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SOMMAIRE

Le circovirus porcin de type 2 (CVP2) est un petit virus 2 ADN circulaire simple
brin infectant les jeunes porcs. Découvert en 1997, il serait impliqué dans le
développement du syndrome de dépérissement multisystémique en post-sevrage
(SDMPS) chez le porc, affliction qui entraine des retards de croissance, ’émaciation, le
dépérissement et des problemes respiratoires chez les porcelets nouvellement sevrés. Le
syndrome engendre des pertes économiques importantes pour les producteurs de porcs
dans de nombreuses parties du globe. Cependant personne n’est encore parvenu a
contrdler la progression du syndrome, et son mode précis de transmission ainsi que les
facteurs précis qui provoquent ’apparition des symptdmes sont encore inconnus.
L’objectif de ce projet était de cloner ’ORF2 du CVP2 dans un vecteur d’expression
eucaryote afin de produire une protéine de nucléocapside virale recombinante permettant
d’identifier les épitopes principaux du virus et de mettre au point un test de diagnostic

fiable et sensible pour la détection sérologique du virus.

La séquence de ’ORF2 du virus a ét¢ amplifiée par PCR et clonée dans un vecteur
d’expression eucaryote de type pCEPS5 pour produire le plasmide pCEP5-6H-ORF2. Des
cellules de type HEK 293 ont été transfectées avec le plasmide et I’expression de la
protéine a été confirmée par immunofluorescence et par immunobuvardage. La protéine
de la nucléocapside recombinante porte une séquence polyhistidine ce qui a permis de la

purifier par chromatographie d’affinité sur colonne.

Les cellules transfectées avec le plasmide et exprimant la nucléocapside
recombinante ont été utilisées pour mettre au point un nouveau test diagnostique par
immunofluorescence indirecte permettant la détection de trés petites quantités d’anticorps
dirigés contre le CVP2 dans le sérum des porcs. La sensibilité du test a été vérifiée par
I’analyse de 44 sérums de champs de porcs provenant de fermes porcines touchées par le
CVP2. Les résultats ont été comparés avec le test de diagnostic classique utilisant des
cellules PKA infectées par le CVP2, ce qui a confirmé que le test avec les cellules

transfectées permettant la détection d’un plus grand nombre d’animaux positifs.



il

Afin de déterminer si la seule infection au CVP2 est suffisante pour induire
I’apparition du SDMPS chez les porcs, de caractériser la réponse sérologique des porcs a
cette infection et d’obtenir des stocks de sérum contenant des anticorps polyclonaux
contre le virus, un groupe de quatre porcelets dgés de cing semaines ont été infectés avec
du CVP2 concentré et purifié. Deux porcelets ont été gardés comme témoins négatifs.
Des anticorps contre le CVP2 sont apparus chez les porcs infectés environ une semaine
post-infection, ainsi que chez les porcs témoins environ deux semaines aprés I’infection
initiale. Chez les deux groupes de porcelets les concentrations d’anticorps dans le sérum
ont été 3 leur maximum entre les 5° et 6° semaines, et ont par la suite légérement
diminuées pour atteindre un plateau jusqu’au sacrifice des animaux au 74° jour de
I’expérience. Des symptomes trés légers du SDMPS ont été observés chez les animaux
mais se sont résorbés avant la fin de I’expérience. Les organes des animaux sacrifiés ne

portaient aucune trace des lésions caractéristiques du SDMPS.

Des anticorps monoclonaux dirigés spécifiquement contre la nucléocapside virale
ont été produits en immunisant des souris Balb/c avec du CVP2 concentré et purifié. La
souris ayant réagit le plus fortement aprés six injections a été sacrifiée et ses splénocytes
ont été fusionnés avec des cellules Sp2/0 et mis en culture. Les hybridomes ont été criblés
par ELISA, immunobuvardage et par immunofluorescence . Six anticorps monoclonaux

dirigés spécifiquement contre la nucléocapside ont été obtenus.

La séquence d’acides aminés de I'ORF2 a été analysée par ordinateur afin
d’identifier trois régions de la protéine susceptibles de porter des épitopes majeurs. Les
régions N-terminale, interne et C-terminale ont été amplifiées par PCR et clonées dans le
vecteur pCEPS5. Des cellules HEK 293 ont par la suite été transfectées avec chacun des
trois plasmides et I’expression de chacun des fragments de la protéine a été observée par
immunofluorescence. Seul le fragment C-terminal de la nucléocapside a réagit avec des

anticorps polyclonaux spécifiques au CVP2.
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INTRODUCTION

Parmi toutes les activités commerciales liées au domaine de I’agriculture,
I’élevage des porcs est 1’une des plus profitables, avec un impact économique de plusieurs
milliards de dollars annuellement a ’échelle de la planéte. Au cours des derniéres
décennies, I’industrie a cherché & augmenter la rentabilité, ’efficacité et la productivité
des fermes porcines, ce qui a mené 2 la prolifération d’immenses fermes regroupant une
quantité astronomique d’animaux dans un espace restreint. Ces modifications aux
techniques d’élevage ont favorisé I’apparition de plusieurs nouvelles maladies porcines,
engendrées par des pathogénes qui se transmettent facilement entre les animaux d’une

méme ferme.

Vers 1991, les vétérinaires E. Clark et J. Harding ont documenté les cas de jeunes
porcs 4gés de deux a trois mois souffrant de symptdmes apparentés 4 ceux causés par la
fievre porcine dans des fermes de I’Ouest Canadien. De plus, ces animaux souffraient de
dépérissement généralisé, et de problemes respiratoires. La cause de cet état n’a pas €té
identifiée. Quelques années plus tard, cette maladie a resurgi dans des élevages porcins en
Amérique du Nord, en Europe et en Asie, ce qui a suscité beaucoup d’intérét chez les
chercheurs, qui ont baptisé I’affliction sous le nom de Syndrome de dépérissement en
post-sevrage des porcs (SDMPS). Les porcelets atteints du SDMPS présentent
soudainement un état léthargique associé a de I’anorexie et de I’hyperthermie. Ils
apparaissent péles et développent des difficultés respiratoires. Les animaux présentent un
aspect triste, une ligne du dos prononcée et des flancs creux. A I’examen post-mortem, on
peut discerner la présence de plusieurs lésions caractéristiques au niveau des poumons, du
foie, et en particulier dans les tissus lymphatiques. C’est & partir de ces mémes 1ésions
que des chercheurs sont parvenus en 1998 & isoler un virus apparenté¢ au Circovirus

porcin, qui est maintenant désigne sous le nom de Circovirus Porcin de type 2 (CVP2).

Les circovirus porcins forment une famille de trés petits virus non enveloppés,
caractérisés par la faible taille de leur génome et des virions, qui ne mesurent que 17 nm

de diamétre. Ils possédent un génome & ADN circulaire ambisens d’environ 1,7 kb



comportant deux ORFs majeurs, codant pour une réplicase ainsi que la capside virale. Le
premier membre de la famille, aujourd’hui appelé Circovirus Porcine de type 1 (CVP1),
fut découvert en 1974 en tant que contaminant d’une lignée de cellules de rein de porc.
De plus amples analyses ont révélé que 1’infection par le CVP1 était endémique chez les
porcs de plusieurs pays. Cependant les animaux infectés ne souffraient d’aucun mal
apparent, et des infections expérimentales de porcs sains avec le virus ne réussirent pas a
induire de maladie. Il a alors été conclu que le virus était non pathogéne. Toutefois, la

découverte en 1998 du CVP2 a relancé la recherche sur les circovirus.

Le séquencage du CV2 a révélé que ce dernier ne posséde qu’environ 68 a 76%
d’homologie avec le CVP1. On a observé 82 a 85% d’homologie au niveau de I’'ORF1,
qui code pour la réplicase, et seulement 66% d’homologie pour ’ORF2. Les différences
importantes dans la séquence de I’ORF2 pourraient aider les chercheurs a identifier la
région responsable de la pathogénicité du CVP2. D’autres études ont confirmé
I’importance de ces différences en déterminant que la capside virale codée par I’ORF2 est
la protéine qui porte les épitopes principaux reconnus par les anticorps des porcs infectés

par le CVP2.



OBJECTIFS

Les nouvelles découvertes concernant I’importance possible de I’ORF2 du CVP2
dans la pathogénie du SDMPS ont conduit & I’élaboration d’un projet de recherche visant
3 mieux définir le role de ’ORF2. Dans le cadre de ce projet de recherche, plusieurs
objectifs avaient été fixés. Le premier objectif consistait a cloner le géne de I’ORF2 du
CVP2 dans un vecteur d’expression eucaryote, ainsi que d’exprimer la protéine
recombinante et d’obtenir un stock purifié de la capside virale. Cette démarche permet de
réaliser trois choses. L’utilisation d’un vecteur d’expression permettra de facilement
obtenir une grande quantité de la capside virale, ce qui est problématique en temps
normal avec le CVP2 en raison de son faible niveau de réplication in vitro. De plus, la
protéine recombinante sera utilisée pour mettre au point des tests de détection par
immunofluorescence, ELISA ou immunobuvardage de type Western spécifiques au
CVP2. Finalement, la protéine recombinante peut étre utilisée pour immuniser des

animaux et étudier leur réaction contre la capside seule.

Le deuxiéme objectif du projet était d’étudier I’immunogénicité du CVP2 chez les
porcelets, par le biais d’infections expérimentales des animaux avec le virus purifié. Ceci
permet de mesurer la réponse humorale des porcelets aprés I'infection par le virus,
d’observer et de décrire ’apparition des signes cliniques de la maladie, ainsi que de
vérifier la présence des lésions macroscopiques et microscopiques du SDMPS lors d’un

examen post-mortem.

Le troisiéme objectif était de produire des anticorps monoclonaux dirigés
spécifiquement contre la protéine de la capside virale du CVP2. Les anticorps
monoclonaux permettront I’étude de la topographie de la capside, qui constitue la

derniére étape du projet.

Ce quatriéme objectif, ’étude de la topographie des épitopes de la capside,
nécessite la production de plusieurs plasmides contenant différentes régions tronquées de

la séquence de PORF2 du CVP2. L’expression des protéines de capside tronquées sera



visualisée a 1’aide des anticorps monoclonaux produits précédemment, et servira a

identifier les régions portant les épitopes majeurs reconnus par les anticorps.

Le but visé par ’ensemble de ce projet de recherche est ’avancement des
connaissances sur le role de ’ORF2 du CVP2 dans le développement du SDMPS, la mise
au point d’outils de diagnostic sérologique du CVP2 peux cofiteux, rapides, sensibles et
spécifiques basés sur I’ORF2, ainsi que I’identification d’épitopes qui pourraient

éventuellement étre utilisés pour le développement d’un vaccin contre le CVP2.
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1. Historique

La toute premiére description d’un circovirus remonte a 1974, lorsque Tischer a
isolé et décrit une particule virale contaminant la lignée de cellules de rein de porc PK-15
(Tischer et al., 1974). Le virus a tout d’abord été comparé aux Picornaviridae en raison
de l1a faible taille des virions, mais des études plus poussées dans les années suivantes ont
permis de déterminer qu’il s’agissait d’un nouveau virus 3 ADN comportant un trés petit
génome circulaire (Tischer e al., 1982). C’est en raison de cette organisation génomique
que le nouveau virus a été baptisé Circovirus Porcin (CVP) et assigné & la nouvelle
famille des Circoviridae (Lukert et al., 1995). A I’époque de sa découverte, le CVP était

le plus petit virus animal connu (Todd ef al.,2001a).

La mise au point d’une méthode de propagation du virus efficace (Tischer et al.,
1987) a permis d’élaborer les premiers tests permettant de détecter la présence d’anticorps
au CVP dans le sérum des porcs. Ces tests ont révélé la présence d’anticorps dirigés
contre le CVP chez 77 a 95% des porcs analysés lors de I’étude (Tischer ef al., 1986).
Aucun des animaux n’était malade et aucun symptome n’était apparent, mémes chez ceux
qui possédaient un titre élevé d’anticorps contre le CVP. L’infection expérimentale de
porcs avec du CVP purifié (Tischer ef al., 1986; Allan et al., 1995) a engendré la
production d’anticorps spécifiques et de virémie chez les animaux, mais aucun de ceux-ci
n’ont développé des symptdmes de maladie. D’autres études épidémiologiques ont
confirmé ces premiéres observations (Dulac et Afshar, 1989), et les chercheurs ont conclu

que le CVP ne causait pas de maladie chez le porc.

L’isolation en 1997 d’un nouveau variant du CVP (Nayar et al., 1997; Allan et al.,
1998a; Allan et al., 1998b; Ellis et al., 1998) chez des porcelets atteints du syndrome de
dépérissement multisystémique en post-sevrage (SDMPS) a contribué a raviver I’intérét
scientifique pour les circovirus. Le séquencage du nouvel isolat (Ellis et al., 1998; Hamel

et al., 1998) a confirmé qu’il s’agissait d’un virus distinct du CVP déja connu. Le CVP



associé au SDMPS a été désigné CVP2, tandis que le CVP non pathogéne a été renommé
CVPI. Plusieurs études ont depuis tenté de caractériser le fonctionnement des CVP ainsi

que de définir la relation entre le CVP2 et le SDMPS (Pasick, 2002).

2. Structure des circovirus
2.1. Caractéristiques morphologiques

Les circovirus porcins sont de petits virus non enveloppés (Tischer et al., 1982)
présentant une conformation en forme d’icosaédre. Les virions possédent un diameétre
évalué de 16,8 a 20,7 nm, et ne portent aucune structure évidente a leur surface (Todd et
al., 1991). La petite taille des virions du CVP en fait encore aujourd’hui le plus petit virus
infectant les mammifeéres capable se répliquer de fagon autonome (Mankertz ef al., 1997,
Niagro et al., 1998). Les virions du CVP2, tels qu’observés en microscopie électronique

(figure 1), sont en tout point identiques a ceux du CVP1.

2.2. Caractéristiques physico-chimiques

Le CVP posséde un gradient de densité dans le CsCl de 1,36-1,38 g/ml ainsi qu’un
coefficient de sédimentation de 57S (Allan et al., 1994c). Le virus ne posséde pas
d’activité hémmaglutinante sur les érythrocytes de plusieurs espéces mammiféres
(Spillane et al., 1998). L’infectivit¢ du CVP2 n’est pas affectée par des traitements au
chloroforme ou a I’éther. Il conserve encore ses propriétés infectieuses aprés une
exposition & un pH de 3 ou aprés une incubation 4 70°C pendant 15 minutes (Allan et al.,
1994c). Le virus peut aussi résister a plusieurs désinfectants commerciaux a base de
chlorhexidinine, de formaldéhyde, d’iode ou d’alcool. Cependant, les désinfectants
contenant comme agent actif du phénol, des ammoniums quaternaires, de ’hydroxyde de
sodium ou des agents oxydants peuvent inactiver le CVP2 lorsqu’ils sont utilisés

adéquatement (Royer et al., 2001).



