 correspondaient 3 des absorbances nulles.



Tableau 13

PCR quantitative (sur 30 échantillons additionnés de 500 molécules de standard interne)

| .
Std.int. 1 0,000 0,111 0,111 0,148 500 mol, || Négatif 1 0,000 0,000 0,000 0,006 PCR
sint 2 | 0002 | 0177 | o170 | oum | ™es |negair2 | 0000 | o000 | o000 | oo | O

#1 0,000 0,089 0,089 0,214 négatif #16 0,005 0,059 0,064 0,143 négatif
#2 0374 0,058 0,432 0,497 positif #17 0,000 0,122 0,122 0,162 népatif
#3 0,089 0,259 0,348 0,344 négatif #18 0,018 0,080 0,098 0,191 négatif
#4 0,241 0,084 0,325 0376 il 0,569 N/A *ax positif
#5 0,000 0,031 0,031 0,069 b 0,403 N/A *kk positif
#6 0,089 0,147 0.236 0,185 négatif #21 bk 0,378 N/A ol positif |
#7 0,072 0,094 0,166 0,265 négatf #22 o 0,404 N/A b positif
#8 0,029 0,212 0,241 0,153 . i 0,529 N/A Fhk positif
#9 0,002 0,136 0,138 0,294 négatif #24 0,000 0,102 0,102 0,145 négatif
#10 0,000 0,101 0,101 0,168 | négatif #25 0,042 0,145 0,187 0117 | négatif |
#11 bk 0,431 N/A i positif #26 0,000 0,084 0,084 0,185 négatif
0,078 0,057 0,135 0,265 ? #27 0,000 0,131 0.131 0,142 négatif |
0,193 0,037 0,230 0,276 positif #23 0,020 0,005 0,025 0.066 rejeté
#14 0,000 0,099 0,099 0,139 négatif #29 0,000 0,013 0,013 0,043 rejeté
#15 0,026 0,177 0,203 0,108 négatif #30 0,000 0,000 0,000 0,006 rejeté
- Numéros ombragés: sumageants de cultures cellulaires **% Absorbances excédant les limites du spectrophotometre

- Résultat rejeté, si I'absorbance de la cupule intacte d'un échantillon additionné de standard interne était inférieure a 0,100
- Résultat positif, si I'absorbance de la cupule soumise 4 BamHI était plus grande ou égale a celle de la cupule soumise a EcoRI
- Résultat négatif, si I'absorbance de la cupule soumise & BamHI était inférieure a celle de la cupule soumise a EcoR1
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De plus, on notait des fluctuations importantes au niveau de 1'ensemble des absorbances
obtenues suite a la digestion par EcoRI: ces DO étant représentatives de la quantité
commune de standard interne. La compilation de 26 résultats (exclusion faite des
témoins négatifs et des 6 cas de réponses excessives) présentait une absorbance
moyenne de 0,100 et un écart-type de 0,063 générant donc un coefficient de variation

de 63%.

Malgré ces restrictions, il était quand méme possible de statuer sur la présence
ou non de PPV dans la plupart des échantillons. 11 fallait d'abord exclure les 4 réactions
rejetées, de méme que le #12 dont la somme des absorbances "digérées" et
presqu'égales était nettement inférieure a celle de la cupule intacte. Des cas restants,
16 étaient négatifs et 9 positifs. De ces derniers, 7 avaient déja été identifiés par PCR
différentielle (nos. 11, 13, 19 4 23). Par contre, les #2 et #4 semblaient étre des positifs
faibles ayant pu échapper a la culture cellulaire et 4 la PCR différenticlle dont
I'efficacité était moindre que celle de la PCR quantitative. Faute de temps, et compte

tenu des raffinements a apporter a la méthode, le travail a été discontinué.



DISCUSSION
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1. PCR DIFFERENTIELLE

Tel que décrit briévement a la section 8.1 de la Revue bibliographique, plusieurs
méthodes utilisant 1a PCR ont été développées dans le but de détecter des séquences
mutantes connues.  Ainsi, "l'amplification spécifique d'alléle” est aujourdhui
couramment utilisée pour amplifier des génes mutants rares ne différant parfois de
l'alléle de type sauvage que par la substitution d'un seul nucléotide. Une amorce
complémentaire a l'alléle mutant, mais formant un mésappariement a son extrémité 3'
avec la séquence de type sauvage, sert a copier 'ADN muté. L'amplification sélective
de ce demnier, en présence d'un vaste excés de matrice de type sauvage, exige donc que
la polymérase employée allonge et amplifie préférentiellement un complexe amorce-
matrice dont l'extrémité 3' est parfaitement appariée. Dans un autre ordre d'idée,
I'amplification simultanée de différentes séquences cibles, a l'intérieur d'un génome
donné, est devenue de plus en plus courante en médecine et en sciences légales (e.g.
"DNA fingerprinting"). L'utilisation de cette PCR multiplex implique cependant que
I'amplification d'une séquence cible particuliére ne souffre pas de la coamplification des
autres séquences présentes dans le méme cocktail. C'est en se basant sur de telles

prémisses que la PCR différentielle pour les PPV a été élaborée.
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1.1 Choix des amorces

Compte tenu de la nature et des objectifs de 1a PCR différentielle, le choix des
amorces extérieures était somme toute assez restreint. Idéalement, I'amorce de droite
devait se situer aprés la répétition de 127 nt, sise tout prés de l'extrémité 5' du génome
viral avirulent. De cette fagon, 'amplicon généré a partir des deux amorces externes
serait non seulement indicatif de PPV, mais aussi révélateur du type de virus rencontré.
L'absence de la répétition, habituellement associée au PPV virulent (Bergeron et al.,
1996), produirait un amplicon tronqué de plus de 100 nt et par conséquent
potentiellement discernable sur gel d'agarose. L'amorce pr6 a donc été choisie
immédiatement en aval de la répétition, tout en évitant les séquences redondantes de
A/T ou G/C fréquentes dans le palindrome terminal. Ainsi placée, elle produirait un
amplicon d'environ 800 ou 900 pb en combinaison avec une des deux amorces
discriminantes. L'amorce extérieure gauche, quant a elle, devait forcément se trouver
en amont des deux mutations ponctuelles (positions 3942 et 3958), tout en étant
positionnée de sorte que les fragments générés (par conjonction a pr6 et par conjonction
a une des deux amorces discriminantes) soient de tailles "compatibles” avec I'ensemble
du test. Le fait de remonter le génome, a partir des mutations ponctuelles choisies,
déterminait la longueur du petit fragment discriminant (qui devait étre inférieur a 800
pb), et celle du grand fragment généré par les amorces extérieures. Ce demnier n'avait

pas intérét a devenir trop long, car la différence de 127 nt entre les deux types de
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génome viral deviendrait vite indiscernable sur gel d'agarose. De plus, l'efficacité
générale de la réaction en souffrirait; celle-ci étant globalement inversement
proportionnelle a la taille des fragments amplifiés (Jeffreys et al., 1988; Chelly et al.,
1990). L'amorce pr10 répondait a ces contraintes en générant respectivement des
fragments de 1232 et 1105 pb avec les génomes avirulent et virulent du PPV, tout en
produisant un petit fragment discriminant de 353 pb, par opposition au grand fragment
discriminant de 800 ou 900 pb. Enfin, les amorces extérieures ont été choisies de fagon
a répondre le plus adéquatement possible aux critéres de performance généralement
acceptés pour ce type de molécules (revue par Innis et Gelfand, 1990). Leur longueur
et leur séquence déterminaient aussi un T,, commun légérement supérieur a celui des
amorces internes, et ce sans méme tenir compte des mésappariements introduits sur ces
derniéres; de telle sorte que 1'optimisation ultérieure de la PCR différentielle en vue
d'assurer la discrimination des génomes repose essentiellement sur le comportement des

amorces intérieures.

Le positionnement de ces derniéres n'avait rien de problématique: voulant
exploiter limpact dun faux appariement a l'extrémité 3' de l'amorce, les deux
oligonucléotides discriminants devaient se terminer 4 I'emplacement des mutations
ponctuelles, elles-mémes séparées par une quinzaine de bases. A 1'évidence, I'amorce
devant "remonter" le génome ne pouvait avoir son extrémité 3'  la position 3942 et

celle devant le "descendre” ne pouvait avoir son extrémité 3' 4 la position 3958, car les
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deux amorces se seraient ainsi recouvertes et auraient partagé 15 nucléotides
complémentaires. L'amorce ascendante devait donc se terminer en 3' 4 la position 3958,
et I'amorce descendante a la position 3942, Heureusement, la séquence génomique
couvrant ces régions ne posait pas de problémes majeurs quant au "design” des amorces
(Innis et Gelfand, 1990). En fait, les deux régions présentaient un profil équivalent en
termes de motifs et de composition en nucléotides; ce qui facilitait I'ajustement des T
respectifs. Par contre, le choix d'une amorce discriminante virulente ou avirulente en
fonction d'une des deux mutations ponctuelles présentait différentes possibilités. II
fallait donc décider arbitrairement si I'amorce interne ascendante serait dessinée en
fonction d'une séquence génomique de type virulent ou avirulent et appliquer le
corollaire logique a I'amorce interne descendante. Ce choix n'avait que peu d'impact sur
la longueur des amplicons générés: seul le grand fragment discriminant passait de 937
pb a 810 pb (absence de la répétition de 127 nt) selon que I'amorce descendante, ayant
son extrémité 3' 4 la position 3942, était destinée a un génome de type avirulent ou
virulent. Par contre, la stratégie adoptée déterminait automatiquement le type de

mésappariement occasionné entre 1'amorce discriminante et son génome non apparié.