Figure 1. Micrographie électronique des particules virales du CVP2.

Les capsides virales purifiées ont été photographiées & un grossissement d’environ
300,000x. Leur diamétre réel est de 18,8 a 20,7 nm. Photo réalisée par Robert Alain
(Service de MET de I'[AF).




2.3. Organisation génomique

L’organisation génomique des CVP est particulicrement remarquable pour deux
raisons. Il constitue le premier virus animal composé d’une seule molécule circulaire
d’ADN simple brin & avoir été découvert (Tischer ef al., 1982; Todd, 2000). De plus, la
faible taille de son génome en fait I’un des plus petits virus capables d’infecter des

vertébrés (Allan et Ellis, 2000).

L’isolation d’ADN viral du circovirus a partir de feuillets cellulaires infectés a
permis de démontrer que des formes alternatives du virus étaient présentes in vivo lors de
Iinfection. Ces deux formes sont composées d’ADN double brin (dsDNA) relaxé et
surenroulé, respectivement. II a été proposé que ces formes dsDNA jouent le rdle
d’intermédiaires dans la réplication du virus (Tischer et Buhk, 1988). Cette théorie
s’appuie sur le fait que des séquences de polyadénylation ont été retrouvées sur les deux
brins, mais que seul le brin de sens positif (+) est présent dans les virions encapsidés
(Meehan et al., 1997). Ainsi, les deux brins de la forme intermédiaire de réplication (RF)
possédent la capacité de coder pour des protéines virales, ce qui signifie que le génome

des CVP est ambisens.

Le génome des deux types de circovirus a ét¢ séquencé (figures 2 et 3). Le CVP1
et le CVP2 comportent 1759 (Meehan et al., 1997) et 1768 nucléotides (nt) (Allan et al.,
1998a; Hamel ef al., 1998) respectivement et possédent des taux d’homologie de 68-76%
entre eux (Hamel et al., 1998; Morozov e al., 1998). Il y a toutefois peu de variation
entre les différentes souches d’une méme espéce, qui ont un taux d’homologie supérieur a
96% entre-elles dans le cas du CVP2 (Mechan ef al., 1998). Les circovirus possédent un
génome trés compact, qui ne comporte aucune région non codante. Des analyses
informatiques du génome du CVP2 ont révélé la présence de 6 ORFs potentiels codant
pour des protéines d’une taille théorique de plus de 5 kDa (figure 4) (Hamel et al., 1998).
Les régions les plus étudiées jusqu’a présent sont celles qui correspondent a I’origine de

réplication, 4 ’ORF1 et a ’'ORF2 (tableau 1).



11 est & noter que toutes les études portant sur I’origine de réplication et I’ORF1
des CVP se sont limitées au CVP1 seulement, tandis que I’essentiel de nos connaissances
sur ’ORF2 provient de I’étude du CVP2. Cependant, les indications présentes nous
portent a croire que les deux virus partagent un mode de réplication identique, tandis que
les particularités de I’ORF2 du CVP2 seraient responsables des différences au niveau de

la pathogénicité des virus (Fenaux ef al., 2003; Mankertz et al., 2003).
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accagcgcac
aagcggcccyg
gaaaaacaaa
aggtttggaa
gacttttaac
aaccgaccag
agctccgcgg
gacggggtct

cgggctggcet
tgtacacgtc

tgagcctagc
agaagaagtt
actgtgtgac
ccgcagtatt
cccagctgta
agaacaatcc
tttcccatat
tttatttatt
ttaccacata
cgacattggt
accaatcaat
agggctgcct
tggagggggt
tagaggtgat
ggaaaggtag
atctgaggtg
attctgtaga
tgaaggcggyg
ggcgggtect
agtgcgctgce

ttcggcagcg
caaccccata
atacgggagc
gagggtagaa
aaggtgaagt
cagaataaag
aaccagggga
ttggtgactg
gaacttttga
atagtgggcc
gacacctact
gttgttttgg
cggtatccat
ttgattacca
gaagctctct
acggaggtac
aaaataaatt
tagagggtct
attttgggct
gtgggtattt
tgtttggtcc
tatggtgtgyg
tacaaagttg
ggggtctctg

gggtaggggyg
gttaacatgc

aaggcggcaa
gtgtgccaaa
tcttctgcgg
tgtagtatt

gcagcacctc
agaggtgggt
ttccaatctc
ctcctcacct
ggtattttgg
aatactgcag
agcgcagcga
tagccgagca
aagtgagcgg
cgcccggttyg
ggaagcctag
atgattttta
tgactgtaga
gcaatcaggc
atcggaggat
ccgaaggccg
actgagtctt
tttaggataa
gtggctgcat
aaatggagcc
agctcaggtt
cgggaggagt
gcatccaaga
gggtaaaatt
ttggtgccgce
caagatggct
ttgaagatac
tatggtcttc
taacgcctcc

Figure 2. Séquence nucléotidique du CVP1.

ggcagcgtca
gttcaccctt
cctttttgat
ccaggggttt
tgcccgcetgce
taaagaaggc
cctgtctact
gttccctgta
gaagatgcag
tgggaagagc
tagaaataag
tggctggtta
gactaaaggg
cccccaggaa
tactactttg
atttgaagca
ttttgttatc
attctctgaa
tttggagcgc
acagctggtt
tgggggtgaa
agttaatata
taacaacagt
catatttagc
ctgagggggyg
gcgagaatcc
ccgtctttceg
tccggaggat
ttggccacgt

gtgaaaatgc
aataatcctt
tattttgttt
gcgaattttg
cacatcgaga
cacatactta
gctgtgagta
acgtatgtga
cagcgtgatt
cagtgggccc
tggtgggatg
ccttgggatg
ggtactgttc
tggtactcct
caattttgga
gtggacccac
acatcgtaat
ttgtacataa
atagccgagg
tcttttatta
gtacctggag
ggggtcatag
ggacccaaca
ctttctaata
gaggaactgg
tccttttatg
gcgccatctg
gtttccaaga
catecctataa
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caagcaagaa
ccgaggagga
gcggagagga
ctaagaagca
aagcgaaagg
tcgagtgtgg
cccttttgga
gaaatttccg
ggaagacagc
gtaattttgce
gatatcatgg
atctactgag
cttttttggce
caactgctgt
agactgctgg
cctgtgccect
ggtttttatt
atagtcagcc
cctgtgtgcet
tttgggtgga
tggtaggtaa
gccaagttgg
cctctttcecct
cggtagtatt
ccgatgttga
gtgagtacaa
taacggtttc
tggctgcggyg
aagtgaaaga

(Genbank no AY184287). La séquence correspondant a I’ORF1 est en rose, tandis que la

séquence correspondant a ’ORF2 est en orange.
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1021
1081
1141
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1441
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1561
1621
1681
1741

accagcgcac
agaagaatgg
cttccgaaga
ttgttggcga
ttgtgaagaa
agaaagccaa
ttattgaatg
gtaccttgtt
tcagaaattt
attggaagac
ctgctaattt
atggttacca
atgatctact
tacctttttt
cctcaactgc
ggaagaatgc
catgccctga
ttttattatt
catacatggt
cgaggcctac
tgttatttgg
gggagtggta
cataggttag
ccactcccect
ttattctgta
agtcgtcaag
ccttgacagt
tccaacggta
gatggctgceyg
aaaacgaaag

ttcggcagcg
aagaagcgga
cgagcgcaag
ggagggtaat
gcaaactttt
aggaactgat
tggagctcct
ggagagcggg
ccgegggcetg
caatgtacac
tgcagacccg
tggtgaagaa
gagactgtgt
ggcccgcagt
tgtcccagct
tacagaacaa
atttccatat
catttagggt
tacacggata
gtggtccaca
ttggaagtaa
ggagaagggt
ggctgtggcc
atcgcecctgg
gtattcaaag
tgtaaatctc
atatccgaag
gcggtggcgyg
ggggcggtgt
aagtgcgctg

gcagcacctc
ccccaaccac
aaaatacggg
gaggaaggac
aataaagtga
cagcagaata
cgatctcaag
agtctggtga
gctgaacttt
gtcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatc
attctgatta
gtagaagctc
tccacggagg
gaaataaatt
ttaagtgggyg
ttgtagtcct
tttctagagg
tcaatagtgg
tgggggattg
tttgttacaa
gtgatggggg
ggtagagaga
atcatgtcca
gtgcgggaga
gggtggacga
cttcttctgce
taagtatt

ggcagcacct
ataaaaggtg
agctcccaat
gaacacctca
agtggtattt
aagaatattg
gacaacggag
ccgttgcaga
tgaaagtgag
ggccacctgg
actggaaacc
ttgatgactt
cattgactgt
ccagcaatca
tctatcggag
aagggggcca
actgagtett
ggtctttaag
ggtcgtattt
tttgtagcct
agtcaagaac
tatggcggga
agttatcatc
agcagggcca
ttttgttggt
ctgcccagga
ggcgggtgtt
gccaggggcyg
ggtaacgcct

cagcagcaac
ggtgttcacg
ctcecctattt
cctccagggg
gggtgcecege
cagtaaagaa
tgacctgtct
gcagcaccct
cgggaaaatg
gtgtggtaaa
acctagaaac
ttatggctgg
agagactaaa
gaccccgttyg
gattacttcc
gttcgtcacc
ttttatcact
attaaattct
actgttttcg
cagccaaagc
aggtttgggt
ggagtagttt
tagaataaca
gaattcaacc
ccccectcecce
gggcgttctg
gaagatgcca
gcggcggagy
ccttggatac

Figure 3. Séquence nucléotidique du CVP2, souche IAF-2897.

(Genbank no. AF408635).La séquence correspondant a ’ORF1 est en rose, tandis que la

séquence correspondant a I’ORF2 est en orange.

atgcccagca
ctgaataatc
gattatttta
ttcgctaatt
tgccacatcg
ggcaacttac
actgctgtga
gtaacgtttg
cagaagcgtg
agcaaatggg
aagtggtggg
ctgccgtggg
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatttt
ctttcccccece
tcgtaatggt
ctgaattgta
aacgcagtgc
tgattccttt
gtgaagtaac
acatatgggt
gcagtggagc
ttaacctttc
gggggaacaa
actgtggtag
tttttectte
atctggccaa
gtcatagetyg
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Figure 4. Organisation génomique du CVP2.

Tableau 1. Caractéristiques des principales régions génomiques du CVP2.

Région Brin Position (nt) Taille (nt) Protéine (kDa)
ORF1 \" 51-995 945 35,8

ORF2 C 1735-1034 702 27,8

ORF3 C 671-357 315 11,9

ORF4 C 565-386 180 6,5

ORF5 \" 1016-1177 162 6,2

ORF6 C 1611-1530 82 2,8

ORI \ 1730-091 120 —

ORF - Cadre de lecture ouvert ; ORI : Origine de réplication ; V : Brin viral ; C : Brin

complémentaire ; Protéine : Taille théorique de la protéine attendue. Tableau adapté a
partir de (Hamel et al., 1998).
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2.3.1. Origine de réplication

L’origine de réplication du CVP1 a été séquencee, et serait localisée dans la région
comprenant les nucléotides 1730 a 071 (Mankertz et al., 1997). Elle est composée de
plusieurs éléments dont certains partagent de fortes homologies avec 1’origine de
réplication des Géminivirus. Elle comporte deux régions de neuf nucléotides se
complémentant et formant la tige d’une structure en téte d’épingle & cheveux (« hairpin
loop »). A I’apex de la structure, on retrouve une série de neuf nucléotides trés conserves
formant la région d’initiation de la réplication du virus. Toute mutation & cet endroit
empéche la réplication. Des études plus poussées ont révélé la présence de quatre régions
répétées de cinq nucléotides situées en aval de la région en téte d’épingle (figure 5). Ces

motifs serviraient de sites de liaison pour les réplicases du virus (Steinfeldt et al., 2001).

2.3.2. ORF1

L’ORF1, avec ses 945 nt localisés au début du brin positif du virus (51-995),
constitue le géne 2 la taille la plus importante du virus. Cette séquence est trés conservée
chez les deux espéces de circovirus, avec un taux d’homologie d’environ 82 a 85%
(Hamel et al., 1998; Morozov ef al., 1998; Mankertz et al., 20002). La comparaison avec
des séquences nucléotidiques d’autres virus a révélé que le géne de 'ORF1 partage des
caractéristiques des protéines réplicases (Rep) du beak and feather disease virus (BFDV)
et des géminivirus (Niagro et al., 1998). Des études plus poussées ont confirmé que la
protéine de 312 aa codée par ’ORF1 du CVP1 était essentielle  la réplication du virus
(Mankertz et al., 1998a). L’analyse des produits de transcription a révélé la présence de
deux protéines codées a partir du gene via un épissage alternatif (Mankertz et
Hillenbrand, 2001) (figure 6); les protéines Rep et Rep’ se lient toutes deux a I’origine de
réplication pour initier la réplication par cercle roulant. Chez le CVPI, elles sont toutes
deux sous le contrdle d’un promoteur Pr;, situé dans une région de 166 b localisée des

nucléotides 1621 a 028 (Mankertz et Hillenbrand, 2002), en bordure de lorigine de

réplication.
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Origine de réplication

Figure 5. Promoteurs et origine de réplication du CVP2. Image adaptée de (Mankertz et
al., 1997; Mankertz et Hillenbrand, 2002).
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Figure 6. Epissage alternatif des protéines Rep du CVP1. Données tirées de (Mankertz et
Hillenbrand, 2001).
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2.3.3. ORF2

L’ORF?2 du CVP constitue le deuxiéme géne en importance du virus et est orienté
dans le sens inverse de ’ORF1. Chez le CVP2, le géne est situé des nucléotides 1735 a
1034 et posséde une taille de 702 bases, codant pour une protéine de 233 aa avec une
masse théorique de 27,8 kDa. La séquence de ’ORF?2 differe de fagon significative chez
le CVP2 par rapport au CVP1, et les deux virus ne possédent qu’un taux d’homologie de
66% au niveau de cette région (Hamel ef al., 1998; Morozov et al., 1998). Chez le CVP1,
]a transcription est régulée par le promoteur Peap, situé dans la région des nucléotides 560
4 484, qui est localisée & I’intérieur de la séquence codant pour I’ORF1, mais dans le sens
inverse (Mankertz et Hillenbrand, 2002). L’analyse des ARN messagers synthétisés par le
CVP révéle que ’ORF?2 est le produit de transcription le plus abondant lors d’infections
par le CVP1 (Mankertz et al., 1998b) autant que pour le CVP2 (Cheung, 2003).

Malgré les similarités entre la séquence de I’ORF2 et celle de la protéine
structurale du CAV, le role de celle-ci demeura inconnu pendant plusieurs années
(Meehan et al., 1998; Allan et Ellis, 2000). Afin de déterminer le rdle exact de la protéine
codée par ’ORF2, le géne fut amplifié par PCR 4 partir de ’ADN du CVP2, et cloné
dans un vecteur de transfert. Ce dernier fut utilisé pour produire un baculovirus
recombinant exprimant le géne de ’ORF2. Ce baculovirus recombinant fut utilisé pour
infecter des cellules d’insectes de la lignée Sf9 (Spodoptera frugiperda). La présence
dans le lysat des cellules infectées d’une protéine de 30 kDa a été confirmée par SDS-
PAGE et par immunobuvardage de type Western a 1’aide de sérum polyclonal de lapin
anti-CVP2. La protéine fut récupérée a partir du lysat de cellules infectées, par
ultracentrifugation sur un gradient de chlorure de césium. La visualisation de cette
protéine concentrée et purifiée par microscopie électronique a révélé que celle-ci sauto-
assemblait en capsides virales vides (Nawagitgul ef al., 2000). Cette expérience a permit
de confirmer que I’ORF2 code pour une protéine d’environ 30 kDa qui constitue la
protéine structurale principale du circovirus. Ce résultat a été réaffirmé par d’autres
travaux. Une équipe est subséquemment parvenue a exprimer ’ORF2 comme protéine de

fusion avec une séquence polyhistidine chez la bactérie E. coli (Liu et al., 2001b). La
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protéine a pu étre purifiée par colonne d’affinité et caractérisée par immunobuvardage et
immunoprécipitation, ce qui a révélé qu’elle réagissait de fagon spécifique avec le sérum

de ports atteints du SDMPS.

Jusqu’a maintenant, peu d’études ont été rapportées spécifiquement sur les
propriétés immunologiques de I’ORF2. Une équipe en particulier a tenté de comparer les
différents épitopes présents sur I’'ORF2 du CVP1 et du CVP2 (Mahe et al., 2000). IIs ont
cloné ’ORF2 du CVP2 dans un plasmide pcDNA3.1 avec lequel ils ont immunisé des
porcs. Ils ont par la suite prélevé le sérum des porcs pour obtenir des anticorps
polyclonaux spécifiques 2 ’ORF2 du CVP2. Ils ont utilisé ce sérum pour réaliser un test
d’immunoperoxydase (IPA) sur des cellules de porc transfectées en paralléle avec ’ADN
du CVP1 ou du CVP2. Ils ont observé que les anticorps spécifiques a8 I’'ORF2 du CVP2
réagissait fortement avec les cellules transfectées avec le CVP2, mais pas du tout avec les
cellules transfectées avec le CVP1. Ceci permet d’établir que la nucléocapside virale
codée par I’ORF2 porte les épitopes principaux reconnus par les anticorps retrouvés dans
le sérum des animaux infectés par le virus (Nawagitgul er al., 2000; Pogranichnyy et al.,
2000), mais que ces épitopes différent entre le CVP1 et le CVP2. Ces résultats justifient
Iutilisation de la séquence de ’ORF2 pour 1’élaboration de tests de diagnostic par PCR
multiplex permettant de distinguer entre les deux virus (Larochelle et al., 1999a;

Ouardani ef al., 1999).

L’équipe ayant réalisé le travail précédent a tenté d’identifier les épitopes précis
de ’ORF2 qui sont reconnus par les anticorps de porcs via une analyse PEPSCAN. La
technique consiste & synthétiser in vitro une série de peptides se chevauchant entre eux et
correspondant & la séquence d’acides aminés (aa) de la protéine. Les peptides sont
synthétisés sur une membrane de nitrocellulose qui est par la suite incubée avec un sérum
polyclonal de porc anti-CVP2. Cette expérience a permit d’identifier quatre régions de
’ORF2 du CVP2 réagissant fortement avec les anticorps (Mahe et al., 2000). Les régions
sont situées respectivement des aa 25 & 39, 73 a 87, 121 a 147 et 169 & 183 lorsque la
membrane est incubée avec un sérum provenant d’un porc SPF inoculé

expérimentalement avec le CVP2. La membrane réagit différemment lorsqu’elle est
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incubée avec du sérum provenant d’un porc non SPF inoculé avec le CVP2, puisque ce
sérum ne réagit qu’avec les trois derniers épitopes. La méme expérience a été réalisée en
paralléle avec une membrane portant les peptides de ’'ORF2 du CVP1. Tout comme pour
I’ORF2 du CVP2, les résultats différent selon le sérum utilisé. Deux régions réagissent
avec le sérum de porc SPF, et aucune ne réagit avec le sérum de porc non SPF. Ces
résultats ont été confirmés par une autre étude avec PEPSCAN qui a identifié deux
épitopes de ’ORF2 réagissant fortement avec des anticorps polyclonaux anti-CVP2,
localisés des aa 69 4 83, et 117 a 131 (Truong et al., 2001). Ces épitopes correspondent a
deux des épitopes identifiés précédemment (Mahe et al., 2000). L’épitope 117-131 en
particulier réagit fortement aux anticorps présents dans le sérum de porcs atteints du

SDMPS.

D’autres chercheurs ont entrepris de découvrir d’autres motifs présents dans la
séquence de I’ORF2 afin de mieux comprendre le role de la protéine dans la pathogénicité
du virus. Des anticorps de lapin dirigés contre ’ORF2 du CVP2 ont été utilisés lors de
tests d’immunofluorescence indirecte (IFT) pour confirmer que la protéine s’accumule
spécifiquement dans le noyau des cellules infectées (Liu et al., 2001a; Liu ef al., 2001b).
L’ORF2 a par la suite été cloné dans un vecteur sous le contréle du promoteur CMV. Des
cellules de porcs transfectées avec le plasmide exprimaient toujours la nucléocapside du
CVP2 dans leur noyau. La technique de mutagenése dirigée a ensuite été utilisée pour
induire plusieurs mutations dans la séquence de I’ORF2 afin de déterminer si celles-ci
pouvaient perturber ’expression de la protéine. L’expérience a révélé que la délétion des
4] aa N-terminaux de la protéine entrainait le déplacement de la fluorescence
intranucléaire vers le cytoplasme. La mutagenése dirigée a permis de confirmer que les aa
aux positions 12 4 18 et 34 4 41 étaient essentiels & la localisation intra-nucléaire du virus
(Liu et al., 2001a). Ces résultats ont par la suite été confirmés par d’autres études
(Cheung et Bolin, 2002). Ainsi, la présence de séquences de localisation nucléaire dans
région N-terminale de la protéine (Liu et al., 2001a) permet au virus de se diriger vers le

noyau de la cellule-hdte pour permettre la réplication virale.
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3. Tropisme cellulaire et réplication virale

Depuis I’isolement en 1974 du CVP1 comme contaminant chronique de la lignée
de cellules de rein de porc PK-15 (ATCC CCL-33) (Tischer et al., 1974), cette derniére
est presque toujours utilisée pour la propagation ir vitro du virus (Todd ef al., 2001a). Le
CVPI1 n’entraine pas d’effets cytopathiques marqués chez les cellules PK-15 et
n’occasionne pas de mortalité cellulaire visible, ce qui le rend tres difficile a détecter par
microscopie conventionnelle. Le virus peut étre visualisé dans la cellule par IFI en
utilisant du sérum de porc infecté, ou par microscopie électronique (MET). Observé en
IFI, le CVP se distingue par une fluorescence intranucléaire spécifique (Allan et al.,
1994a; Tischer et al., 1995¢). Par MET, il est possible de distinguer la présence d'agrégats
de capsides virales cristallisées dans des corps d’inclusion nucléaires, ainsi que dans des
corps d’inclusion cytoplasmiques localisés dans la zone péri-nucléaire (Stevenson ef al.,

1999). Ce type d’inclusion est semblable dans le cas du CVP1 et du CVP2.

La découverte du CVP2 a nécessité 1’élaboration de lignées de PK-15 dites
« virus-free », ot le CVP1 n’est pas un contaminant. Ces nouvelles lignées se font parfois
octroyer des noms différents, mais sont toutes dérivées et sélectionnées a partir de la
lignée originale PK-15 par la technique de dilution-limite (Mechan et al., 1998). Elles

conservent toutes les autres propriétés de la lignée cellulaire originale.

Les CVP se répliquent par le mode de réplication en cercle roulant (« rolling-
circle replication ») via une forme réplicative a double-brin (Mankertz et al., 1997,
Meehan et al., 1997). Les deux brins de cette forme réplicative portent des signaux de
polyadénylation (Meehan et al., 1997), et chacun sera transcrit. Le brin sens ou positif est
défini comme étant le « brin viral », et il porte le géne de I’ORF1 qui code pour les deux
réplicases, Rep et Rep’. La fixation de ces deux protéines & un site voisin de 1’origine de
réplication est nécessaire pour I’initiation de la réplication (Mankertz et Hillenbrand,
2001; Steinfeldt et al., 2001). Le brin anti-sens ou négatif nouvellement synthétisé afin de
former la forme réplicative est appelé « brin complémentaire », et porte I’ORF2 du CVP,

qui code pour la protéine de la capside.
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Le principal obstacle & la propagation du CVP2 in vitro est le faible rendement de
I’infection, puisque les cellules infectées produisent relativement peu de virions qui
viendront réinfecter d’autres cellules. Ainsi, il a été démontré expérimentalement que la
réplication du CVP2 est dépendante de la cellule hdte, qui doit étre en phase S de son
propre cycle de réplication (Tischer et al., 1987). En raison de la faible taille de son
génome, le CVP2 ne serait pas en mesure de synthétiser I’ensemble des enzymes
nécessaires 4 sa réplication et, comme plusieurs autres virus 8 ADN simples tels les
Parvovirus (Watson et al., 1988), il ne peut surmonter le manque d’enzymes et de
précurseurs nécessaires & la réplication de I’ADN qu’en se répliquant exclusivement dans
des cellules en division. Cette restriction contribue & réduire considérablement la
production virale. Dans le but de maximiser 1’infection, certains chercheurs traitent les
cellules PK-15 avec de la glucosamine immédiatement aprés 1’infection, ce qui aurait
pour effet de permettre 1’entrée du virus dans le noyau de la cellule-h6te et d’induire
I’initiation de la mitose, entrainant ainsi le déclenchement de la réplication virale (Tischer
et al., 1987). Cet effet peut aussi étre obtenu en traitant les cellules au DEAE-dextran. 11
faut noter que I’incubation des cellules avec la glucosamine entraine une dégenérescence

cellulaire qui peut s’avérer trés importante (Stevenson ef al., 1999; Allan et Ellis, 2000).

La cinétique de réplication du virus lors de I’infection d’un feuillet cellulaire de
PK-15, sans l'utilisation de glucosamine, a été étudiée (Cheung et Bolin, 2002).
Immédiatement aprés l’infection, le virus entre dans une phase de latence pendant
laquelle il pénétre dans le noyau des cellules (Tischer ef al., 1987). Le virus demeure par
la suite inactif jusqu’a ce que la cellule entre en phase S de la mitose. Les premiers
transcrits d’ARN apparaissent généralement vers 18h post-infection (pi). Le produit de
transcription le plus abondant est une séquence d’ARN de 950 nt qui correspond 4 la
capside virale. Deux produits de transcription de 750 et 450 nt correspondant
respectivement aux réplicases Rep et Rep’ peuvent aussi étre détectés. Il est aussi possible
de détecter de faibles quantités d’antigéne dans le noyau de certaines cellules & 18h pi,
mais les premiers virions assemblés apparaissent 2 30h pi (Cheung et Bolin, 2002).
L’infection peut se poursuivre jusqu’a ce que le feuillet cellulaire atteigne la confluence

et les cellules ne se divisent plus.
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Plusieurs chercheurs ont tenté de propager le CVP2 dans d’autres types de cellules
afin d’améliorer le rendement de la production ou d’expliquer certaines facettes du
SDMPS. Un groupe a utilisé avec succés une lignée de cellules de rétine de porc feetal
exprimant le géne E1 de 1’adénovirus humain de type 5, dénommée VIDO R1 (Liu et al.,
2001a). Ils ont suggéré que puisque le géne El peut induire la phase S du cycle de
réplication cellulaire, il pourrait stimuler la réplication du CVP2. Le virus peut se
répliquer dans plusieurs autres lignées cellulaires d’origine porcine, telles les cellules de
la trompe de Fallope de truie (PFT) (Ouardani, 2001), entre autres (Allan et al., 1994c).
Le virus est aussi capable de pénétrer et de se répliquer dans les cellules Vero, lignée
dérivée des cellules de rein de primates (« African green monkey kidney »). Le virus est
capable d’infecter des cellules provenant de bovins et d’ovin in vitro mais il ne peut s’y
répliquer, et demeure confiné au cytoplasme (Dulac et Afshar, 1989; Edwards et Sands,
1994). D’autres études in vifro ont démontré que le CVP2 est capable d’infecter et de se
répliquer dans des macrophages alvéolaires porcins (PAM) (Ouardani, 2001), des
monocytes (Allan et al., 1994b), ainsi que dans des lymphocytes B et T (Sarli et al., 2001;
Bassaganya-Riera et al., 2003; Kim et Chae, 2003a). Il pourrait infecter les cellules
dendritiques (Vincent et al., 2003) mais ne peut pas s’y répliquer. Il est particulicrement
intéressant de constater que le CVP2 peut se répliquer in vitro dans les lymphocytes,
puisque cela pourrait expliquer la déplétion des tissus lymphoides observée chez les porcs

atteints du SDMPS (Shibahara et al., 2000; Sarli ef al., 2001; Nielsen et al., 2003).