Différents chercheurs (Kwok et al., 1990; Huang et al., 1992) ont évalué I'impact
des mésappariements entre la terminaison 3' de I'amorce et 1a matrice d'ADN, lors d'une
réaction de PCR. A peu de choses prés, leurs résultats se corroborent et font ressortir

que tous les faux appariements n'ont pas un poids identique quant a 1'élongation du néo-
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brin par la polymérase Taqg. Contrairement a la présomption généralement admise,
certains mésappariements sont loin d'étre fatals, étant méme a l'occasion presqu'aussi
propices a I'élongation que les combinaisons modeles de Watson-Crick. Le tableau

suivant résume les travaux précités:

Impact des mésappariements en PCR'
Matrice dADN Watson -Crick Permis Fatals
T A C,G T
C G AT C
G C T A, G
A T c G, (A)

!Adapté de Tijssen, 1993

Naturellement, ces résultats ont ét€¢ obtenus a l'intérieur de contextes spécifiques
(conditions de PCR données, séquences génomiques particuliéres) et devaient étre

envisagés comme outils de pronostic dans I'élaboration d'une PCR différentielle.

A la lumiére de ces données, il apparaissait cependant que peu importe la
stratégie employée dans le cas des PPV, la majorité des mésappariements possibles (3
sur 4) seraient de type permis. Nous avons donc décidé de vérifier les prévisions, tout
en nous réservant la possibilité d'augmenter le degré de difficulté de 1'élongation du brin
non appari¢. En ajoutant volontairement un faux appariement a l'avant-dernier
nucléotide en 3' des amorces discriminantes, le génome apparié rencontrerait un
mésappariement suivi d'une combinaison Watson-Crick, alors que le génome non

appari¢ serait confronté a deux mésappariements successifs. Les deux stratégies de
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PCR différentielle (Figures 6 et 7) ont donc été €élaborées en augmentant pro-

gressivement le coefficient de difficulté en fonction des mésappariements (Tableau 14).

Les résultats obtenus ont confirmé les hypothéses. Lors de la premiére stratégie
de PCR, presque toutes les paires d'amorces testées individuellement ont permis
l'amplification non seulement de leur ADN cible, mais aussi celle de 'ADN variant.
Seule pr29 M2 (destinée 3 NADL-2) a réussi a éliminer le signal de 810 pb généré par
Kresse avec les versions M1 et M3. Il semble donc qu'a I'exception de pr29 M2, dans
les conditions de PCR alors utilisées, méme une suite de deux mésappariements de type
permis n'était pas suffisante pour empécher 1'élongation. Seul le doublet de faux
appariements A/C (amorce/matrice) s'est avéré fatal. Par contre, en combinaison de
quatre amorces, aucune des versions de pr29 n'a réussi a amplifier le fragment de 810
pb a partir de matrice virulente (alors que les deux versions de pr28 "virulentes"
continuaient a amplifier le petit fragment de 353 pb avec NADL-2). 1l est fort probable
que ce phénomeéne tenait beaucoup plus au fait que l'amplification, toujours tres
efficace, du petit fragment de 353 pb affectait négativement celle de 1'amplicon
"illégitime" de 810 pb, tout comme elle réduisait celle du fragment "1égitime" de 1105
pb. Enfin, il est intéressant de rappeler que, dans la plupart des cas, la hausse de la
température dhybridation de 45°C a 55°C avait plus tendance a réduire l'intensité des
signaux qu'a résoudre les problémes de non spécificité comme telle. Ce point sera

discuté a la section suivante.



Tableau 14

Valeur relative des mésappariements utilisés lors de la PCR différentielle

PCR diftérentielle Avant-dernier nucléotide en 3' lr Demier nucléotide en 3'

Amorce | Cible! Amorce S:::;I:ﬁ Gz;lb?lzle Cote (3::;::: Cote

B pr28M1 | Vir. || A T A W.C. C==ﬁ Permis
w e vi | ¢ 'y | A [ we [ c | pemis
stratégie | pr2oM1 | Avir. | G C T | wc c | Permis
pr2o9M2 | Awir. A C 4 w.C. C Permis

pr29M3 | Awvir. T C T Ww.C. C Permis

pr34 Vir. I C C " C W.C. T Permis

2 [posqy [ avie | T T B c [wc | A | Foal
e pr35(2)° | Awir. T T C W.C. A Fatal
pr35(3)° | Awir. | T T C W.C. A Fatal

! Amorce conforme au génome virulent (Vir.) ou avirulent (Avir.) du PPV (Bergeron ef al., 1993 et 1996).
? Type d'appariement ou de mésappariement (W.C. = Watson-Crick).

? De plus, ces deux amorces outrepassaient la mutation d'un nucléotide supplémentaire en 3": C pour (2) et G pour (3), face a une
matrice commune présentant un A. Dans le cas de pr35 (2), ce mésappariement était permis; alors qu'il était fatal pour p135 (3).
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La deuxiéme stratégie de PCR différentielle était nettement plus contraignante:

cette fois, des mésappariements de type fatal étaient utilisés conjointement a ceux de
type permis. Face au génome avirulent, pr34 présentait une finale de deux faux
appariements respectivement fatal et permis; alors que face au génome virulent, pr35
(1) alignait en 3' deux faux appariements respectivement permis et fatal. L'influence
combinée de ces mésappariements assura, dés le départ, une excellente discrimination
des génomes variants, sans pour cela nuire 4 'amplification des génomes cibles. Malgré
la présence d'un mésappariement, méme fatal dans le cas de pr34, a l'avant-dernier
nucléotide en 3', les deux amorces discriminantes présentaient un appariement terminal
G : C face a leur génome respectif. Cette liaison particuliérement forte devait stabiliser

le complexe amorce-cible et assurer une élongation efficace du génome choisi.

Enfin, dans le but de réduire l'expression du petit fragment de 353 pb généré par
prl0 et pr35 avec une matrice avirulente, les versions (2) et (3) de l'amorce
discriminante ont été dessinées de fagon a outrepasser la mutation ponctuelle d'un
nucléotide supplémentaire en 3'. Pr35(2) présentait une finale mésappariement permis-
appariement [G : C]-mésappariement permis, alors que pr35(3) se terminait ultimement
par un mésappariement fatal. Dans les deux cas, il a ét€ possible malgré tout de générer
I'amplicon; mais 'amplification répétée de ce dernier était nettement trop erratique pour
poursuivre dans cette voie. Ces scénarios semblaient donc représenter une situation
limite entre 'effet stabilisateur d'une liaison GC et la déstabilisation du complexe par

la présence de mésappariements de part et d'autre de ce lien.



179

1.2 Température d'hybridation

Lors de 1a mise au point de la PCR différentielle, différents essais ont été faits
a des températures dhybridation de 45°C et de 55°C. Etonnamment, les tests &
température plus élevée n'ont pas empéché les amorces discriminantes de produire, la
plupart du temps, leurs amplicons respectifs. Pourtant, sans méme tenir compte des
faux appariements introduits, ces derni¢res avaient un T,, théorique d'environ 50°C

selon la formule "complexe" suivante (voir Résultats, section 1.3):

T,x AH® [sels]
T, = + 16,6 log,, - 269,3
AH® - AG® +RT, In[C] 1+0,7 [sels]

Lors du calcul initial, la concentration en sels tenait compte uniquement des cations
monovalents du tampon (KCI a 0,050 M). Or, dans leurs calculs de T,, d'hybrides
amorce-matrice, Wetmur et Sninsky (1995) quantifient I'effet des cations divalents di
ala présence du MgCl,: [sels] = [K*] + 4 [Mg™]*’. Avec des concentrations de KCl
de 0,050 M et de MgCl, de 0,0015 M, toutes autres choses étant égales, les T, précités
augmentent de 9,5°C. En estimant grossiérement I'effet des mésappariements a une
baisse de 1°C de la température de fusion pour chaque 1% de faux appariements
(Dyson, 1991), le T, des amorces discriminantes devrait baisser de 4,5°C par
mésappariement. A la lumiére de ces pondérations, il apparait maintenant concevable
que les amorces, méme non parfaitement appariées, puissent suffisamment s'hybrider

pour assurer l'élongation subséquente.
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Eventuellement, une stratégie exploitant la température d'hybridation aurait pu

étre envisagée pour discriminer les génomes du PPV. Celle-ci aurait consisté a utiliser,
lors des cycles initiaux de la PCR différentielle, une température d'une dizaine de
degrés plus élevée que le T, théorique des amorces discriminantes. Ultérieurement, la
température d'hybridation aurait été réduite de 1°C a chaque 2 cycles pour finalement
rejoindre la température de fusion idéale pendant les 15 derniers cycles. En
déstabilisant ainsi, en début de PCR, les complexes "amorces discriminantes-matrices”
il est fort probable que I'expression des fragments générés a partir des amorces externes
ait été augmentée. Par contre, il n'est pas évident que les premiéres hybridations
impliquant les amorces discriminantes auraient favorisé automatiquement celle ayant

le plus de complémentarité an gabarit amplifié.