L’autopsie des porcs atteints du SDMPS fournit plusieurs indices sur le tropisme
du CVP2 in vivo. Des traces d’ADN viral sont détectées dans les poumons (Rosell et al.,
1999), les nceuds lymphatiques, la rate, le foie (Clark, 1997; Rosell et al., 2000a), les
reins, le pancréas et les intestins (Clark, 1997; Rosell et al., 1999; Krakowka et al., 2000).
Une équipe a tenté de reproduire ces lésions chez la souris en inoculant celle-ci avec
plusieurs doses de CVP2 purifié. Plusieurs souris ont développé des lésions, et ’ADN du
virus a été détecté dans le noyau et le cytoplasme des histiocytes et d’autres cellules
localisées dans les centres germinatifs, ainsi que dans le noyau des hépatocytes, dans les

cellules des tubules rénales et dans des lymphocytes du thymus (Kiupel et al., 2001).
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4. Taxonomie

Le Circovirus porcin fut assigné a la nouvelle famille Circoviridae (Lukert ef al.,
1995) en vertu de son génome d’ADN circulaire simple brin. I était au moment de sa
découverte le seul virus infectant les mammiferes portant un génome d’ADN simple brin
(Tischer et al., 1982). Depuis quelques années, plusieurs nouveaux virus & ADN
circulaire simple brin partageant certaines propriétés du circovirus porcin ont été
découverts. Ce sont presque tous des petits virus non-enveloppés de 15 a 25 nm de
diametre avec des génomes variant entre 1,7 et 2,3 kb (Todd ef al., 2000) se répliquant
par la méthode du cercle roulant (Niagro et al., 1998). Le génome de tous les circovirus
comprends un motif en forme d’épingle a cheveux portant A son apex une séquence de
neuf nucléotides trés conservés essentiels & la réplication (figure 5) (Mankertz et al.,
1997; Meehan et al., 1997). Tous les membres du genre Circoviridae ainsi que les

anciens circovirus de plantes sont illustrés a la figure 7.

Le genre Circovirus de la famille Circoviridae comprend le circovirus porcin de
type 1 et 2, ainsi que le Psittacine beak and feather disease virus (BFDV). Plusieurs
isolats de BFDV sont répandus mondialement, particuliérement en Australie ou plusieurs
espéces d’oiseaux indigénes sont gravement atteintes par la maladie (Bassami ef dal.,
2001). Une vaste gamme de symptdmes sont associés a I’infection par le BFDV chez les
oiseaux, mais 1’infection par le virus entraine le plus souvent des déformations du bec, un
plumage anormal et un mauvais toilettage. Tout comme le circovirus porcin, on croit
maintenant que Iinfection par le BFDV pourrait causer une déplétion lymphocytaire qui
entraine une immunosuppression chez I’animal, ce qui le laisse vulnérable a des
infections secondaires opportunes (Todd, 2000). On retrouve des inclusions
cytoplasmiques basophiles dans les cellules lymphatiques, et en particulier chez les
macrophages. (Rosell et al., 1999). Au niveau moléculaire, le BFVD posséde une
organisation génomique trés similaire a celle du CVP avec un génome ambisens de 1993
nt et deux ORF principaux codant pour une protéine Rep de 34,5 kDa dont le géne est
situé sur le brin viral et une capside de 28,7 kDa dont le gene est situé sur le brin
complémentaire (Niagro et al., 1998). Par ses caractéristiques physiques et génomiques,

le BFDV serait le virus le plus proche du CVP.
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Circoviridae Nanoviridae
Circovirus  Gyrovirus Nanovirus Babuvirus
CPV1 BFDV  CAV FBNYV BBTV
CPV2 PICV MVDV

ccv TV |, SCSV CFDV|?
CaCVv |TIMLV |*

Figure 7: Organigramme illustrant les familles Circoviridae et Nanoviridae. Informations

tirées de (Pringle, 1999; Todd et al., 2001a; Mayo, 2002).
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Plusieurs virus récemment isolés a partir de diverses espéces d’oiseaux partagent
les caractéristiques morphologiques du circovirus et produisent des Iésions
histopathologiques similaires. Les Pigeon circovirus (PiCV) et Goose circovirus (GCV)
possédent un génome ambisens de 2036-2037 et 1821 nt respectivement, un motif de neuf
nucléotides conservé ainsi que deux ORF principaux localisés sur les brins viraux et
complémentaires respectivement, codant pour la protéine Rep et la capside virale (Todd
et al., 2001b). Le PiCV, aussi appelé Colombid circovirus (CoCV) (Mankertz et al.,
2000b) posséde une homologie de séquence de 55% avec le BFDV et 40% avec CVP. Un
autre circovirus aviaire, le Canary circovirus (CaCV) a été séquencé. Son génome a été
évalué 4 1952 nt, et posséde une homologie d’environ 58% avec le CoCV et de 47-51%
avec le GCV. Sur la base de ces données ces nouvelles espéces de circovirus sont classées

de fagon non-officielle dans le genre Circovirus avec le BFDV et le CVP (Todd ef al.,
2001b).

Longtemps groupé avec le CVP dans le genre Circovirus, le Chicken anemia virus
(CAV) a récemment été assigné au nouveau genre Gyrovirus (Pringle, 1999). Découvert
au Japon et caractérisé au début des années 1980, le CAV frappe les élevages de poulets a
’échelle mondiale et occasionne des pertes économiques importantes (McNulty et al.,
1991). Le CAV partage la morphologie caractéristique des autres circovirus, ainsi qu’un
génome circulaire & ADN simple brin. L’infection par le CAV peut entrainer une grave
anémie, I’atrophie du thymus, le jaunissement de la moelle osseuse, et la mort. Son
génome de 2319 nt posséde cependant une organisation génomique relativement
différente de CVP et BFDV, comprenant trois ORF principaux dans le sens (+) dont une
protéine Rep de 51,7 kDa qui compose la capside du virion et qui porte aussi les
séquences et motifs impliqués dans la réplication par cercle roulant (Noteborn et al.,

1991; Niagro et al., 1998).

En 1997, un petit virus & ADN circulaire simple brin a été isolé a partir du sérum
d’un patient atteint d’hépatite (Nishizawa et al., 1997) et baptisé TT virus (TTV). A sa

découverte, il a été suggéré que le TTV puisse étre responsable de certaines formes
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d’hépatites ou d’autres maladies du foie (Nishizawa et al., 1997; Okamoto ef al., 1999),
mais des recherches subséquentes ont démontré qu’aucun lien statistique n’existait entre
les deux conditions (Naoumov et al., 1998). On a constaté que le TTV était trés répandu
chez I’homme, et qu’on pouvait détecter une virémie importante méme chez des individus
apparemment sains (Bendinelli et al., 2001). La séquence de 3800 a 3900 nt du virus est
caractérisé par sa trés grande variabilité : certaines souches ont aussi peu que 57%
d’homologie entre elles. Le virus posséde cependant plusieurs motifs trés similaires au
CAV (Hijikata et al., 1999). Un nouveau virus, nommé T7-like mini virus (TLMV)
possédant un génome de 1,2 kb et partageant aussi plusieurs motifs avec le TTV et le
CAV pourrait selon certains constituer un intermédiaire entre les deux virus (Takahashi et
al., 2000). A ce jour, aucune pathologie particuliére n’a pu étre associée a I’infection par

I'TV chez I’homme (Hino, 2002; Hsu et al., 2003).

Plusieurs virus ont longtemps été connus sous le nom de plant circoviruses et
étaient classés temporairement dans la famille Circoviridae, en vertu de la ressemblance
entre leur génome 4 ADN simple brin circulaire ainsi qu’entre leurs protéines Rep, et en
vertu du motif conservé de neuf nucléotides essentiel a leur réplication (Meehan et al.,
1997). 11 a été suggéré que les circovirus d’animaux tels le CVP, le BFDV et le CAV
auraient évolué & partir des circovirus de plantes (Niagro ef al., 1998; Gibbs et Weiller,
1999). Les circovirus de plantes partagent aussi certaines caractéristiques des
Geminivirus, dont un génome multipartite composé de petites séquences circulaires
d’environ 1000 nucléotides (Boevink et al., 1995). Ces virus infectent généralement
plusieurs espéces de légumes via un vecteur insecte aphidien chez lequel le virus ne se
réplique pas. On a décrit et caractérisé le Faba bean necrotic yellow virus (FBNYV), un
virus qui cause le jaunissement et la nécrose des feuilles de certains légumes en Afrique
du Nord et au Moyen-Orient (Katul ef al., 1997) ; le Subterranean clover stunt virus
(SCSV) peut infecter le tréfle Trifolium subterraneum L. et plusieurs autres espéces de
1égumineuses australiennes, causant des perte de 65% des récoltes (Boevink et al., 1995) ;
le Milk vetch dwarf virus (MVDV) entraine le jaunissement et le flétrissement de plants
de féves et de soya au Japon (Sano ef al., 1998). Les autres membres du groupe ayant été

caractérisés incluent le Coconut foliar decay virus (CFDV) (Merits et al., 2000) et le
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Banana bunchy top virus (BBTV) (Burns et al., 1995). En 1999, le Comité International
de Taxonomie Virale (CITV) a constitué un nouveau genre au sein de la famille
Circoviridae pour ces virus infectant les plantes, le genre Nanovirus (Pringle, 1999). Plus
récemment en 2002, la nouvelle famille Nanoviridae a été créée (Mayo, 2002),
rassemblant le genre Nanovirus (FBNYV, MVDV, SCSV), ainsi que le nouveau genre
Babuvirus (BBTV). Le CFDV n’est toujours pas assigné.

5. Syndrome de dépérissement multisystémique en post-sevrage (SDMPS)

5.1. Historique

Vers 1991, plusieurs animaux provenant de fermes porcines de Saskatchewan
souffrant de symptdmes apparentés a ceux des ficvres porcines ont été examinés.
Cependant, les animaux portaient des lésions spécifiques jamais observées auparavant
(Clark, 1997; Harding, 1997). La maladie affectait les jeunes porcelets en fin de phase de
post-sevrage ainsi qu’au début de la période d’engraissement, et engendrait chez ceux-ci
un dépérissement généralisé ainsi qu’un retard de croissance important, ce qui a valu au
nouveau syndrome 1’appellation Post-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS3),
ou Syndrome de dépérissement multisystémique en post-sevrage des porcs (SDMPS). En
France, le syndrome a récemment été rebaptisé sous le nom de Maladie d’amaigrissement
du porcelet (MAP) (Truong et al., 1999), ou circovirose. La découverte n’a initialement
pas suscité de vives réactions, et ces premiéres observations n’ont ét¢ publiées que vers

1997. L’agent responsable du syndrome n’avait pas encore ét¢ identifié.

A partir du milieu des années 90, le nombre de cas de SDMPS s’est multipli€ a
travers le monde, et le syndrome a commencé a susciter plus d’intérét de la part des
chercheurs. En 1997, tandis que le syndrome faisait son apparition aux Etats-Unis et en
Europe (LeCann et al., 1997, Segalés et al., 1997; Allan et al., 1998a), un nouveau virus
similaire au CVP fut pour la premiére fois isolé a partir de tissus provenant de porcs
atteints du SDMPS (Nayar et al., 1997; Allan et al., 1998a; Ellis et al., 1998; Hamel et
al., 1998; Kiupel ef al., 1998). L’analyse de la séquence (Ellis et al., 1998; Hamel et al.,

1998) a confirmé qu’il s’agissait d’un nouveau virus, qui a été nommé CVP2. La relation
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entre le CVP2 et le SDMPS a fait ’objet de plusieurs études qui ont permis d’établir avec
certitude que I’infection d’un porcelet par le virus est nécessaire au développement du
syndrome (Allan et Ellis, 2000; Segalés et Domingo, 2002). Cependant dans un grand
nombre de cas, la présence du virus seul ne semble pas étre suffisante pour entrainer
I’apparition des signes cliniques de la maladie (Allan ef al., 1999a; Balasch et al., 1999,
Ellis et al., 1999; Magar et al., 2000; Pogranichnyy et al., 2000; Calsamiglia ef al., 2002).
Certains chercheurs soupgonnent que la présence d’autres agents pourrait étre nécessaire
pour que la totalité des symptomes et lésions apparaissent (Krakowka et al., 2002;
Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002; Segalés et Domingo, 2002). La recherche sur le
mécanisme précis du SDMPS se poursuit et la mise au point d’un vaccin contre le

syndrome est maintenant envisageable.

5.2. Distribution et épidémiologie

Depuis les premiers cas décris dans I’Ouest Canadien en 1991 (Harding, 1997), la
progression du SDMPS a I’échelle mondiale a été particuli¢rement rapide et imprévisible.
Le syndrome est apparu chez les porcs au Canada (Illanes et al., 2000), aux Etats-Unis
(Allan et al., 1998a; Fenaux et al., 2000) et dans plusieurs pays d’Europe, dont I’Espagne
(Segalés et al., 1997; Plana-Duran et al., 1999; Rodriguez-Arrioja et al., 2003), la France
(Madec et al., 2000), la Hongrie, I’Allemagne (Allan ef al., 1998a; Mankertz et al.,
2000a), le Danemark (Allan et al., 1999b), la Belgique (Labarque et al., 2000), les Pays-
Bas (Wellenberg et al., 2000), I'Irlande (Spillane et al., 1998; Allan ef al., 1999D) et le
Royaume-Uni (LeCann ef al., 1997). Récemment, le SDMPS a aussi fait son apparition
au Mexique (Trujano et al., 2001), au Costa Rica (Liu ef al., 2002) en Argentine, en
Corée (Choi et al., 2000), en Thailande (Kiatipattanasakul-Banlunara et al., 2002) et au
Japon (Onuki ef al., 1999; Mori et al., 2000; Sato ef al., 2000). Dans tous ces cas, aucun
lien n’a pu étre établi pour expliquer 1’apparition simultanée de la maladie dans plusieurs
pays au méme moment. Certains ont proposé que des changements dans les pratiques
sanitaires ou de biosécurité auraient pu contribuer a ’émergence rapide du SDMPS.
Cependant, le syndrome apparait couramment chez des fermes dites « exemptes de

pathogénes spécifiques » (SPF) et parfois, le syndrome est apparu chez des fermes ou
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aucun porcelet n’avait été introduit depuis au moins deux ans (Segalés et Domingo,

2002).

Des études récentes ont tenté d’identifier la date d’apparition exacte du syndrome
en examinant les tissus et le sérum de porcs décédés dans les années 80 et au début des
années 90 et dont ’autopsie avait révélé des lésions semblables a celles du SDMPS. La
présence de traces de CVP2 dans les tissus lymphoides de porcs décédés depuis au moins
1985 au Japon (Mori ef al., 2000; Sato ef al., 2000) et en Espagne (Rodriguez-Arrioja et
al., 2003) a confirmé que le CVP2 et le SDMPS sont apparus beaucoup plus tdt que ce
que 1’on avait précédemment cru. D’autres chercheurs ont réussi a isoler un CVP a partir
des tissus de porcs décédés de tremblement congénital dans les années 60. Le séquengage
de ce nouvel isolat a révélé qu’il possédait 98% et 72% d’homologie avec le CVP1 et le

CVP2, respectivement (Choi et al., 2002).

La prévalence des cas de SDMPS chez les fermes porcines est toujours associée a
la présence du CVP2 chez les porcs, mais par contre tous les porcs infectés par le virus ne
développent pas I’ensemble des symptdmes associés & la maladie (Larochelle es al.,
1999b; Rodriguez-Arrioja ef al., 2000; Larochelle et al., 2003). Selon une étude, 36% des
porcs dont le sérum contient un titre faible d’anticorps contre le CVP2 souffraient de
SDMPS, tandis que 89% des porcs dont le sérum contenait un titre trés élevé d’anticorps
contre le CVP2 étaient atteints par la maladie (Rodriguez-Arrioja et al., 2000). Des tests
par PCR ont démontré que 94% des porcs portant les signes cliniques associés au SDMPS
étaient infectés par le CVP2 (Ouardani ef al., 1999). Selon plusieurs autres études, une
proportion élevée des porcs souffrants du syndrome seraient co-infectés par d’autres virus
porcins tels le Parvovirus Porcin (PPV) (Choi et Chae, 2000; Ellis ef al., 2000a; Kim et
Chae, 2002a; Pallares et al., 2002), le virus du SRRP (Sirinarumitr et al., 2001; Pallares ef
al., 2002; Segalés et al., 2002; Drolet et al., 2003) ou le virus de I’influenza porcin
(Pallares et al., 2002; Pogranichnyy et al., 2002; Drolet et al., 2003). La relation entre ces

différents virus et le développement du SDMPS demeure nébuleuse.
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Trés peu d’informations ont été publiées concernant le mode de transmission ou le
profil d’excrétion du CVP2 chez les porcelets atteints du SDMPS. D’aprés une étude
récente effectuée sur un groupe de 313 porcs de groupes d’age divers, il est possible de
détecter des traces de CVP2 dans environ 30% des échantillons de sérum, et dans 19 et
20% des échantillons de féces et d’écouvillons nasaux (Shibata et al., 2003a; Yang ef al.,
2003). La mise au point de tests de diagnostic par PCR a aussi permis de détecter la
présence de virus dans l’urine, ainsi dans les amygdales et les bronches (Segalés et
Domingo, 2002). La présence de virus dans les féces, I’urine et les muqueuses nasales
permettrait d’envisager un mode de transmission par voie fécale-orale (Sato et al., 2000),
ou oro-nasale. Ainsi, la plupart des infections expérimentales de porcs avec le CVP2 se
font de préférence par voie intra-nasale (Balasch et al., 1999; Ellis et al., 1999; Krakowka
et al., 2000; Magar et al., 2000), mais toutes les hypothéses n’ont pas encore été
confirmées par des études expérimentales sur le terrain. Le CVP2 a aussi été détecté chez
plusieurs feetus obtenus a la suite d’avortements spontanés et chez des porcelets mort-nés,
ce qui pourrait indiquer que le virus serait capable de traverser la barriére trans-
placentaire et d’infecter un feetus en gestation (West ef al., 1999; Bogdan et al., 2001;
Meehan e al., 2001; O'Connor et al., 2001). Anticorps dirigé contre le virus n’a pu €tre
détecté dans le sérum de bovins et de chevaux (Ellis et al., 2001), mais d’autres ont
répertorié quelques cas de transmission du virus chez des porcs sauvages (Kim et al.,
2001b), chez d’autres animaux de ferme ou & I’étre humain (Tischer et al., 1995a; Allan
et al., 2000d; Ellis et al., 2000b). Cependant, il n’existe pas d’information suggérant que

ces infections entrainent des effets néfastes pour 1’hdte.

5.3. Sympt6mes
5.3.1. Symptdmes cliniques

En termes médicaux, un syndrome est définit comme étant un ensemble de
plusieurs symptdmes dont la cause est commune. Dans le cas spécifique du SDMPS, les
porcelets sont affligés par plusieurs symptdmes généralement qualifiés de « non
spécifiques ». Individuellement, chacune des manifestations cliniques du syndrome

pourrait étre causée par une multitude de facteurs, mais le regroupement des diverses



29

afflictions est spécifique au SDMPS. Ce serait possiblement en raison de la diversité et de
la nature non-spécifique de ses symptomes que le SDMPS aurait échappé & la détection

pendant plusieurs années (Segalés et Domingo, 2002).

Les symptomes principaux retrouvés chez les animaux diagnostiqués avec le
SDMPS sont des problémes respiratoires (chez plus de 90% des animaux), tels la dyspnée
et la tachypnée, qui peuvent provoquer des troubles respiratoires. Ces porcs montrent
aussi des signes marqués de dépérissement (« wasting »), ce qui entraine des retards de
croissance ainsi qu’une réduction de I’appétit, de la consommation alimentaire et de
I’énergie chez I’animal (Harding, 1997, Ellis et al., 1998). Les porcelets souffrant du
SDMPS de distinguent souvent par rapport aux porcelets sain en raison de leur faible
poids, ainsi que par leur aspect émacié. La colonne vertébrale est souvent trés visible.
Moins fréquemment, les porcelets peuvent souffrir de diarrhée (dans 20% des cas), de

jaunisse ou d’ictére (environ 10%) (Segalés et Domingo, 2002).

Le SDMPS frappe particuliérement les jeunes porcelets, et les premiers
symptdmes visibles commencent généralement & apparaitre lorsqu’ils atteignent 5 & 8
semaines et peuvent perdurer jusqu’a I’age de 3 a 6 mois (Harding, 1997; Allan et dl.,
1998a; Ellis ef al., 1998). La sévérité des signes cliniques semble varier pour chaque
animal. Souvent, seuls quelques-uns des porcelets d’un enclos particulier développent la
maladie tandis que les autres, bien qu’infectés par le CVP2, demeurent asymptomatiques.
Certaines études indiquent que les porcelets provenant d’une méme portée (Madec et al.,
2000), ainsi que ceux qui ont un poids plus faible a la naissance et a la fin de I’allaitement
(Corrégé et al., 2001) sont plus susceptibles d’étre victimes du syndrome et de mourir de
ses suites. L’incidence du SDMPS serait aussi plus élevée chez les porcelets méles castrés

4 un jeune age (Rodriguez-Arrioja et al., 2002).

La sévérité des manifestations du SDMPS chez les porcs semble fortement varier
chez différents élevages frappés par le syndrome. Certains compte-rendus font état de
niveau de morbidité de 4 a 30% et de niveau de mortalité de 70 a 80% (Segalés et

Domingo, 2002) tandis que d’autres rapportent un niveau de mortalité de seulement 11%
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(Madec et al., 2000). L’environnement influencerait grandement la sévérité des épidémies
de SDMPS. La mortalité dans des troupeaux affectés de fagon aigué est toujours plus
élevée que dans les troupeaux ou le syndrome est endémique. De méme, les conditions
sanitaires de la ferme porcine serait un facteur déterminant dans la sévérité de la maladie
(Madec et al., 2000). Plusieurs facteurs de stress tels le surpeuplement, la mauvaise
qualité de Iair, le mélange de porcs de différents groupes d’dges et le manque de
nourriture peuvent aussi contribuer a exacerber les effets du syndrome (Allan et Ellis,

2000).

5.3.2. Lésions macroscopiques

Les porcs atteints de SDMPS souffrent de plusieurs pathologies qui peuvent €tre
examinées en détail au moment de la nécropsie. Tout comme pour les signes cliniques, les
lésions macroscopiques sont trés diverses, et plusieurs d’entre elles ne sont pas retrouvées

chez la totalité des porcs malades.

Les animaux malades ont généralement des poumons pesants et caoutchouteux
non collapsés tachetés de lésions brun clair. La plupart des animaux montrent des signes

de consolidation pulmonaire, et d’induration des lobes pulmonaires (Allan et Ellis, 2000).

L’hypertrophie généralisée des ganglions lymphatiques périphériques est une
observation dominante chez la majorité des porcs malades. Dans certains cas ces
ganglions, particuliérement les ganglions inguinaux, peuvent voir leur taille multipliée par
cing. Ils sont alors facilement décelables a la palpation. De méme, les ganglions
mésentériques et trachéobronchiques peuvent présenter le méme aspect. 11 faut cependant
souligner que certains des porcs peuvent porter des ganglions de taille normale ou

atrophiée (Segalés et Domingo, 2002).

De multiples autres lésions sont parfois observées 4 ’examen macroscopique des
organes sans qu’il n’y ait un organe cible privilégié. Ainsi, certains animaux malades
possédent un foie décoloré et atrophié, et des points blancs sur reins (Allan et Ellis, 2000;

Segalés et Domingo, 2002). Les porcs souffrent souvent d’ulcéres a I’estomac qui peut
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étre causée par divers facteurs. Ces ulcéres sont responsables en partie de la perte
d’appétit des porcs malades ainsi que de la péleur de leur peau, un des symptomes
cliniques les plus distinctifs. Elles peuvent parfois causer des hémorragies internes qui

entrainent la mort de plusieurs des porcs atteints de SDMPS (Segalés e al., 2000).

Des analyses bactériologiques réalisées aprés 1’autopsie démontrent fréquemment
I’émergence d’une flore bactérienne opportuniste incluant Actinobacillus, Pasteurella,
Staphylocoque et Streptocoque (Truong et al., 1999). Spécifiquement, Mycoplasma
hyopneumoniae (Pallares et al., 2002), Pneumocystis carinii, Aspergillus spp., Chlamydia
spp. (Carrasco et al., 2000) et Cryptosporidium parvum (Nunez et al., 2003) ont été
retrouvés dans les poumons et les intestins de porcs gravement malades, provoquant des
coliques et des diarrhée chez ces animaux (Allan et Ellis, 2000). Les pathogenes
Pasteurella multocida (Pallares et al., 2002) et Haemophilus parasuis peuvent
occasionnellement entrainer des infections pulmonaires ou septicémiques (Madec et al.,
2000). De telles infections bactériennes opportunistes constituent une cause importante
des déces liés au SDMPS, et viennent renforcer les suspicions que le SDMPS serait une
immunopathologie exprimée a des degrés variables dans le cadre d’une
immunosuppression virale (Krakowka er al., 2002; Segalés et Domingo, 2002). Cette
hypothése est supportée par la présence d’importantes déplétions lymphocytaires au

niveau des organes lymphatiques.

5.3.3. Lésions microscopiques

Contrairement aux signes cliniques et aux lésions macroscopiques qui sont de
nature non-spécifiques et souvent multifactoriels, les 1ésions microscopiques observées
chez les porcs atteints du SDMPS sont généralement spécifiques a la maladie. En
particulier, on observe une sévére déplétion lymphoide caractéristique dans les tissus
lymphatiques au niveau des ganglions, de la rate, des amygdales et des plaques de Peyer
(Sarli et al., 2001), ainsi que des inclusions cytoplasmiques dans les cellules des tissus

lymphoides (Segalés et Domingo, 2002).
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Spécifiquement, un examen approfondi des tissus et organes lymphoides des porcs
malades peut souvent révéler d’importantes perturbations morphologiques. Il est possible
d’observer la présence de déplétions lymphocytaires généralisées, en particulier dans les
follicules et les régions paracorticales des nceuds lymphatiques, ainsi que dans les
feuillets lymphoides para-artériolaires (PALS, « peri-arteriolar lymphoid sheets ») de la
rate. Les déplétions sont particuliérement marquées dans les nceuds lymphatiques
hypertrophiés. Ces déplétions lymphocytaires sont généralement accompagnées
d’infiltrations d’histiocytes surtout localisées dans le sinus cortical des nceuds. Ces
histiocytes portent trés souvent des corps d’inclusion basophiles dans leur cytoplasme. La
présence de ces corps d’inclusion cytoplasmiques constitue un indice distinctif de
SDMPS (Segalés et Domingo, 2002). On observe fréquemment la présence de
syncytiums multinucléés dans les tissus lymphoides, particuliérement dans les nceuds
lymphatiques, la rate, et le tissus lymphatique associé aux intestins (GALT, « gut
associated lymphoid tissue ») (Clark, 1997; Allan et al., 1998a; Ellis er al., 1998; Kiupel
et al., 1998; Allan et al., 1999b; Rosell et al., 1999; Todd et al., 2001a; Darwich et al.,

2002).

La nécropsie des poumons démontre souvent la présence d’une pneumonie
interstitielle lymphohistiocytique entrainant la destruction de 1’épithélium des bronches et
des bronchioles ainsi que la présence de cellules inflammatoires dans les alvéoles. On
peut souvent observer d’autres infiltrations lymphohistiocytiques dans le foie, les reins et
le pancréas. Certains animaux peuvent développer d’importantes lésions du foie,
caractérisées par la nécrose des hépatocytes, entrainant I’effondrement du parenchyme
(Rosell et al., 2000a). Les reins sont fréquemment atteints de néphrite interstitielle
multifocale, et aussi de vasculite dans certains cas. Les glandes et repliements de
’estomac, du colon, du czcum et du duodénum montrent des signes de nécrose, et
d’infiltration par des cellules mononucléées (Clark, 1997; Allan et al., 1998a; Ellis ef al.,
1998; Kiupel et al., 1998; Rosell et al., 1999; Todd et al., 2001a).
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5.4. Caractéristiques immunologiques

Bien que de nombreux aspects du cycle d’infection du CVP2 chez les porcs soient
encore obscurs, plusieurs outils diagnostiques permettent maintenant d’évaluer la réponse
humorale des porcelets contre le virus suite a une infection. La progression de la
séroconversion chez les porcs nouvellement infectés reste relativement semblable chez la
majorité des animaux. Lors d’infections expérimentales de porcelets, ceux-ci
séroconvertissent environ 14 a 28 jours pi, autant chez les animaux qui développeront le
SDMPS que chez ceux qui demeureront asymptomatiques (Pogranichnyy et al., 2000;
Bolin et al., 2001). Plusieurs études sur le terrain ont démontré que les animaux dans les
fermes porcines séroconvertissent généralement entre ’4ge de 7 et 12 semaines, et
peuvent demeurer séropositifs pour le virus jusqu’a I’age de 28 semaines (Rodriguez-
Arrioja et al., 2002). Une étude similaire a cherché 4 comparer le profil de séroconversion
au CVP2 dans des fermes affectées par le SDMPS comparativement d’autres ou le CVP2
est présent sans engendrer de maladie. Les chercheurs ont trouvé que les animaux des
deux fermes montrent un profil de séroconversion différent : les animaux qui ont par la
suite développé la maladie séroconvertissaient vers 11 a 13 semaines, tandis que ceux qui
demeurent asymptomatiques avaient séroconverti vers 1’age de 18 semaines (Blanchard et
al., 2003b). Ces résultats pourraient indiquer que les porcs asymptomatiques peuvent
résister plus longtemps a I’infection du CVP2, peut-étre en raison de la présence
résiduelle d’anticorps maternels dans le sérum de ces animaux. Malgré 1’apparition
d’anticorps dirigés contre le virus chez tous les porcs infectés, plusieurs de ceux-ci
deviennent par la suite virémiques, ce qui indique que la réponse humorale seule n’est pas

suffisante pour produire une immunité protectrice (Rodriguez-Arrioja et al., 2002).