En effet, dans une étude récente de MLF. Goodman (1995), portant sur la fidélité
des polymérases a ADN et 'élongation des mésappariements, 'auteur a analysé les
implications mathématiques de la cinétique de polymérisation et dégagé des conclusions
pertinentes a la PCR différentielle des PPV. Premiérement, les données accumulées
suggerent que les polymeérases se fixent globalement avec la méme affinité aux
extrémités appariées et non appariées des complexes amorce-matrice. Deuxiémement,
l'efficacité de I'élongation subséquente dépend bien entendu de la "processivité" de
l'enzyme choisie (quantité moyenne de nt insérés suite a chaque fixation de I'enzyme

au complexe amorce-matrice), mais surtout, dans le cas qui nous intéresse, de la facilité
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pour la polymérase a allonger ou non un faux appariement donné. Troisiemement, cette
différence dans la cinétique de la réaction est indépendante de la température
d'hybridation. Cette derniére affecte évidemment la stabilité du complexe amorce-
matrice, mais non l'impact des mésappariements comme tel. Ce qui fait que, lors de
tests menés en ce sens, la hausse des températures d’hybridation de 45°C a 55°C avait
une influence sur le rendement général de l'amplification en PCR différentielle, mais

ne résolvait pas les problémes de discrimination entre les différents génomes du PPV.

1.3 Discrimination et ANTP

Tout au long de 1a mise au point de la PCR différentielle, la concentration de
dNTP a été maintenue a 0,2 mM pour chacune d'entre elles; soit une concentration
totale de 0,8 mM de substrat pour la polymérase Taq. Nous respections en cela les
recommandations du manufacturier quant a I'activité optimale de I'enzyme. Cependant,
ce paramétre aurait pu étre modifié dans 'optique d'une PCR différentielle. En effet,
la spécificité d'une amplification sélective d'alléle est dépendante de la quantité
disponible de ANTP: plus celle-ci est élevée, plus les faux appariements sont allongés
avec une efficacité¢ équivalente a celle des appariements Watson-Crick (Ehlen et
Dubeau, 1989; Mendelman et al., 1990). Le maximum de discrimination, quant &
I'élongation d'un néo-brin par une polymérase, est obtenu lorsque la concentration du

substrat tend vers zéro (Goodman, 1995). Donc, jouer sur la concentration des
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nucléotides aurait pu étre une alternative a I'ajout d'un second mésappariement lors de

la PCR différentielle des PPV.

Cette option n'a pas été retenue, principalement pour des considérations relatives
al'efficacité globale de la PCR. La concentration de dNTP a une influence directe sur
la quantité optimale de MgCl, devant étre utilisée en PCR: chaque nucléotide
monopolisant un ion Mg, la quantité totale de MgCl, aurait di étre réduite pour
maintenir 1a méme spécificité, affectant du coup I'équilibre général de la réaction. La
concentration en MgCl, affecte directement le T, des amorces et requiert des
ajustements de température d'hybridation afin d'éviter les faux amorgages. Enfin, la
concentration optimale de MgCl, peut différer d'un lot & l'autre de polymérase Tag
(Tiyssen, 1993). L'ajustement fin de la PCR différentielle, en vue d'obtenir le maximun
de spécificité et d'efficacité, étant suffisamment exigeant; il nous semblait plus

prometteur de nous concentrer sur le "design" des amorces.

1.4 Equilibre des amplicons

Une difficult¢ majeure rencontrée tout au long de la mise au point de la
deuxiéme stratégie de PCR différentielle fut la sous représentation systématique du
fragment de 1232 pb par rapport a I'amplicon de 353 pb, tous deux générés a partir de

matrice avirulente NADL-2. Non seulement le petit fragment discriminant était-il
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toujours fortement exprimé, mais sa présence méme réduisait 'amplification du grand
fragment. Ce phénoméne avait aussi été pergu, quoique de fagon nettement plus
limitée, lors de la premiére stratégie de PCR différentielle, alors que la matrice était de
type virulent (Kresse). A l'opposé, le grand fragment discriminant de 810 ou 937 pb

(selon la stratégie employée) n'a jamais semblé interférer avec la coamplification de

l'amplicon provenant des amorces extérieures.

La PCR différentielle est une forme de PCR "multiplex": plus d'une paire
d'amorces sont utilisées conjointement afin de générer plusieurs amplicons possibles.
Cependant, elle différe du modeéle courant en ce sens qu'une seule région de I'ADN
génomique sert de base a Famplification. Il y a donc chevauchement des amplicons
produits. En ce sens, la PCR différentielle ressemble & une "nested PCR" effectuée en
une seule étape. Une interdépendance s'établit entre les amplifications simultanées et
peut favoriser l'expression du fragment interme. En cours de PCR, le fragment
discriminant généré a un cycle donné devient sa propre matrice au cycle suivant. Il en
est de méme pour 1'amplicon provenant des amorces extérieures; sauf que ce demier,
de méme qu'une certaine proportion d'amplicons partiels, peuvent aussi servir de gabarit
a l'amplification du fragment discriminant. De plus, la faible taille de ce dernier (353
pb) fait qu'il est toujours amplifié plus rapidement et plus efficacement que celui de
1232 pb. Comme le processus est exponentiel, il peut y avoir rapidement une nette

différence favorisant I'accumulation de petits fragments, auxquels viennent s'ajouter les
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amplicons extérieurs, comme cible potentielle. A la limite, comme l'ont observé
plusieurs chercheurs (Goswami et al., 1994; Piatak et al., 1993; Menzo et al., 1992;
Murphy et al., 1990), la matrice présente en excés peut inhiber 'amplification de la
matrice sous représentée. Cette interférence avait moins de chance d'étre pergue entre
le grand fragment discriminant et I'amplicon extérieur, leurs tailles semblables réduisant

les différences potentielles d'efficacité entre les deux amplicons.

Cependant, ces considérations ne peuvent que partiellement éclairer les
différences de comportement observées entre les deux types de génome amplifiés: non
seulement la compétition grand brin-petit brin était-elle moins évidente lorsque la
matrice Kresse était utilisée (lors de la premiére stratégie de PCR différentielle), mais
le seul emploi des amorces extérieures a presque constamment favorisé 1'expression du
fragment de 1105 pb par opposition a celui de 1232 pb généré par NADL-2. La
différence de longueur de 127 nt peut difficilement expliquer la sous représentation de
NADL-2 tant en PCR a deux amorces extérieures qu'en PCR différentielle. Il est vrai
que dans le dernier cas, un rapport 353/1232 pb était plus défavorisant, pour le grand
fragment, qu'un rapport 353/1105 pb. De plus, dans la premiére stratégie, l'appariement
terminal 3' de I'amorce discriminante présentait une combinaison T:A; alors que dans
la seconde, cet appariement présentait une liaison G:C. On peut supposer que le
complexe amorce-matrice plus stable de la deuxiéme stratégie, allié & un rapport

353/1232 pb, concouraient a accentuer la différence d'efficacité lors de la
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coamplification des deux fragments. Malgré tout, cela ne rend pas compte des

différences observées lors de 1'amplification utilisant les seules amorces extérieures.

La présence ou non de la répétition de 127 nt, en plus d'affecter la longueur des
amplicons générés, pouvait aussi modifier la structure secondaire du génome a amplifier
et par conséquent avoir un impact sur l'efficacité de la réaction. Les tests menés avec
I'amorce extérieure pr30, située en amont de la répétition, ont infirmé cette hypotheése;
les résultats obtenus demeurant essentiellement les mémes. Mise a part la répétition,
seules quatre mutations ponctuelles distinguaient les deux génomes dans la région
couverte par la PCR différentielle. Les deux premiéres étaient situées a 3942 et 3958
et servaient de base au test, une troisiéme se trouvait a 4115, et la derniére occupait la
position 4503 tout prés de la répétition. 1l est difficile de concevoir que ces seules
modifications puissent influencer suffisamment la structure secondaire du génome pour
ensuite affecter la réaction d'amplification. Naturellement, on ne peut éliminer
I'introduction possible d'un biais dans l'analyse (e.g. conservation des ADN,
quantification des matrices), méme si des efforts d'uniformité ont été maintenus tout au

long des manipulations.

1.5 Conditions d'opération et "modus operandi"

Finalement, ce n'est que grice a I'amélioration de 'efficacité générale de la PCR
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différentielle que 1'équilibre des amplicons a pu étre réalisé. Les essais, au départ
infructueux, de calibration de la réponse par modification des concentrations d'amorces
ont pu étre raffinés lors de l'application de la méthode aux échantillons cliniques. Une
fois les conditions générales améliorées, la réduction de la concentration de l'amorce
interne pr35(1) au tiers de celle employée avec les trois autres amorces du cocktail
d'amplification assura une expression balancée des différents amplicons. En réduisant
statistiquement les chances de rencontre entre la matrice avirulente et l'amorce
discriminante, l'expression du petit fragment était défavorisée au profit de

I'amplification générée par les amorces extérieures, trois fois plus nombreuses.

L'optimisation des conditions d'opération a eu un impact déterminant sur
l'efficacité et Ia spécificité de la PCR différentielle. La baisse de pH du tampon
d'amplification (de 9,0 4 8,5, a 25°C) améliora I'efficacité générale de la réaction, en
accord avec l'observation voulant que l'activité optimale de la polymérase Tagq se situe
aun pH aux environs de 8,3 (Innis et Gelfand, 1990). De la méme fagon, l'ajout de 1%
de Tween-20 a clairement augmenté les rendements en PCR. 11 est difficile de cerner
exactement les mécanismes d'action des cosolvants, car ceux-ci peuvent affecter
plusieurs parameétres de la réaction (e.g. dénaturation de I'ADN cible, élimination de
structures secondaires présentes dans les amorces ou la matrice, modification des T, ,
stabilit¢ de I'enzyme). Dans le cas du Tween-20, il est permis de penser que la présence

de détergent non-ionique affecte l'activité de la polymérase en assurant, par exemple,
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une meilleure distribution des molécules. Enfin, 'ajustement des concentrations de
MgCl, et de Taq a défini le compromis optimal entre spécificité et efficacité. 11 était
clair que l'accroissement de ces deux réactifs causait une augmentation de la réponse,
mais tel que prévu, celle-ci perdait de sa spécificité. A trop favoriser 1'amorgage, la

PCR perdait son caractére différentiel.