En dépit de ces indications suggérant que la réponse immune humorale n’est pas
suffisante pour protéger les porcs contre I’infection par le virus, aucune étude n’a tenté a
ce jours de caractériser la réponse immune cellulaire dirigée spécifiquement contre le
CVP2. Cependant, la déplétion lymphocytaire généralisée observée chez les porcs qui ont
développé le SDMPS se traduit par des modifications importantes au niveau des
populations de lymphocytes en circulation (Allan et Ellis, 2000; Segalés et al., 2000;

Segalés et Domingo, 2002). Plusieurs études ont tenté de déterminer 1’étendue de ces
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modifications. Ainsi, la caractérisation par cytométrie en flux des population de cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMC) des porcs gravement atteints de SDMPS
révéle une augmentation des monocytes, une réduction du nombre des lymphocytes B et
T CD4+ ainsi que la présence accrue de granulocytes immatures, comparativement a des
animaux sains (Segalés et al., 2001). Une autre étude a analysé par cytométrie en flux,
chez des groupes de porcs atteints de SDMPS et des porcs sains, les populations de
cellules CD4+, CD8+, CD4+/CD8+ (doubles positives), ainsi que les cellules IgM+
(lymphocytes B) a I’aide d’anticorps monoclonaux. Les animaux malades montrent une
diminution marquée des populations de cellules CD8+ et CD4+/CD8+. De plus, il a été
observé que le degré de déplétion cellulaire dans les organes lymphoides ainsi que la
diminution des cellules CD8+ en circulation étaientt proportionnels a la quantité d’ADN

du CVP2 présent dans les tissus lymphoides (Darwich et al., 2002).

La caractérisation par immunohistochimie des nceuds lymphoides a I’aide
d’anticorps spécifiques aux CD4, CD8, IgM, MAC387 (Sarli et al., 2001), CD3,
CD79alpha, CD45Ra, lysozyme (Chianini et al., 2003), entre autres, a permis de
confirmer la forte réduction des les population de lymphocytes B et T, ainsi que
1’augmentation du nombre de macrophages. Les chercheurs ont aussi noté une diminution
de la capacité de présentation des antigénes chez les cellules des tissus lymphatiques des

porcs malades (Sarli et al., 2001; Chianini et al., 2003).

L’examen par immunohistochimie de tissus lymphatiques provenant de porcs
atteints du SDMPS & I’aide d’un test TUNEL (« terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-nick end labelling ») permet de visualiser les cellules apoptotiques. Ces
tests ont confirmé la diminutions importante du nombre de lymphocytes B dans les tissus
lymphatiques. De plus, plusieurs des lymphocytes B restants étaient en cours d’apoptose.
Les chercheurs ont suggéré que la réduction du nombre de lymphocytes B observés chez
les porcs souffrant du SDMPS serait due a I’induction de la mort cellulaire suite a
I’infection des cellules par le CVP2 (Shibahara et al., 2000). Les chercheurs ont aussi
suggéré que la phagocytose des débris des cellules apoptotiques infectées par les

macrophages pourrait permettre au virus d’infecter ces derniers. Tous les indices récoltés
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par ces expériences tendent & indiquer que la déplétion des tissus lymphoides entrainerait
une immunosuppression chez les animaux, et ce mécanisme serait en grande partie

responsable de la pathogénicité du SDMPS (Todd, 2000; Segalés et Domingo, 2002).

Afin de vérifier cette hypothése, une équipe de chercheurs a tenté de déterminer
I’effet d’une immunosuppression chimique artificielle sur la réplication du CVP2 chez les
porcs et sur le développement du SDMPS (Krakowka ef al., 2002). Plusieurs groupes de
porcelets ont été infectés avec du CVP2 purifié, et deux de ces groupes ont regu pendant
la durée entiére de I’expérience des doses de cyclosporine ou de corticostéroide, des
immunosuppresseurs chimiques trés efficaces. Apres linfection, les porcelets
immunodéprimés & la cyclosporine développent une lymphopénie aigué, tandis que les
autres groupes demeurent normaux. Les résultats des nécropsies indiquent que chez les
porcelets infectés ayant subi une immunosuppression aigué due a la cyclosporine, la
réplication du CVP2 est stimulée, et le virus peut se propager aux cellules dendritiques et
aux macrophages, mais aussi aux hépatocytes et aux cellules de Kupffer, ce qui ne se
produit pas dans des conditions normales. Cependant, les infiltrations de cellules
inflammatoires lymphocytaires et histiocytaires qui causent les diverses lésions
généralement observées sont presque totalement absentes. Ceci indique que les Iésions
inflammatoires caractéristiques du SDMPS seraient causées par des mécanismes
dépendants du systéme immunitaire, tels des réactions immunes humorales ou cellulaires

dirigées contre les épitopes viraux (Krakowka et al., 2002).

En vertu de ces observations, les chercheurs ont suggéré que le virus pourrait
pénétrer via les macrophages des amygdales, et se disséminer dans ’organisme en se
répliquant dans les monocytes du sang périphériques, ce qui leur permettrait d’atteindre et
d’infecter plusieurs organes ainsi que les tissus lymphatiques de I’animal (Kim er al.,
2003). L apparition d’infections secondaires chez des porcelets sévérement atteints par le
SDMPS serait due & une immunosuppression du systeme immunitaire des animaux
résultant de la déplétion lymphocytaire causée par la réplication du CVP2 dans les centres

germinatifs des tissus lymphatiques (Todd, 2000; Krakowka et al., 2002).



36

5.5. Reproduction de la maladie

L’accroissement rapide des nouveaux cas de SDMPS a travers le monde a
contribué a stimuler la recherche sur les différents aspects du CVP2 et du syndrome, mais
ce dernier est toujours mal connu. Les causes et les facteurs déclencheurs ont longtemps
mystifié les vétérinaires. Cependant, depuis les derniéres années les chercheurs ont fait
beaucoup de progrés dans I'identification des différents facteurs qui influencent la
sévérité du syndrome chez les animaux. Pour ce faire, une grande variété d’études in vivo

ont été menées chez le porc afin d’étudier les interactions entre le virus et les animaux.

Les premiéres infections expérimentales de porcs ont été réalisées en inoculant les
animaux avec des extraits de tissus provenant de porcs atteints du SDMPS (Balasch et al.,
1999; Ellis et al., 1999; Albina et al., 2001). De jeunes porcelets SPF ont été inoculés
avec des homogénats de tissus lymphatiques et de poumons en jeune &ge, et ils furent
euthanasiés de 21 a 35 jours pi. Les signes cliniques observés chez les porcelets se
limitaient & une croissance ralentie, en vertu de laquelle les porcelets infectés avec un
poids de 30% inférieur & celui des porcelets témoins, et & des signes de fievre chez
certains animaux. Environ 80 a 100% des animaux inoculés dans ces expériences ont
seroconverti au CVP2, mais aucun des animaux ne sont décédés avant I’euthanasie. La
nécropsie a révélé la présence de légéres lésions au niveau des poumons, des organes
lymphoides et du foie, ainsi que la diminution du nombre de lymphocytes et une
pneumonie interstitielle (Ellis et al., 1999). Ces expériences ont constitué un succes
mitigé, puisque bien que les animaux ont été infectés par le virus et ont développé des
lésions caractéristiques du SDMPS, I’ensemble des effets cliniques du syndrome, y
compris le taux élevé de mortalité, ne furent pas obtenus (Segalés et Domingo, 2002).
Des expériences semblables ont été réalisées en infectant des porcelets SPF avec du virus
purifié & partir d’échantillons tissus provenant de cas cliniques (Magar ef al., 2000;
Pogranichnyy et al., 2000). Plus récemment, des chercheurs ont construit un clone
moléculaire du virus. La séquence d’ADN compléte du CVP2 a été clonée en tandem
dans un vecteur pBluescript SK, et ce nouveau plasmide a la capacité d’infecter des
cultures cellulaires in vitro et de produire des virions de CVP2 normaux. Un groupe de

jeunes porcelets a été infecté avec le plasmide recombinant, et la réponse clinique et
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sérologique a été étudiée. La majorité des porcs infectés ont séroconverti au virus mais,
tout comme pour les infections avec le virus purifié, I’infection est demeurée
asymptomatique et aucun des animaux n’a développé le SDMPS (Fenaux et al., 2002).
Les résultats de ces essais ont été semblables & ceux des inoculations avec des tissus
provenant de porcs malades. L’infection permet d’induire la séroconversion ainsi que

quelques symptOmes et 1ésions mineures, mais aucun porcelet ne développe la maladie.

En contraste aux essais décris précédemment, quelques chercheurs sont parvenus a
reproduire la gamme compléte des symptdmes et lésions associés au SDMPS en infectant
des porcelets avec le virus purifié (Bolin ef al., 2001; Harms ef al., 2001; Allan et al.,
2002; Okuda et al., 2003). Les porcelets infectés avec le virus devenaient rapidement
moribonds, anorexiques, et montraient des signes de dépression. Quelques animaux sont
morts avant la fin des expériences, vers 21 jours pi. Les animaux ont tous séroconverti au
CVP2, et ont été euthanasiés vers le 35° jour pi. Les lésions typiques du SDMPS, telles la
déplétion des organes lymphoides et la pneumonie interstitielle, ont été retrouvées chez
tous les porcs infectés. Ces résultats indiquent que le CVP2 serait possiblement capable
d’engendrer a lui seul le SDMPS clinique chez les animaux. Cependant, ces expériences
n’ont pour la plupart par été répétées afin de vérifier si les résultats sont reproductibles.
Plusieurs facteurs différents tels que 1’4ge des porcelets au moment de I’infection, la
provenance des animaux et leur susceptibilité génétique a la maladie, I’isolat et le dosage
du CVP2, entre autres, pourraient expliquer la variabilité des résultats des diverses

infection expérimentales (Segalés et Domingo, 2002).

Afin de mieux reproduire les conditions sanitaires retrouvées dans les porcheries
commerciales, plusieurs études ont tenté de reproduire la maladie chez les animaux en co-
infectant ces derniers avec le CVP2 et avec d’autres virus porcins communément
retrouvés chez les porcs souffrant de SDMPS, tels le PPV , le SRRP et le CVP1 (Choi et
Chae, 2000; Ellis et al., 2000a; Kim et al., 2002; Pallares et al., 2002; Pogranichnyy et
al., 2002; Segalés et al., 2002; Drolet et al., 2003). Ainsi, des chercheurs ont co-infecté
des groupes de porcs avec du CVP2 purifié et du PPV (Allan et al., 1999a; Kennedy ef
al., 2000; Krakowka et al., 2000; Kim et al., 2003). Pour les fins de I’expérience, trois



38

groupes de porcs ont €té infectés avec le CVP2, le PPV, et le CVP2 avec le PPV,
respectivement. Un quatriéme groupe a été gardé comme témoin non-infecté. Dans
1’ensemble des expériences, les porcelets du groupe infecte avec CVP2 ont développé des
signes cliniques légers du SDMPS et seulement quelques lésions, mais ils n’ont pas
présenté la gamme compléte des signes cliniques et lésions, et aucun porc n’est mort. Les
porcs infectés avec le PPV seulement n’ont développé aucun signe clinique ou 1ésion. Par
contre, les porcelets infectés avec les deux virus montraient des symptomes sévéres de
SDMPS incluant le dépérissement et la jaunisse. Le niveau de mortalité de ces animaux
atteignait 50 a 100% (Allan er al, 1999a). Les lésions observées & la nécropsie
correspondaient & celles observées chez les animaux atteints de SDMPS dans les fermes
porcines. L’ADN du CVP2 et du PPV fut détecté dans les monocytes et les macrophages
ainsi que les cellules neeuds lymphatiques, des amygdales, du thymus, de la rate, des
reins, du foie, du cceur et des poumons. Il est a noter que la quantité d’ADN du CVP2
détectée dans les tissus lymphatiques est beaucoup plus importante que la quantité de

PPV (Kim et al., 2003).

D’autres expériences de co-infection ont été réalisées avec le CVP2 et le SRRP
(Allan et al., 2000b; Harms ef al., 2001; Rovira et al., 2002). Les résultats observés sont
sensiblement les mémes que pour les co-infections avec le CVP2 et le PPV. Les porcs
infectés avec le CVP2 seul ne développent que des signes cliniques légers et quelques
lésions, tandis que les porcelets co-infectés avec les deux virus présentent des signes

cliniques sévéres ainsi que des lésions généralisées et un niveau de mortalité élevé.

Puisque la co-infection des porcs avec d’autres virus pouvait augmenter
drastiquement les effets de I’infection par le CVP2, certains chercheurs ont spéculé que la
stimulation du systéme immunitaire par un adjuvant ou un immunogeéne non-infectieux
pourrait potentialiser les symptdmes du SDMPS (Allan et al., 2000c; Krakowka et al.,
2001). Plusieurs études expérimentales ont été réalisées afin de vérifier cette hypothése.
Dans I’une de celles-ci, des porcs furent infectés avec le CVP2 et immunisés avec du
keyhole limpet hemocyanin dans I’adjuvant de Freund incomplet, avec ou sans I’ajout de

thioglycolate. Tous les porcs infectés ayant re¢u ’adjuvant ont développé des symptomes
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cliniques sévéres ainsi que les lIésions caractéristiques du SDMPS. Le titre viral présent
chez ces porcs était 10 & 10,000 fois plus élevé chez les porcs ayant regu I’adjuvant que
chez les porcs témoins qui ont regu le CVP2 sans adjuvant (Krakowka et al., 2001). Ces
derniers sont demeurés asymptomatiques. Toutefois, une autre étude utilisant un
protocole presque identique n’est pas parvenue aux mémes résultats. Trois des cinq porcs
infectés avec le CVP2 mais n’ayant pas recu ’adjuvant montraient des signes de SDMPS,
tandis qu’un seul des porcelets infecté ayant regu I’adjuvant a développé la maladie

(Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002).

Afin de tester I’hypothése de I’immunostimulation dans des conditions plus
proches des conditions de champs, des chercheurs ont séparé 84 porcelets, provenant
d’une ferme porcine commerciale qui avait eu plusieurs cas de SDMPS le mois précédent,
en trois groupes de 28 animaux. Les porcelets du premier groupe ont regu un vaccin
contre Mycoplasma hyopneumoniae a I’4ge de 7 et 28 jours, ainsi qu’une injection de
PBS a 42 jours. Le deuxiéme groupe a regu une injection de PBS a 7 jours, et des
injections d’un immunostimulateur chimique a 28 et 42 jours. Le troisiéme groupe a regu
des injections de PBS a 7, 28 et 42 jours. Environ 42,9% des porcelets du premier et 50%
des porcelets du deuxiéme groupe ont développé le SDMPS. En contraste, seulement
10,7% des porcelets témoins ont été victimes du syndrome (Kyriakis et al., 2002). Une
expérience similaire fut menée sur une autre ferme ayant récemment subi d’importantes
pertes dues au CVP2. Durant une période de quatre mois, la moitié des porcelets furent
vaccinés contre Mycoplasma hyopneumoniae, tandis que I’autre moitié ne fut pas
vaccinée. Quelques mois plus tard ’incidence du SDMPS chez les animaux non vaccinés
était significativement plus faible que chez les animaux vaccinés (Allan et al., 2001). Les
études de champs tendent a confirmer la théorie que I'infection par CVP2 n’est pas
suffisante pour engendrer le SDMPS chez les porcs, et qu’une immunostimulation non
spécifique serait nécessaire pour reproduire I’ensemble des symptOmes attribués au
syndrome. Certains auteurs ont spéculé que la stimulation du systéme immunitaire
stimulerait la prolifération des cellules des centres germinatifs des tissus lymphoides, ce
qui permettrait aussi la réplication du CVP2 puisque ce dernier ne peut se répliquer que

dans des cellules en mitose (Allan et al., 2000c; Krakowka et al., 2001).
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D’autres études expérimentales ont permis de clarifier certains aspects encore
nébuleux du syndrome. Bien que le CVP2 soit répandu dans plusieurs pays, certains sont
trés touchés par le SDMPS alors que d’autres sont épargnés. Des chercheurs ont émis
I’hypothése qu’il existerait des souches de CVP2 semblables au point de vue antigénique,
mais différant quant a leur capacité d’engendrer le syndrome. Cependant, une équipe est
parvenue a reproduire expérimentalement le SDMPS chez des porcs infectés avec une
souche de CVP2 provenant de la Suéde, pays ol le SDMPS n’est pas présent (Allan et al.,
2002), ce qui indiquerait que toutes les souches de CVP2 sont capables d’induire la
maladie. De plus, des chercheurs ont tenté de déterminer si le simple contact entre les
porcs était suffisant pour la transmission de la maladie. Ils ont infecté un groupe de porcs
avec le CVP2, et ils ont placé un groupe de porcs sains dans une cage voisine. Quelques
jours aprés I’infection tous les porcs non-infectés ont séroconverti contre le CVP2 (Bolin

et al., 2001; Okuda et al., 2003).

5.6. Diagnostic

Le SDMPS est en grande partie caractérisé par le nombre important de symptomes
qu’il peut engendrer chez les porcs ainsi que la variabilité de ces symptomes, qui peuvent
différer de ferme a ferme. Ces facteurs contribuent a rendre le processus de diagnostic
trés complexe, ce qui peut probablement expliquer pourquoi le syndrome n’a pas été
reconnu officiellement avant 1997, bien qu’il sévissait déja depuis plusieurs années
(Clark, 1997). Le diagnostic du SDMPS repose ainsi sur trois €léments clés qui doivent
&tre présents chez tout animal soupgonné d’étre atteint par la maladie. En premier lieu, on
doit étre en mesure d’identifier plusieurs des signes cliniques associés au syndrome ;
problémes respiratoires, dépérissement, retards de croissance, etc. Par la suite, il doit y
avoir présence des lésions microscopiques caractéristiques du SDMPS: déplétion
lymphocytaire généralisée, inclusions basophiles dans le cytoplasme des cellules
mononucléaires, infiltration d’histiocytes. Finalement, ont doit étre en mesure de détecter
la présence du CVP2 dans les lésions (Segalés et Domingo, 2002). Puisque ce processus
est trés lourd et ne peut évidemment pas étre appliqué pour tous les porcs d’un troupeau,

seulement quelques porcs sont sacrifiés et nécropsiés. Généralement, on vérifie la
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présence des signes cliniques chez les autres animaux, et ont analyse leur sérum afin de
déterminer s’il y a présence de virémie ou d’anticorps spécifiques au CVP2. Afin de
répondre aux besoins des vétérinaires, cliniciens et chercheurs oeuvrant dans le milieu,
une variété d’outils de diagnostic ont été développés pour la détection du virus dans le

sérum et les tissus, et la détection des anticorps dans le sérum.

11 faut souligner que des outils de détection du CVP1 sont disponibles depuis déja
plusieurs années. Des tests permettent de détecter la présence des anticorps dans le sérum
des porcs par immunofluorescence (Tischer et al., 1986), ou par ELISA (Tischer et al.,
1995b), ou pour la détection du virus avec des anticorps monoclonaux (Allan ef al.,
1994a). Cependant, bien qu’ils peuvent aider a éliminer la possibilité d’une contamination
par le CVPI1, ces tests ne sont toutefois d’aucune utilité pour la détection du CVP2,
puisque 1’épitope principal de ce dernier, la capside virale codée par I’ORF2, n’est pas

reconnu par les anticorps monoclonaux ou polyclonaux dirigés contre le CVP1.

Plusieurs études ont déterminé que la sévérité du SDMPS chez les porcs est
proportionnelle & la quantité de virus détectce dans les l1ésions (Rosell et al., 1999;
Quintana ef al., 2001). La technique privilégiée par plusieurs pour la détection du virus
directement a partir des échantillons de tissus est I’hybridation in-situ (HIS), qui consiste
3 I’utilisation d’une sonde moléculaire marquée dans des conditions qui entraineront sa
fixation 2 ’ADN viral. Les tout premiers tests d’HIS mis au points utilisaient des sondes
composées de I’ADN génomique complet du CVP1, qui sont plus faciles a réaliser, mais
moins spécifiques (Allan et al., 1998a). D’autres ont utilisé des sondes d’ARN élaborées
a partir de la séquence du CVP1 (Morozov ef al., 1998). Les deux types de sondes, bien
que établies & partir de la séquence du CVPI, se sont avérées adéquates pour la détection
du CVP2. Cependant, le séquengage du CVP2 a permis & plusieurs équipes de mettre au
point des sondes d’ADN spécifiques au nouveau virus (Choi et Chae, 1999; Rosell et al.,
1999; Kim et Chae, 2001), plus faciles & utiliser que les sondes 3 ADN et plus spécifiques
que les sondes composées de I’ADN entier du virus. Jusqu’a récemment, aucune étude

n’avait tenté de mesurer la spécificité des diverses amorces pour CVP1 ou CVP2, mais
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une technique d’HIS double permettant de distinguer entre les deux virus a nouvellement

été perfectionnée (Kim et Chae, 2002b).

La technique d’immunohistochimie (IHC) constitue une alternative trés populaire
a ’HIS (Ellis et al., 1998; Rosell et al., 1999; Choi et al., 2000; Sarli et al., 2001;
Chianini et al., 2003). La technique nécessite 1’utilisation d’anticorps spécifiques au
CVP2 afin de visualiser la présence du virus dans des échantillons de tissus. La sensibilité
des techniques d’HIS et d’ITHC pour la détection du CVP2 a été comparée, ce qui a révélé
que les deux méthodes sont trés adéquates, mais que I'IHC serait légérement plus sensible

(McNeilly et al., 1999).

De nombreuses techniques de PCR sont couramment utilisées pour la détection du
CVP2 dans le sérum (Allan et al, 1999a;, Truong et al., 1999; Liu et al., 2000;
Calsamiglia et al., 2002) et dans les tissus (Morozov et al., 1998; Ellis et al., 2000a; Bolin
et al., 2001; Kiupel et al., 2001; Calsamiglia et al., 2002; Kiatipattanasakul-Banlunara ef
al., 2002) de divers animaux. L’utilisation du PCR pour la détection du virus dans les
tissus est problématique, puisque la plupart des tests PCR ne sont pas quantitatifs (Segalés
et Domingo, 2002). Pour pallier & ce désavantage, il existe des tests de c-PCR quantitatifs
spécifiquement pour les tissus (Liu ef al., 2000). Une étude a toutefois suggéré que la
technique d’IHC, bien que moins sensible que le PCR, permet de mieux évaluer
1’association entre le CVP2 et les lésions chez 1’animal (Choi et al., 2000). Par contre, le
PCR est un moyen rapide et peu coiiteux de détecteur la présence du virus dans le sérum
des animaux, et est fréquemment le premier outil de diagnostic employé. Depuis plusieurs
années, diverses méthodes de PCR multiplex permettent de distinguer rapidement et
simultanément la présence de CVP1 et de CVP2 dans un méme échantillon (Larochelle et
al., 1999a; Ouardani et al., 1999; Kim et al., 2001b). Cette différentiation peut aussi se
faire par PCR-RFLP (Fenaux et al., 2000). D’autres tests similaires permettent de détecter
en méme temps la présence du CVP2 et d’autres virus tels le PPV (Kim et al., 2001a;
Kim et Chae, 2003b) ou le SRRP (Segalés ef al., 2002). La sensibilité de divers tests de
PCR a aussi été comparée (McNeilly et al., 2002).
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La technique d’immunofluorescence indirecte (IFI) est doublement utile. En
premier lieu, elle permet de détecter la présence du virus dans des monocouches de
cellules lors de I’isolement viral ou de la propagation in vitro, si I'on posséde des
anticorps spécifiques au CVP2. Puisque la réplication virale ne produit pas d’effets
cytopathiques chez la cellule héte, I'IFI peut permettre de visualiser le virus afin
d’effectuer le titrage. Inversement, la technique d’IFI est couramment utilisée dans des
laboratoires de diagnostic afin de titrer les anticorps présents dans le sérum d’animaux
soupgonnés d’étre atteints de SDMPS, si I’on posséde déja des plateaux avec des cellules
infectées et fixées. Bien que la technique soit fréquemment utilisée, peu de tests
commerciaux sont disponibles, et la plupart des laboratoires préparent leurs propres

plateaux de virus (Allan et Ellis, 2000).

L’optimisation de la culture du virus, et les nouvelles avancées sur la découverte
des épitopes principaux ont permis le développement d’une grande variété de tests ELISA
pour la détection rapide, automatisée et a grande échelle des anticorps contre le CVP2.
Les premiers tests développés utilisaient le virus complet comme antigéne (Truong et al.,
1999; Walker et al., 2000), mais I’identification de la protéine de la nucléocapside du
CVP2 comme antigéne majeur du virus a entrainé la mise au point de test ELISA utilisant
la protéine de la nucléocapside produite et purifiée in vitro comme antigéne (Mahe et al.,

2001; McNeilly et al., 2001; Nawagitgul et al., 2002; Blanchard et al., 2003b)

Bien que plusieurs approches différentes sont utilisés pour le diagnostic et la
recherche dans différents laboratoires, trés peu d’entre elles ont été commercialisées. 1l
n’existe pas encore a ce jours de méthode standardisée pour la détection du CVP2 et le

diagnostic du SDMPS.
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5.7. Traitement et prévention

Il n’existe & ce jour aucune méthode de traitement permettant de guérir les
animaux atteints du SDMPS. En raison des cofits associés au développement et a
I’application de médicaments thérapeutiques, il serait probablement peu rentable
d’entreprendre une telle démarche pour une maladie porcine comme le SDMPS. Ainsi,
I’avenue de recherche privilégiée est le développement de techniques de prévention de la

maladie, soit par zootechnie ou par la mise au point d’un vaccin.

Les découvertes récentes sur le CVP2 et son rdle dans le syndrome ont permis de
proposer des mesures zootechniques de lutte afin de réduire la pression d’infection
microbienne dans les élevages (Madec et al., 1999; Madec et al., 2000). Plusieurs
stratégies ont été appliquées a petite échelle pour tenter d’améliorer les conditions
hygiéniques des enclos et des aires de travail des fermes porcines. Afin de réduire les
facteurs de stress auxquels sont soumis les animaux, il est recommandé de veiller a la
bonne qualité de Iair ambiant et de I’eau potable, de diminuer le nombre d’animaux dans
chaque enclos, d’éviter les échanges entre les porcelets de différents groupes d’age, et
d’assurer le confort des animaux. Il est primordial d’isoler les animaux malades dés
I’apparition des premiers signes cliniques du SDMPS, afin d’éviter tout contact avec les
animaux sains. La mise en ceuvre de mesures similaires a permis dans plusieurs cas une
réduction des pertes chez les élevages les plus touchés. Cependant, dans le cas
d’infections persistantes, il peut parfois étre nécessaire de remplacer la population porcine

entiére (Segalés et Domingo, 2002).

L’utilisation éventuelle de porcs génétiquement modifiés comme source d’organes
pour la transplantation chez I’humain représente un défi important a la fois pour les
chercheurs et pour les vétérinaires. Les porcs destinés a servir a la xénotransplantation
doivent répondre & des normes sécuritaires exceptionnellement strictes, et doivent &tre
exempts de tout virus qui pourrait étre transmissible a I’humain, dont le CVP2. Ainsi, des
méthodes d’élevages trés strictes ont été mises au point spécifiquement pour obtenir des

lignées de porcs exempte de CVP2 (Yoo et Giulivi, 2000; Tucker et al., 2003).
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Bien que les méthodes zootechniques soient généralement utilisées pour endiguer
les épidémies de SDMPS dans les fermes porcines, une méthode alternative appelée la
thérapie sérique (« serum-therapy») a été utilisée avec succeés dans certains cas. La
méthode consiste a récolter le sérum hyperimmun de porcs SPF commerciaux ayant été
injectés avec du CVP, et a inoculer les porcs a risque du SDMPS par des injections sous-
cutanées environ 7 jours aprés le sevrage. Les résultats préliminaires de deux études
similaires suggérent que la thérapie sérique serait parvenue a diminuer de fagon
substantielle le risque de développement du SDMPS chez ces porcs (Ferreira et al., 2001;
Waddilove et Marco, 2002). Cependant, I’utilisation de sérum provenant d’autres porcs
pourrait permettre la transmission d’autres agents pathogeénes (Segalés et Domingo,

2002).