L'utilisation d'un départ & chaud ("hot start') employant une barriére de
paraffine, plutdt que I'assemblage complet des réactifs 4 la température ambiante, visait
essentiellement a réduire la formation de diméres d'amorces et a augmenter I'efficacité
des premiers cycles d'amplification (Mullis, 1991; D'Aquila et al., 1991). De cette
fagon, 'ADN, les ANTP et le MgCl, se retrouvaient dans la phase inférieure; alors que
la Taq, les amorces et le KCl occupaient la phase supérieure. Isolés par la paraffine,
les différents éléments n'entraient en contact que trés au-dela de la température
d'appariement des amorces. De plus, le premier cycle de PCR comportait une
dénaturation de 1:30 min a 96°C, par opposition aux cycles suivants de 1 min 4 94°C,
afin d'assurer une dénaturation compléte de la cible et une convexion adéquate des deux
phases. Cette fagon de faire, en plus d'étre d'utilisation commode, assura la spécificité
des amorgages en tout début de PCR, précisément ou la discrimination est la plus
importante. En effet, un faux amorcage a cet endroit génére un néo-brin "illégitime"

qui ne sera plus reconnu comme tel lors des cycles subséquents.
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1.6 Application aux cas cliniques

1.6.1 Procédures d'extraction

Des cing méthodes testées en paralléle (Mat. et Méth., 5.1.1 4 5.1.5), seule
I'extraction au phénol-chloroforme-GuSCN en milieu acide n'a donné aucun résultat.
Ceci confirme I'observation voulant qu'en conditions de phénol acide, la plupart des
protéines et des petits fragments d’ADN (50 bases a 10 kb) se retrouvent dans la phase
organique de I'extraction, alors que les longs fragments d’ADN et quelques protéines
demeurent a l'interphase (CPMB, section 4.2). 1 y avait donc peu de chances de

retrouver le génome viral dans la phase aqueuse de l'extraction.

Des quatre autres méthodes, trés comparables en terme de rendement en PCR,
celle décrite par Hirt (1967) et adaptée au PPV par Molitor et collaborateurs (1984)
assurait normalement l'extraction la plus propre. Cependant, un tel degré de
purification de ' ADN viral, nécessitant en plus deux jours de travail, outrepassait les
exigences de la méthode d'amplification. Les tests menés avec la protéinase K ou la
lyse alcaline rapide se sont révélés a peu prés aussi performants et nettement plus
intéressants en terme de diagnostic (colit, nombre d'échantillons traitables en un temps
relativement court, facilité¢ d'exécution). La trousse "Elu-Quik DNA Purification Kit"

quant a elle, quoique plus "propre” et presque aussi rapide que les deux derniéres
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méthodes, posait aussi certains inconvénients. Il était trés difficile de lyser
correctement les échantillons en utilisant les quantités prescrites des différents réactifs.
Pour faciliter le travail, il aurait fallu augmenter ces quantités, et le cofit par échantillon

serait vite devenu prohibitif.

A tout prendre, les deux méthodes "grossiéres" d'extraction offraient le meilleur
compromis. D'exécution rapide et peu coiiteuses, elles permettaient tout de méme une
amplification équivalente a celle obtenue avec un ADN nettement plus purifié. 1l est
vrai que dans les deux cas, les méthodes rapides se terminaient par une incubation de
10 a 15 min a 95°C: ceci complétait sans doute la destruction de I'hémoglobine, des
nucléases et autres protéines pouvant interférer avec la PCR. Finalement, comme
l'extraction a la protéinase K générait des patrons plus nets en PCR différentielle, elle
fut donc préférée a la lyse alcaline rapide comme outil régulier de diagnostic. La
derniére modification apportée a la méthode choisie (remplacement du tampon de lyse
par le tampon "maison” de PCR) visait a éliminer l'impact possible de la présence
dEDTA (chélateur pour le Mg™) et de NaCl ([C] en sels affectant les T_) lors de
l'amplification. Ce changement diminua légérement l'efficacité de la digestion
enzymatique, mais augmenta l'intensité des bandes obtenues aprés PCR. Méme si le
tampon "maison" n'était pas optimal pour la protéinase K, il était, par définition, mieux

adapté a I'amplification subséquente.
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1.6.2 Diagnostic par PCR différentielle

Telle que nous l'avons congue, la PCR différentielle n'était pas destinée a servir
d'outil de premiére ligne pour le diagnostic des PPV: le but visé était de mettre au point
un instrument d'analyse novateur permettant de distinguer les souches virulentes et
avirulentes de PPV. La relative complexité du systéme ne permettait pas d'espérer, par
exemple, une efficacité équivalente a celle d'une PCR classique générant un seul court
fragment dADN. Malgré cela, la PCR différentielle appliquée directement aux 119
spécimens cliniques a permis d'identifier et de typer 3 cas positifs, en plus de repérer
3 autres cas douteux. Donc, un seul des 7 positifs isolés par culture cellulaire a échappé
ala PCR différentielle. Par contre, utilisée comme outil de deuxiéme ligne, celle-ci a
permis de clairement identifier les 7 PPV, tous de type virulent, présents dans les

surnageants de culture cellulaire.

Une retombée non négligeable de cet exercice a été de remettre en question la
validité des résultats issus de la technique d'immunofluorescence utilisée jusqu'alors
dans le Service de diagnostic vétérinaire. En accord avec l'isolement sur cellules, la
PCR différentielle identifiait prés de 6% de positifs parmi les cas analysés; alors que
I'TF appliquée aux coupes de tissus déclarait 56% des échantillons positifs au PPV. De

plus, une PCR classique suivie d'un buvardage de type "Southern” effectuée sur une
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cinquantaine de cas positifs en IF, mais négatifs en culture cellulaire et PCR
différentielle, confirmait les derniéres données. Il semblait évident que I'IF générait de
faux positifs, tout comme elle déclarait de faux négatifs: 2 fois sur 5, relativement aux

échantillons identifiés positivement par les deux autres méthodes (Tableau 12b).

Suite 4 ces données, des tests menés par le Service de diagnostic vétérinaire ont
démontré que l'antisérum utilisé (anti-PPV polyclonal "maison", conjugué a la
fluorescéine) réagissait de fagon non spécifique avec des cellules non infectées. Des
essais ultérieurs avec des antisérums monoclonaux (Veterinary Medical Research and
Development, #3C9D11H11) et polyclonaux (National Veterinary Services Labs,
Ames, #680-PDV-9001 et #681-PDV-9201) ont ramené le taux de positifs a des
niveaux comparables a celui de la culture cellulaire. L'étude étant encore en cours, ces
données ne sont donc pas définitives, mais le Service a quand méme décidé de

suspendre 1'utilisation de I'antisérum "maison".

1.6.3 Cas de PPV entérique

La réplication des parvovirus autonomes présentant une dépendance absolue
envers des cellules en phase S, il n'est pas étonnant que ces derniers aient un tropisme
particulier pour des tissus a activité mitotique élevée. Ainsi, 1'épithélium intestinal des

mammiferes est-il souvent la cible des parvovirus; sa destruction causant des problémes
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de diarrhée souvent mortels (revue par Pattison, 1990). Pourtant, trés peu de données

permettent d'associer le PPV 4 cette étiologie chez le porc.

En 1985, Dea et collaborateurs ont isolé des particules virales de 18 4 26 nm du
contenu intestinal de porcelets atteints de diarrhée 1égeére. L'activité hémagglutinante
du virus était inhibée par des sérums anti-PPV et anti-CPV. Quelques années plus tard,
lors d'une épidémie généralisée de diarrhée porcine, une équipe japonnaise (Yasuhara
et al., 1988) a identifié une particule de 27 nm ayant les propriétés physico-chimiques
des parvovirus. L'isolat H-45 présentait 4 polypeptides comme le parvovirus bovin
(contrairement a 3 chez le porc), mais aucun des antisérums employés (anti-BPV, anti-
PPV, anti-CPV) ne parvenait a neutraliser le virus. Les auteurs conclurent a la présence
d'un nouveau parvovirus porcin. Lors d'une seconde €pidémie de diarthée chez des
porcelets, le méme noyau de chercheurs (Yasuhara et al., 1993) identifiait I'isolat 2277
dont les propriétés physico-chimiques, I'activité hémagglutinante et la croissance sur
cellules étaient identiques a celles du précédent H-45. Cependant, les tests de
séronentralisation indiquaient que la souche 2277 était antigéniquement différente de
la souche H-45, tout comme elle différait des BPV, PPV et CPV. Enfin, Duhamel et
collaborateurs (1991) observérent en microscopie électronique des particules cubiques,
non enveloppées de 19 a 21 nm, dans le noyau de cellules cryptiques nécrosées
provenant de 1'épithélium intestinal de porcelets atteints de diarrhée sévére. Dans

I'impossibilité de propager les particules en culture cellulaire, les tests d'hybridation



193

moléculaire, de PCR et d'IF effectués directement sur les tissus furent tous négatifs

quant a la présence de PPV.

Ainsi, mise a part I'étude de Dea et collaborateurs, il semble n'exister aucune
évidence claire d'un rdle étiologique déterminant du PPV dans la diarrhée chez le porc.
Les données obtenues par PCR différentielle relativement a I'échantillon IAF 94-1083
peuvent faire progresser la discussion. La portion de jéjunum regue provenait d'un
porcelet issu d'un élevage de porcs a l'engrais d'environ 1050 tétes. Environ 200 d'entre
eux, gros et petits, étaient atteints d'une diarrhée ne causant pas de mortalité, mais
résistante aux traitements. Le Service de diagnostic vétérinaire isola, apres passage sur
cellules PT, un virus cytopathogéne hémagglutinant pouvant étre du PPV. Appliquée
directement aux tissus soumis, la PCR différentielle permettait effectivement de
suspecter la présence de ce virus. Lors de l'application au surnageant de culture
cellulaire, celle-ci a clairement révélé la présence de PPV de type virulent. Clest, a
notre connaissance, la premiére fois qu'un PPV entérique est identifié de facon

moléculaire.
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2. PCR UTILISEE EN DIAGNOSTIC

2.1 Etude de stabilité et présence d'inhibiteurs

Plusieurs facteurs expérimentaux peuvent affecter l'efficacité de 'amplification.
Comme le processus est de nature exponentielle, une trés petite variation a ce niveau
peut occasionner des différences dramatiques quant a la quantité finale de molécules
produites. Malgré l'extréme sensibilité de la méthode, la présence d'inhibiteurs dans le
cocktail d'amplification ou dans 1'échantillon lui-méme peut anéantir toute réaction.
Plusieurs de ceux-ci ont déja été identifiés: une trop forte concentration de MgCl,,
d'ions monovalents ou de dNTP; la présence de détergents ioniques, tel le SDS; les
résidus de phénol; les protéases; les inhibiteurs organiques présents dans I'urine ou dans
le sang (porphyrines), de méme que 'héparine utilisée comme anticoagulant (revus dans
PCR: Clinical Diagnostics and Research, chap. 4, 1992). Enfin, d'autres facteurs plus
subtils, et souvent obscurs, peuvent modifier I'efficacité de 1a PCR. A cet égard, I'étude
de stabilité¢ de 'ADN entreprise an cours de ce projet de recherche a permis de

confirmer certaines données, et d'apporter aussi quelques éléments nouveaux.

Premiérement, l'ensemble des résultats (Tableau 5) a bien fait ressortir les
fluctations d'efficacité inhérentes a la PCR: chacune des préparations (lyse "classique”,

Qiagen et Promega) a présenté des "trous” et des incohérences en terme de rendement.
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Les tests reprenant 10 aliquotes identiques de certaines dilutions données (Tableau 6)
n'ont fait que confirmer ces fluctuations. De plus, des variations inter tests importantes
étaient directement reliées a la qualité des réactifs employés (e.g. stabilité aux jours 10

et 60). A ce niveau, I'étude supportait les données accumulées par maints chercheurs.

Aucune différence marquante quant a l'intégrité ou la stabilité de 'ADN ne
pouvait étre reliée a la méthode d'extraction: les trois offrant essentiellement le méme
degré de pureté et conséquemment un profil équivalent. Peut-étre pourrait-on taxer le
systéme Promega d'étre un peu moins performant, mais la chose n'est pas évidente. De
la méme fagon, que 'ADN soit conservé a 4°C ou a -20°C avec gel/dégel ne changeait
pas vraiment le tableau. Dans les deux cas, ce n'est qu'aprés 3 mois de stabilité que le
rendement a nettement diminué. Méme un vieillissement accéléré misant sur la
répétition des cycles de gel et dégel n'a pas accentu€ le processus, confirmant en cela
des observations antérieures (March, 1990). Par contre, les trois séries a usage unique,
congelées le jour de la manipulation initiale et destinées a un seul test, ont présenté un
rendement sensiblement supérieur. Comme toutes les dilutions ont été faites dans de
l'eau distillée, il est possible que la nature acide de I'ADN provoque a plus ou moins
long terme, surtout si 1'échantillon est fréquemment manipulé a température ambiante,
une auto hydrolyse de la molécule. En ce sens, une conservation dans du tampon TE
aurait ét¢ préférable. Finalement, méme si l'absence de produits de PCR se retrouvait

souvent aux dilutions les plus grandes, ce phénoméne était slirement plus
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symptomatique de la limite d'efficacité du systéme que d'une perte éventuelle d ADN
due 3 une adhérence aux microtubes utilisés pour l'entreposage. D'ailleurs, des
recherches en ce sens ont montré que de I'ADN aliquoté a -20°C, dans du TE, était
stable (en regard de tests de PCR et de transformation bactérienne) durant 6 mois, a des
dilutions allant jusqu'a 20 molécules par pL. Aucune perte d'ADN n'était reliée aux

microtubes de polypropyléne employés (Longo et Hartley, 1990).

Par contre, certaines dilutions spécifiques ont constamment mal répondu tout au
long de 'étude de stabilité: plus particuliérement la dilution 4 de 'ADN punfi¢ avec la
trousse Promega (Résultats, 2.2). Alors que les tests de précipitation et resolubilisation
de 'ADN ont infirmé I'hypothése de 1'agrégation de l'acide nucléique, les tentatives de
transport d'inhibiteurs ont réussi a cerner le probléme. Les résultats obtenus (Tablean
6 et Figure 9) indiquaient que la dilution 4, seule ou combinée aux dilutions adjacentes,
nuisait 4 l'amplification; les "trous” en PCR étant presqu'exclusivement reliés a sa
présence. Il apparaissait clairement que la dilution 4 contenait effectivement un
inhibiteur de la PCR suffisamment puissant pour interférer avec une réaction "normale”,
suite au mélange 1 pour 1 des deux dilutions. 11 est difficile de retracer l'origine de cet
inhibiteur. Si ce dernier se trouvait dans la dilution 4 "mére", toutes les préparations
de dilution 4 (conservées 4 4°C, a -20°C et 4 usages uniques), de méme que toutes les
dilutions 5 subséquentes auraient dii souffrir de sa présence. Or, le Tableau 5 ne

présente pas cette clarté. 11 est possible que l'inhibiteur soit li€ a certains tubes en
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particulier (contaminants provenant de l'usinage du plastique?), comme il est possible
quil provienne de 'embout ou de la pipette utilisée. En effet, les séries a4 4°C et -20°C
gel/dégel ont ét¢ distribuées avec la méme pipette (Eppendorf 1000 uL), alors que les
séries a usage unique nécessitaient un format plus petit (Eppendorf 100 pL). Une chose
cependant demeure certaine: pendant toute 1'étude de stabilité, des dilutions données ont
systématiquement mal réagi en PCR, alors que d'autres ont sporadiquement failli a
l'amplification. La présence d'inhibiteur était suffisamment claire dans le premier cas

pour soupgonner le méme type d'interférence dans le deuxiéme cas.

2.2 Contamination et faux positifs

La capacité de la PCR de produire, souvent a partir de traces d ADN, un grand
nombre de copies d'une séquence donnée exige qu'un soin extréme soit consacré a
I'élimination des faux positifs. Méme si ces demiers peuvent résulter d'une
contamination horizontale (d'échantillon a échantillon), la source la plus sérieuse de
faux positifs découle de la contamination verticale ("carry-over”) provenant
d'amplifications précédentes de la méme cible. A cause du nombre impressionnant de
copies générées, méme une trace de produits de PCR peut occasionner de trés graves
problémes de contamination. On ne se rend pas toujours bien compte du formidable
pouvoir d'amplification de la PCR. Par exemple, le cas clinique #19 (surnageant de

culture cellulaire d'un spécimen de peaun; Résultats, Tableau 13) a ét€ redosé par PCR
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quantitative et estimé a 77,7 ng/uL. Pour un amplicon de 397 pb, ceci représente tout
prés de 10" molécules dans un volume réactionnel de 50 pL. Pour reprendre une idée
de Kwok et Higuchi (1989), il est plus facile de réaliser l'importance de ce nombre en
imaginant le contenu du tube déversé dans une piscine de dimensions olympiques (50
%X 25 x 2m). On retrouverait finalement 4 molécules dans chaque pL d'eau du bassin.
Lors d'un aérosol" créé a l'ouverture d'un tel tube de PCR, une seule gouttelette d'un
diameétre de 10 microns (un demi-millioniéme de pL) contiendrait 100 000 molécules

éventuellement réamplifiables avec les mémes amorces.

Tel que mentionné précédemment (Résultats, 3.2.2), nous avons éprouvé en
cours de projet de trés sérieux problémes de contamination. Malgré des efforts intensifs
pour remédier a la situation (isolement physique, nouveaux réactifs, décontamination
des instruments par irradiation aux UV et traitement a I'hypochlorite de sodium), les
contréles ne contenant pas d ADN généraient sporadiquement de faux positifs. Les
mesures prises n'étaient donc pas totalement efficaces. Dans une telle situation, une
méthode de stérilisation pré-PCR, disponible sous forme de trousse (GeneAmp PCR
Carry-over Prevention Kit, Perkin-Elmer #808-0068), aurait peut-&tre grandement aidé
a solutionner le probléme. Basée sur les travaux de Longo et collaborateurs (1990),

cette méthode substitue des dUTP aux dTTP durant I'amplification, générant des

"Un aérosol peut voyager & plusieurs métres de la source et contenir des particules d'un
diamétre atteignant 20 microns (Encyclopaedia Britannica, 1986).
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amplicons différents de I'ADN original par la présence de ce nucléotide non
conventionnel. Ces produits de PCR, sources potenticlles de contamination
subséquente, sont éliminés par l'enzyme uracile-N-glycosylase (UNGase) qui excise
l'uracile et ne permet plus a ces brins de servir de matrice. L'enzyme est ajoutée au
cocktail de départ et, aprés une courte incubation a la température ambiante (excision),
la chaleur atteinte lors du premier cycle de PCR assure la dégradation rapide des brins
brisés et I'mactivation de la UNGase. Commence alors une nouvelle ronde de PCR, a
partir de 'ADN intact (échantillon), et générant de nouveaux amplicons contenant des
résidus uracile. La contamination verticale est ainsi éliminée d'une PCR a l'autre. Il est
intéressant de noter que la présence d'uracile dans les amplicons ne nuit pas aux
réactions dhybridation, de séquengage par didéoxy-NTP ou de clonage (en autant que
des bactéries ung soient utilisées). De plus, des enzymes de restriction telles EcoRI et

BamHI continuent d'étre opérantes (Sardelli, 1991).

2.3 Recommandations quant au contréle de qualité

Les activités diagnostiques imposent des contraintes de base incontournables:
idéalement, I'élimination totale des faux positifs et des faux négatifs, de méme que la
reproductibilité des résultats. Dans ce contexte, aussi séduisante soit-elle, I'utilisation
de la PCR pose donc des problémes majeurs; et, a défaut d'un controle de qualité

extrémement serré, vaudrait-t-il probablement mieux s'en tenir aux méthodes bien
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établies. Peu d'études ont été menées sur la performance de la PCR en diagnostic, mais
les données fournies par Hughes (1990), de méme que Noordhoek et collaborateurs
(1994), sont tout a fait éloquentes: dans les deux cas, des laboratoires hautement

spécialisés et crédibles ont failli 1'exercice imposé (Revue biblio., 6.5).

L'expérience acquise au cours de ce projet, et qui confirme de nombreuses
données en ce sens a travers la littérature, nous incite a proposer certaines mesures
essentielles en terme de contrile de qualité. Au départ, tout laboratoire utilisant la PCR
a des fins diagnostiques ou épidémiologiques devrait séparer ses opérations en trois
lieux physiques distincts. Une premiére zone serait destinée a la réception et 3 la
préparation des spécimens cliniques. Celle-ci pourrait aussi servir 4 l'extraction et a la
purification éventuelle de l'acide nucléique. Une seconde zone serait dévolue a la
préparation des cocktails pré-PCR et ne devrait en aucun cas servir a l'amplification
comme telle ou a I'étude des produits de PCR. La demiére zone serait réservée a
l'amplification et aux traitements post-PCR (e.g. électrophorése). Les tubes servant a
'amplification, solidement fermés, ne devraient jamais étre ouverts tant que la réaction
n'est pas complétée; a plus forte raison durant le processus méme d'amplification.
Naturellement, ces tubes ne devraient jamais revenir dans les deux premic€res zones.
Chacun de ces lieux physiques devrait étre équipé avec ses propres pipettes et jouir de
facilités d'entreposage distinctes. Afin de réduire les risques d'aérosols, I'emploi de

pipettes a déplacement positif, ou a tout le moins d'embouts ART (" Aerosol Resistant
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Tips"), devrait étre obligatoire avec toute solution contenant de 'ADN. Enfin, tous les
réactifs utilisés en PCR, particuliérement les amorces, devraient €tre répartis en
aliquotes afin de prévenir une contamination massive. Globalement, I'ensemble des
manipulations devrait &tre envisagé avec le méme soin et les mémes contraintes

qu'impose la stérilité en culture cellulaire (Yap et al., 1994).

De plus, il ne faut pas négliger l'importance des contrfles négatifs devant
accompagner toute réaction de PCR. Idéalement, un échantillon représentatif, connu
comme négatif certain, devrait accompagner l'ensemble des manipulations (de
I'extraction de l'acide nucléique a la PCR comme telle) afin de visualiser les
contaminations possibles dues a la préparation des spécimens. Plus important encore,
lors de I'assemblage des cocktails, une série de tubes contenant tous les réactifs de la
PCR, sauf 'ADN cible, devraient étre intercalés a intervale régulier (e.g. a tous les 10
échantillons). Ce systéme s'est révélé extrémement sensible pour détecter la présence
de contamination, car l'absence dADN exogéne permet I'amplification efficace de

séquences contaminantes, méme a 1'état de traces (Kwok, 1990).

La spécificité des résultats positifs devrait étre vérifiée, soit par hybridation du
produit de PCR (e.g. "Southern Blot"), soit par une seconde ronde de PCR utlisant des
amorces internes. Des tests de digestion enzymatique peuvent aussi étre envisagés si

la séquence le permet. Dans le cas de résultats négatifs, 1a situation est plus complexe.



202

D'abord, un témoin positif plutét faible, mais réguliérement amplifiable, devrait
accompagner chacune des réactions afin d'évaluer la qualité globale de 1a PCR. Tout
résultat négatif devrait étre répété au cas ou, par exemple, un inhibiteur sporadique
aurait empéché la réaction. La présence d'inhibiteurs systématiques liés au spécimen
clinique lui-méme peut étre visualisée par ajout de quantités connues et décroissantes
de témoin positif au cocktail de réaction de I'échantillon. Comme on le voit, le

processus est assez lourd.

Malgré toutes ces mesures, cependant, rien ne permet d'évaluer les fluctuations
d'efficacité de tube a tube et de pondérer les résultats intra et inter tests. Il n'existe, a
notre avis, qu'une seule fagon de véritablement contréler la qualité d'une réaction de
PCR: il faut ajouter a chaque tube une quantité connue de standard interne et évaluer
la réponse de l'échantillon en fonction de celle du standard. Cette démarche est
essentiellement celle empruntée par la PCR quantitative. Méme si le but ultime de cette
derniere est de quantifier le nombre de copies originales d'une séquence donnée dans
un échantillon particulier, il n'en demeure pas moins que de facto, le processus utilisé

assure une mesure de la qualité de la réaction.
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3. PCR QUANTITATIVE

3.1 Standard interne

Tel que nous l'avons congu, le standard interne devait idéalement répondre a
deux objectifs précis. Premiérement, 'ADN muté (site EcoRI transforme en site
BamH]I) devait servir a transfecter des cellules porcines afin de produire un virus mutant
utilisable comme contréle interne lors de toutes les étapes aboutissant a la PCR
quantitative. Deuxi¢mement, cette matrice devait se confondre avec le PPV sauvage

et présenter la méme efficacité lors de la PCR comme telle.

11 a été impossible de répondre au premier objectif. Suite aux nombreux essais
de transfection, 'ADN muté n'était repéré faiblement par PCR que dans les surnageants
de premiers passages cellulaires. Cette réponse provenait probablement d'une trace
d'inoculum et aucune activité virale n'était perceptible par HA ou ECP (Tableau 7). La
transformation du site de restriction se trouvait a muter, au niveau de la VP2 du PPV,
un acide glutamique en glycine et une phénylalanine en sérine (Figure 12). Ces deux
résidus occupaient les positions 260 et 261 de la séquence protéique (numérotation
selon Chapman et Rossmann, 1993) et se retrouveraient, sur la structure secondaire du
CPV, ala fin de la bulle entre les feuillets BF et PG (Figure 2). Prés de la surface
interne de la capside, cette bulle correspond au repliement serré entre les deux feuillets

B et se trouve tout prés de I'axe de symétrie d'ordre cing.
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Figure 12

Amorce mutagéne utilisée lors de la transformation du site EcoRI en site BamHI
L'acide glutamique "E" en position 260 est changé en glycine "G", et la phénylalanine
"F" en position 261 est transformée en sérine "S" (numérotation des acides aminés au
niveau de la VP2, selon Chapman et Rossmann, 1993). A noter que le remplacement
d'une phénylalanine par une sérine impose une modification importante de
I'hydrophobicité locale (+1,92 a -0,55).
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Les études de Chapman et Rossmann (1993 et 1995) ont démontré que cette
région, la deuxiéme plus conservée parmi les parvovirus étudiés, est associée a la
jonction des protoméres et a un domaine d'interactions ADN viral/capside. Des
mutations a ce niveau pourraient empécher l'assemblage des capsides et/ou
l'encapsidation de la progéniture virale. Récemment d'ailleurs, des modifications de
résidus impliqués dans la jonction des sous-unités pentamériques ont empéché la
formation de capsides et se sont révélées fatales a la réplication du CPV (Tresnan ef al.,
1995). 11 y a de fortes chances que la transformation du site EcoRI en site BamHI ait
détruit l'infectivité du PPV et empéché toute transfection. Un test de "sauvetage” ou,
par mutagénése dirigée, le site muté serait reconverti en site original pourrait

normalement vérifier 'hypothése.

Le deuxiéme objectif, quant a lui, n'a été que partiellement vérifié. Tel que
mentionné précédemment (Résultats, 3.4), standard interne (clones 11 ou 22) et ADN
de type sauvage (clones P17 et K5R12) étaient individuellement amplifiés avec une
efficacité équivalente. Par contre, il arrivait assez souvent que 'efficacité de la PCR
diminuait lorsque deux matrices étaient combinées a part égales. Dans ce cas,
I'amplification de I'ADN muté semblait étre plus particuliérement pénalisée. Dans un
article clé, Racymackers (1993) a analysé les fondements mathématiques de la PCR
quantitative et, a 'aide de simulations informatiques, a défini les limites de la stratégie.

De plus, l'auteur y suggérait des tests essentiels afin de vénifier si standard interne et
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ADN cible partageaient la méme efficacité. Etant donné les problémes de
quantification liés aux digestions enzymatiques, il n'a pas été possible d'appliquer les
exigences de Racymackers et de véritablement comparer les efficacités individuelles
lorsque les matrices étaient coamplifiées. Ainst, lors de 1a PCR quantitative appliquée
a une trentaine de cas cliniques, la compilation des absorbances obtenues suite a la
digestion par EcoRI (représentative de la quantité commune de standard interne)
présentait un coefficient de variation de 63%. De telles fluctuations de la réponse en
ELISA rendaient difficile une juste interprétation. Quoi qu'il en soit, on ne peut écarter
une interaction possible lors de la coamplification des deux types de matrices et seul un

systéme de discrimination fiable pourrait éclairer correctement la question.

3.2 Données supplémentaires quant a l'efficacité de la PCR

Les quelques tests mesurant I'efficacité de la PCR en regard de la quantité initiale
d'ADN, de méme qu'en fonction des premiers cycles d'amplification, soulévent des
questions intéressantes. Alors que dans le premier cas, la limite théorique de 2 était
atteinte lors de I'emploi d'une quantité minimum de matrice de départ, cette méme limite
était réguliérement outrepassée lors de réamplifications portant sur quelques cycles. 1l
n'est pas ¢tonnant que le maximum d'efficacité corresponde a un apport minimal d'ADN
de départ. Tel qu'évoqué précédemment (Revue biblio., 6.2 et 6.3), le processus

d'amplification n'est exponentiel que durant un certain nombre de cycles durant la PCR.
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Cette fenétre dépend essentiellement de la quantité initiale d’ADN: plus cette quantité
est grande et plus vite la réaction plafonne. Dans un tel cas, l'efficacité moyenne
demeure assez faible; alors que dans le cas contraire, la fenétre s'élargit et I'efficacité

moyenne tend & rejoindre la limite théorique.

Par contre, une efficacité dépassant la limite théorique de 2 contrevient a la
logique mathématique définie par la PCR. Bien siir, on ne peut nier le biais introduit
par la méthode de quantification utilisée: la mesure indirecte via une courbe standard
et la détection par ELISA, pour ne nommer que celles-la. Malgré tout, le phénoméne
était suffisamment apparent pour justifier une hypothése. Les tests de réamplification
portaient sur quelques cycles, entre 1 et 5, et se terminaient par une incubation finale
d'environ 10 min & 72°C afin d'assurer une €longation compléte de toutes les chaines.
La matrice de départ, tout comme les produits de PCR, correspondaient a des amplicons
de 397 pb. La température d'appariement de tels polynucléotides est évaluée au T,
moins 25°C, alors que celle des amorces correspond au T, moins 5°C (revue par
Tijssen, 1993). Dans le cas présent, les deux valeurs approchaient les 55°C. 1l est
possible que durant l'incubation finale, 1a matrice soit partiellement en fusion et que des
amorces réussissent a shybrider pour étre immédiatement allongées par 1a polymérase.
D'autant plus que la forte concentration de ces derniéres les favorise au détriment du
brin complémentaire. De cette fagon, une amplification additionnelle pourrait se
produire, Comme preuve, la répétition de ces tests avec des ADN plus longs, ayant un

T,, plus élevé, devrait ramener l'efficacité a l'intérieur de la limite théorique.
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3.3 Détection ELISA et digestions enzymatiques

Le systéme de détection en format ELISA développé au cours de ce projet
présentait de nombreux avantages. Premi¢érement, a la sensibilité de la PCR s'ajoutait
la spécificité de la sonde, ce qui est hautement souhaitable en terme de diagnostic. De
plus, la simplicité de la détection comme telle n'exigeait aucun ajout aux facilités
préexistantes dans le Service. Deuxiémement, et c'est 1 un point capital, la stratégie
employée assurait non seulement un contréle de la qualité de 1a PCR, mais aussi un
contrdle de la qualité de la détection elle-méme. L'égalité devant exister entre le signal
de la cupule "intacte” et la somme des signaux provenant des cupules soumises aux
restrictions enzymatiques permettait de déceler immédiatement une quelconque
anomalie du systéme utilisé. Enfin, il était possible de déterminer un "cut-off"
diagnostic en établissant, a I'aide du standard interne, une réponse minimale acceptable
tenant compte des limites de la détection, et d'utiliser cette valeur-seuil pour statuer sur
la positivité des échantillons (Tableau 13). A notre connaissance, il n'existe
présentement aucune application clinique de 1a PCR offrant un tel contréle de la qualité

et répondant parfaitement aux exigences du diagnostic.

Malheureusement, cette démarche reposait grandement sur la fiabilité¢ des
digestions enzymatiques, et celles-ci ont causé des problemes a plus d'un nivean. Au

départ, le fait d'utiliser un standard interne presqu'en tout point identique a I'ADN cible
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assurait a priori une efficacité commune des deux matrices, mais provoquait aussi
I'apparition d'hétéroduplex. En soi, ce phénoméne n'était pas dramatique puisque la
stratégie de détection permettait de le visualiser. De plus, la sensibilité de 'ELISA était
suffisante pour envisager une réamplification de quelques cycles afin de rétablir la
situation. Dans les faits, cependant, le probléme était plus complexe. Comme il arrivait
trés souvent que la somme des absorbances des cupules "digérées" dépasse celle de la
cupule "intacte", il devenait trés difficile de juger si la chose était due a la présence
d'hétéroduplex ou tout simplement a des digestions enzymatiques inefficaces. Pour
cette raison d'ailleurs, les digestions en plateau ont été abandonnées. Non seulement
devait-on utiliser de fortes concentrations d'enzymes, mais il semblait évident que les
digestions demeuraient partielles. Méme en admettant une inefficacité égale pour les
deux enzymes employées, la situation ne pouvait étre tolérée. Si la quantité de standard
interne était connue, celle de I'échantillon ne I'était pas; une digestion partielle pouvait
donc affecter les deux matrices de facon nettement différente et introduire un biais

inacceptable dans la quantification subséquente.

A l'inverse, lors de restrictions effectuées en microtubes a centrifugation, la
somme des absorbances de produits digérés était réguliérement inférieure a celle des
produits intacts. Cette "perte" d'ADN pouvait éventuellement s'expliquer de deux
fagons: par une activité non-spécifique des enzymes ("star activity"), ou par une

adsorption de 'ADN aux tubes de plastique. Des tests utilisant jusqu'a 20 U d'enzymes
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dans un volume de 100 pL n'ont démontré aucune activité "étoile” de la part de chacune
d'elles face a une matrice contenant le site de restriction inapproprié. D'autre part, des
amplicons non digérés, mais incubés de fagon identique aux produits digérés (tubes
Eppendorf placés a 37°C), ont continué de présenter une absorbance supérieure a la
somme des absorbances obtenues a partir des amplicons digérés. Il semble donc, et ceci
va dans le sens d'observations précitées (Discussion, 2.1), qu'il n'y ait pas d'adsorption
de 'ADN comme tel aux parois de polypropyléne des tubes utilisés. Par contre, il est
possible que la présence des enzymes, dans les tubes soumis a la restriction, permette
cette adsorption. Si I'enzyme reste plus ou moins associée a I'ADN, la nature protéique
de la premiére peut permettre une fixation an plastique. Des tests en ce sens (Stevenson
et al., 1994) ont démontré que plus de 50% d'une quantité¢ de RNase H était adsorbée
aux parois de tubes a microcentrifugation. L'ajout de Nonidet P-40 dans la solution
réduisait cette perte 3 moins de 3%. La méme remarque pourrait d'ailleurs €clairer
pourquoi, lors de digestions en plateau, la somme des absorbances des cupules soumises
aux enzymes était fréquemment supérieure a celle de la cupule "intacte”. En admettant
que I'enzyme reste associée a 'ADN coupé et qu'elle s'adsorbe aux parois de plastique
de la cupule, les trongons d'amplicons capturés deviendraient disponibles a I'hybridation
subséquente et fausseraient les résultats a la hausse. Nonobstant les problémes de
digestions partielles ou d'hétéroduplex, les digestions en plateau souffraient d'une
interférence particuliérement visible avec 1'emploi de BamHI. 11 est possible que cette

enzyme, en particulier, reste facilement associée a la matrice d ADN.
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L'ensemble des résultats obtenus par PCR compétitive suivie de quantification
par ELISA, sur une trentaine de cas du champ (Résultats, 4.3), résume assez bien la
situation. Méme si grosso modo le test permet de distinguer les échantillons positifs,
de nombreuses améliorations doivent étre apportées pour que cette PCR quantitative
puisse vraiment atteindre l'objectif de controle de la qualité. Les fluctuations inhérentes
a 'ELISA, et plus encore les aléas attribuables aux digestions enzymatiques, posent de
sérieux problémes. En fait, peut-étre vaudrait-il mieux abandonner l'idée d'une PCR
quantitative utilisant les restrictions enzymatiques pour distinguer les matrices. Nous
rejoignons en cela la position d'autres chercheurs (revue par Reischl et Kochanowski,

1995) et songeons plutdt a des solutions alternatives.

3.4 Alternatives possibles

Non seulement l'utilisation d'un standard interne offre-elle les meilleures chances
de quantification précise en regard de la PCR, mais elle représente surtout le moyen le
plus efficace pour juger de la qualité de la réaction. Aussi, maintenons-nous cette
approche quantitative. A défaut d'utiliser les enzymes de restriction, 'emploi de deux
sondes différentes pourrait servir a discriminer ADN cible et standard interne. Cette
stratégie impose cependant de nouvelles contraintes. Premiérement, une courbe
standard d'absorbance doit étre établie vis-a-vis un étalon quantifié, et ce pour chacune

des sondes; de sorte que le signal obtenu avec chacune d'elles puisse étre relativé. De
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plus, dans le cas qui nous intéresse, les deux matrices ne différent que par le site de
restriction modifié. 1l serait donc difficile d'assurer la spécificité de 1'hybridation en se

basant sur une différence de deux nucléotides.

Ces prémisses obligent donc a réviser la nature du standard inteme. Pour que
deux sondes puissent étre utilisées, il faut que le génome sauvage du PPV soit muté de
telle sorte qu'au moins une courte séquence permette une hybridation différentielle.
Une premiére stratégie pourrait consister a introduire une insertion dans le génome
sauvage du PPV; celle-ci aurait intérét a étre bréve pour ne pas défavoriser 'efficacité
du standard interne. D'ailleurs, plusieurs techniques ingénieuses utilisant la PCR ont
été décrites pour créer de telles insertions (Revue biblio., 7.1). Une seconde stratégie
consisterait a transformer une portion de la séquence originale du génome viral. La
mutagénése dirigée utilisée au cours de ce projet pourrait étre reprise pour créer une
séquence restreinte, différente de 'ADN cible, mais équivalente en terme de T,
(influence du "plus proche voisin"; revue par Tijssen, 1993). Ceci faciliterait
J'utilisation subséquente des deux sondes et uniformiserait éventuellement les réponses.
Cependant, dans les deux scénarios, le standard interne ainsi dessiné s'€loignerait de
I'ADN cible et des tests devraient étre faits afin de démontrer que les deux gabarits
partagent une efficacité commune (Raeymaekers, 1993). 11 faut se rappeler que plus les
deux matrices seront semblables, plus les efficacités seront identiques, mais plus

grandes seront les probabilités de créer des hétéroduplex. Avec l'emploi de sondes
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différentes, cependant, le probléme ne se pose pas vraiment puisque les amplicons sont
dénaturés et les hétéroduplex éliminés. D'un autre coté, des recherches ont démontré
que des standards internes partageant les mémes sites d'amorgage que ' ADN cible, mais
totalement différents quant a la séquence entre ces sites, présentaient une cinétique

d'amplification tout a fait similaire a la cible (Siebert et Larrick, 1993).

Par ailleurs, méme une stratégie de PCR quantitative ou les hétéroduplex ne
seraient pas €liminés pourrait étre envisageable. Le véritable probléme, dans ce cas,
tient au fait que ceux-ci ne sont pas facilement quantifiables, et que I'addition ou la
soustraction de cette inconnue ne faussera pas la quantification qu'a la condition que
standard interne et ADN cible soient présents dans un rapport 1:1. A partir du moment
ou la mesure des hétéroduplex devient possible, il est aisé de corriger les données
relatives a 'ADN cible et au standard interne en ajoutant & chacun la moitié de la valeur
obtenue avec ces derniers. Dans un article trés récent (1996), Hayward-Lester et
collaborateurs ont utilisé la chromatographie liquide haute performance (HPLC) pour
séparer et doser des produits de PCR quantitative utilisant un standard interne. Une
aliquote de 10 puL de produits de PCR était analysée en 6 minutes et générait 3 pics
(ADN cible, standard interne et hétéroduplex) isolés et individuellement quantifiés. Tel
que démontré par les auteurs, la séparation par HPLC pourrait devenir rapidement un
moyen particuliérement bien adapté a la quantification des produits de PCR.

L'utilisation de colonnes échangeuses d'anions permet une séparation de résolution au
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moins €quivalente aux plus fines résolutions obtenues par électrophorése. La
quantification se fait par intégration numérique des pics de densité optique a 260 nm
en sortie de colonne. Ce signal a I'avantage de présenter une bonne linéanté sur
plusieurs ordres de grandeur, tout en ayant une limite de sensibilité inférieure an
nanogramme. Elle ne nécessite aucun marquage particulier des amorces, ni de
procédure particuliére en cours d'amplification. De plus, comme la mesure est directe,
cette méthode est la seule a mesurer de maniére absolue des quantités d ADN. 1l n'est
donc plus nécessaire de reporter les résultats sur des courbes standards provenant
d'étalons connus. De surcroit, une chromatographic HPLC est facilement
automatisable, elle est rapide et permet, éventuellement, la récupération pour une
utilisation ultérieure des fragments aprés séparation. Autant d'avantages qui en
jJustifieraient l'investissement dans un laboratoire utilisant la PCR a des fins

diagnostiques.



CONCLUSION
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1 n'existe présentement aucun test pouvant discriminer les nombreuses souches
de PPV. Malgré des différences frappantes de pathogénicité, les méthodes usuelles de
diagnostic ne parviennent pas a distinguer antigéniquement les variants viraux. Aussi,
en 1'absence d'anticorps monoclonaux spécifiques, les connaissances acquises sur la
biologie moléculaire des PPV représentent-elles la seule alternative posssible en terme
de dépistage. La PCR différentielle développée au cours de ce projet permet, pour la
premiére fois, de distinguer rapidement les souches virulentes et avirulentes de PPV.
L'utilisation routiniére de ce nouvel outil diagnostic pourrrait éventuellement avoir des

retombées intéressantes a plusieurs niveaux.

Premiérement, une saine gestion des troupeaux exige une prévention efficace de
la maladie. Les données obtenues par PCR différentielle, utilisées conjointement a
celles du praticien sur le dossier "immunologique" des animaux, pourraient permettre
de juger de I'efficacité des vaccins présentement utilisés. Il n'est pas évident que les
souches atténuées ou inactivées de PPV avirulent protégent adéquatement des PPV
hautement virulents, telle la souche Kresse. Cette derniére peut tuer le foetus, méme
immunocompétent. Deuxiémement, les études épidémiologiques gagneraient en
fiabilité si le type de virus impliqué dans un épisode de PPV était clairement défini. On
raffinerait ainsi I'étiologie de la maladie. De plus, il serait intéressant de vérifier une
synergie possible entre d'autres pathogénes porcins et les différents types de PPV, en

regard des pathogénicités observées. Troisiémement, la PCR différentielle peut étre
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d'une aide précieuse pour suivre I'évolution du PPV. Chez les parvovirus antonomes,
de trés petites variations génomiques ou des mutations ponctuelles peuvent conduire a
des tropismes différents au niveau des tissus affectés ou méme de I'héte visé (Truyen
et Parrish, 1995), tout comme a des variations importantes de pathogénicité. Les
vaccins atténués ne sont d'ailleurs peut-étre pas étrangers a l'évolution virale et des
réarrangements génomiques entre souches vaccinales et sauvages sont aussi a considérer
(Revue biblio., section 5). Pour toutes ces raisons, le développement et l'utilisation
diagnostique d'outils moléculaires distinguant les souches de parvovirus représentent

siirement un investissement rentable (Parrish, 1995).

Dans l'immédiat, la mise au point de la PCR différentielle a eu des retombées
importantes pour le Service de diagnostic virologique. Elle a d'abord permis de
questionner la validité de la technique d'immunofluorescence en usage dans le Service,
amenant I'adoption de mesures correctrices. Elle a aussi défini une procédure simple
et rapide quant a la préparation des échantillons cliniques en vue de diagnostic par PCR.
Enfin, la PCR différentielle nous a permis d'identifier clairement la présence de PPV

pathogeéne dans un spécimen entérique provenant de porcs diarrhéiques.

D'une fagon plus large, le développement et la mise au point de la PCR
différentielle nous ont amené a confronter nos observations a celles de nombreux autres

chercheurs et 4 mieux définir les possibilités et limites de cette technologie en fonction
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d'un service de diagnostic. Une conclusion simposait d'elle-méme: les avantages
indéniables liés 4 la PCR sont directement proportionnels aux soins consacrés a son
controle de qualité. Différentes mesures, allant de l'aménagement physique du
laboratoire aux différents témoins devant accompagner chacune des réactions, ont été
abordées dans les chapitres précédents. Tous ces efforts visant & éliminer les faux
positifs et les faux négatifs, aussi valables soient-ils, doivent étre doublés d'une stratégie
assurant une mesure de la qualité de la réaction, si l'on veut obtenir un véritable

encadrement de la PCR.

Pour ce faire, nous avons opté pour un modele de PCR quantitative ou
I'échantillon et le standard interne ne différent que par un site de restriction et
compétitionnent donc pour les mémes amorces. Nous visions ainsi une efficacité
commune pour les deux matrices. Les retombées immédiates de cette stratégie furent
le développement d'une PCR "classique” efficace et d'un systéme de quantification de
I'ADN de format ELISA. L'exercice nous a aussi permis d'évaluer l'applicabilité d'une
discrimination des matrices basée sur les digestions enzymatiques. Méme si nous
devons rejeter cette option, nous maintenons la pertinence de 1'approche quantitative
comme mesure de contrfle de qualité de la PCR. Des alternatives a la restriction

enzymatique sont possibles et méritent une poursuite de la recherche.
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