Des études récentes ont souligné I’importante de la protéine de la capside virale du
CVP2, codée par I’ORF2, qui serait Iépitope principal reconnu par les anticorps des
porcelets souffrant de SDMPS (Mahe et al., 2000; Nawagitgul er al., 2000; Blanchard,
2002; Nawagitgul et al., 2002). Plusieurs ont suggéré que cette protéine pourrait étre
utilisée comme agent immunogéne afin de solliciter une réponse humorale protectrice
chez les porcs (Krakowka er al., 2002; Segalés et Domingo, 2002). A ce jour, une seule
étude a tenté d’évaluer dans un étude in vivo la réponse immunitaire porcine face 2 une
protéine de capside recombinante. La vaccination de porcs avec la protéine recombinante
a été suivie d’une infection expérimentale visant & reproduire le SDMPS (Albina et al.,
2001). Selon des résultats préliminaires, la vaccination aurait permis de protéger plusieurs
des porcelets contre le développement du SDMPS (Jestin et al., 2001). Une autre étude
trés récente a réussi a protéger des groupes de porcs en les vaccinant avec la protéine de
la nucléocapside virale (Blanchard et al., 2003a). 11 est cependant plausible de penser que
plusieurs autres études plus détaillées seront nécessaires 4 la mise au point d’un vaccin

efficace.
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6. Autres pathologies associées au CVP2
6.1. Syndrome de la dermatite et néphropathie porcine (SDNP)

Le SDNP (« porcine dermatitis and nephropathy syndrome ») fut identifié pour la
premiére fois au Royaume-Uni en 1993 (Smith ef al., 1993; Allan ef al., 2000a), et a
depuis été détecté aux Etats-Unis (Ramos-Vara et al., 1997), en Gréce (Saoulidis et al.,
2002) et en Autriche (Schmoll ef al., 2003). La maladie est caractérisée par la présence de
lésions macroscopiques et microscopiques au niveau de la peau et de certains organes,
particuliérement les reins. Dans les cas plus sévéres, les porcs souffrent de vasculite
(« vasculitis ») grave qui entraine la nécrose de la peau, I'inflammation des veines et des
artéres, ainsi que I’apparition d’ulcéres et d’hémorragies dermiques (Drolet et al., 1999).
Plusieurs de ces lésions seraient causées par un déréglement du systéme immunitaire,
mais le mécanisme exact demeure inconnu. Cependant, plusieurs études ont détecté la
présence de CVP2 dans les tissus lymphatiques et souvent aussi dans les reins, les
poumons, les amygdales, la rate et le foie de la grande majorité les porcs souffrant de
SDNP qui ont été analysés (Allan et al., 2000a; Rosell et al., 2000b; Meehan er al., 2001).
Plusieurs des porcelets souffrant du syndrome et infectés par le CVP2 seraient aussi
infectés par le SRRP (Choi et Chae, 2001). Ainsi, bien que trés peu d’information soit
disponible sur le mécanisme du SDNP, toutes les études réalisées a ce jour laissent croire

que le CVP2 pourrait étre impliqué dans la le développement de la maladie.

6.2. Tremblement congénital

Le tremblement congénital (TC ou « congenital tremors »), est une maladie
affligeant les porcelets nouveau-nés depuis plusieurs décennies. Les symptomes
occasionnés par le TC seraient dus & la perte de myéline dans le systéme nerveux de
’animal au moment de la gestation. Plusieurs types de TC ont été décrits, dont certains
ont été associés a un agent en particuliers, tels des anomalies génétiques de I’animal, la
présence de 1’agent chimique trichlorfon dans I'utérus ou I’infection du feetus par le virus
de la fievre porcine (« classical swine fever virus») ou par le virus d’Aujeszky
(« Aujeszky’s virus », ou virus de pseudorage). Le TC de type A2 sévit depuis plus de 25

ans en Amérique du Nord, et peut occasionner des épidémies qui dureront de 1 a 8
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semaines dans des fermes porcines. Plusieurs porcelets d’une méme portée peuvent étre
affectés par la maladie, qui entraine chez ceux-ci des contractions involontaires et
répétées des muscles squelettiques d’intensité variable. Les contractions diminuent
lorsque 1’animal est au repos, et s’exacerbent lorsqu’il est dans un état de stress. Le
niveau de mortalité peut atteindre 50%, puisque plusieurs porcelets malades sont
incapables de s’allaiter normalement. Généralement, les symptomes disparaissent
graduellement lorsque les porcs atteignent 4 semaines d’age, mais dans certains cas ils

peuvent perdurer pendant plusieurs mois (Bolin, 1992).

Des chercheurs spéculent depuis plusieurs annces que le TC de type A2 serait
causé par un virus, et récemment du CVP2 a été isolé a partir de tissu rénal provenant de
porcelets atteints de la maladie. Une étude a réussi a détecter la présence de CVP2 dans
plusieurs tissus des porcelets malades et asymptomatiques, mais il était particuliérement
abondant dans le systéme nerveux central et dans le foie (Stevenson et al., 2001). Les
animaux souffrant de TC possédent une quantité beaucoup plus €levée de virus dans le
cerveau et la colonne vertébrale que les porcs asymptomatiques. Une souche de CVP2
isolée a partir de porcs souffrant de CT a été séquencée et posséde 99% d’identite avec les
souches de CVP2 qui causent le SDMPS (Choi et al., 2002). Toutefois, une étude récente
vient mettre en doute le lien entre le TC et le CVP2. L’analyse des tissus de 40 porcs
atteints de TC en Espagne n’a pu détecter la présence de CVP2 (Kennedy et al., 2003).
De plus amples recherches sont donc nécessaires pour vérifier I’implication du CVP2

dans la pathologie du TC chez le porc.

6.3. Avortements spontanés et porcelets mort-nés

Dans les derniéres années, plusieurs études ont rapporté la présence de CVP2 dans
les tissus de foetus avortés ou de porcelets mort-nés. Cette découverte s’est répétée dans
plusieurs fermes porcines dont les porcs ont des taux d’avortement anormalement élevés
(West et al., 1999; Ladekjaer-Mikkelsen e al., 2001; Meechan et al., 2001; O'Connor ef
al., 2001; Farnham et al., 2003). Ainsi, plusieurs auteurs ont suggéré que le CVP2
pourrait possiblement infecter les foetus en gestation et entrainer I’avortement. Afin de

vérifier cette hypothése, des chercheurs ont directement inoculé des feetus de porcs a
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différent stades de gestation (Sanchez et al., 2001; Johnson et al., 2002). Les 37 feetus de
trois truies au 86°, 92° et 93¢ jour de gestation respectivement ont été inoculés avec du
CVP2 a travers la paroi intra-utérine. A la naissance, 24 porcelets étaient relativement
normaux, tandis que 13 étaient mort-nés ou momifiés. Des anticorps dirigés contre le
CVP2 ont été détectés dans le sérum de ces porcelets, et la présence de virus a été décelée
dans plusieurs organes de porcelets mort-nés. Une autre étude a analysé la distribution du
CVP?2 dans les tissus de feetus inoculés a différents stades de la gestation, et dans les
tissus de porcelets inoculés une journée apreés la naissance (Sanchez et al., 2003). Les
résultats ont révélé que chez les feetus, le CVP2 se réplique principalement dans les
cardiomyocytes, et un peu dans les hépatocytes et les macrophages. Tout juste aprés la
naissance, les macrophages devenaient la principale cellule cible du virus, et les cellules
cardiaques étaient totalement ignorées. Ainsi, plusieurs preuves expérimentales indiquent
que le CVP2 pourrait infecter les fostus et engendrer des lésions potentiellement
mortelles. Cependant, on ignore toujours si ce processus serait une cause importante de

mortalité in vivo.
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2. Résumé de I’article

L’objectif de cette étude était de développer un test d’immunofluorescence indirecte
(IFT) sensible, rapide et peu coliteux utilisant une protéine de nucléocapside recombinante
du circovirus porcine de type 2 (CVP2) pour la détection des anticorps spécifiques au
CVP2 dans le sérum de porcs.. Il a récemment été déterminé que la nucléocapside du
CVP2 constitue la protéine la plus immunogéne du virus, portant les principaux
déterminants antigéniques spécifiques au CVP2. La séquence de I’ORF2 de la souche
JAF-2897 du CVP2 a été clonée dans un vecteur d’expression eucaryote pCEP5, sous le
contrdle du promoteur du cytomégalovirus, et en aval d’une séquence polyhistidine. Des
cellules d’épithélium de rein humain 293 furent transfectées avec le plasmide
recombinant, et le niveau d’expression de la nucléocapside virale recombinante fut
évaluer par IFI et immunobuvardage de type Western. Une fluorescence forte et
spécifique fut observée dans le noyau des cellules transfectées. La spécificité du test par
rapport au test d’IFI classique utilisant des cellules infectées par le virus fut évaluée a
I’aide de plusieurs agents infectieux apparentés au CVP2. La sensibilité¢ du test par
rapport au test d’IFI classique fut comparée par 1’évaluation de la réactivité de 44 sérums
de champ provenant des porcs de fermes ayant souffert d’épidémies récurrentes du
syndrome de dépérissement multisystémique en post-sevrage. Le test utilisant la protéine
de la nucléocapside recombinante fut en mesure de détecter 15 porcs positifs qui avaient
échappé au test utilisant les cellules infectées par le virus. Ainsi, la sensibilité de ce
dernier n’était que de 57,1% comparativement au test utilisant la nucléocapside
recombinante. Finalement, la protéine de la nucléocapside recombinante a put étre
purifiée par chromatographie a l’aide d’une colonne d’affinité, et d’autres tests

diagnostics spécifiques utilisant cette protéine sont présentement en développement.
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3. Contribution des auteurs

Le mérite de la conception du projet ainsi que de plusieurs des €léments clés de
I’article, tels I’élaboration d’un vecteur plasmidique pour I’expression eucaryote de
’ORF2 du CVP?2 ainsi que son utilisation pour la conception d’outils pour le diagnostic
sérologique du CVP2 chez les porcs revient au Dr Serge Dea. Plusieurs des détails plus
fins du travail, tel I’utilisation du vecteur pCEP5 et du PEIL ont été suggérés par Ali
Kheyar. Ce dernier a aussi contribué & superviser le déroulement des travaux tout au long

du projet, et il a aussi collaboré 4 la rédaction de I’article.
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Abstract

The purpose of this study was to develop a sensitive, rapid and inexpensive
immunofluorescence assay (IFA) based on a recombinant porcine circovirus type 2
(PCV2) nucleocapsid protein for the serological detection of PCV2-specific antibodies in
pig sera. The viral nucleocapsid protein encoded by the PCV2 ORF2 gene has recently
been identified as the most immunoreactive viral protein that carries type-specific
antigenic determinants. The ORF2 sequence of the IAF-2897 strain of PCV2 has been
cloned into a pCEP5 eucaryotic expression vector under the control of the
cytomegalovirus promoter, downstream of a polyhistidine sequence tag. The recombinant
plasmid was used in transfection experiments of human epithelial kidney-293 cells that
were further tested and positive expression of the viral nucleocapsid protein was
confirmed by IFA and western blotting. Strong, specific fluorescence was observed in the
nucleus of transfected cells. Test specificity to PCV2 was verified with several related
infectious agents. Sensitivity was compared to standard IFA using PCV2-infected cells by
evaluating the reactivity of 44 field serum samples from pigs on farms suffering from
postweaning multisystemic wasting syndrome. The recombinant nucleocapsid-based test
was able to detect 15 more positive pigs than the PCV2-based IFA. Therefore, the relative
sensitivity of latter test was estimated at only 57.1% compared to the recombinant
nucleocapsid-based test. The recombinant fusion protein has been purified by affinity

chromatography and is being used to develop further sensitive serological tests.
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Introduction

Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) is an emerging swine
disease first described in Canada in 1991 (7, 13), but subsequent outbreaks have
frequently struck pig farms in North and South America, Europe and Asia (2, 3, 6, 15, 22,
28). The disease affects 5 to 12 week-old piglets and is characterized in part by weight
loss, dyspnea, jaundice and enlarged lymph nodes, as well as degeneration and necrosis of
hepatocytes, multifocal lymphohistiocytic pneumonia, lymphocytic depletion and
multinucleated giant cell formation (13)- Typically, morbidity rates can reach 5 to 50% in
affected herds, and mortality is close to 100% in pigs that develop the full spectrum of
symptoms associated with the disease (19). The rapid and simultaneous emergence of the
disease in many different parts of the world as well as the uncertain mode of transmission
and high rates of mortality in pigs suffering from PMWS has caused great concern
throughout the swine industry. The agent thought to be mainly responsible for PMWS has
been identified; a circovirus-like particle isolated from diseased pigs was associated with

the syndrome and named PCV2 (2, 11, 12).

The first porcine circovirus, now known as PCV1, was discovered in 1974 as a
non-pathogenic contaminant of the porcine kidney PK-15 cell line (27). It has since been
characterized as a small non enveloped single stranded DNA virus with a 1.76 kb
ambisense genome (25). Antibodies against the virus in pigs have been found worldwide
but no discernible pathogenic properties have been associated to PCV1 infection in swine
(8, 10, 24). PCV2 isolated from pigs suffering from PMWS displays a 76-83% amino

acid (aa) identity with nonpathogenic PCV1 and shares the same genomic organization,



55

consisting of two major open reading frames (ORFs) coding for the replicase protein
(Rep) and the nucleocapsid (NC) protein respectively (12, 18, 19). The 702 nucleotide
ORF2 sequence coding for the PCV2 NC protein is located on the complementary strand
of the double-stranded replicative form of the PCV2 genome, and shares only 66% aa
identity with the sequence of the PCV1 ORF2, as opposed to a 85% identity between the
ORF1 of both viruses (12). These data have led scientists to speculate that the PCV2 NC
protein may be at least in part responsible for the pathogenicity associated with PCV2.
Recently, several studies have suggested that the 28 kDa PCV2 NC is the major
immunogenic protein of the virus, and the principal bearer of type-specific epitopes (14,

20).

PMWS is most commonly diagnosed on the basis of the presence of its
characteristic clinical symptoms, histopathological lesions, and on the detection of PCV2
in the lesions (23). Current methods most commonly used for the detection of PCV2 in
pigs include indirect immunofluorescence assays (IFA) against PCV2-infected cells and
PCR (Ouardani et al., 1999). Because the use of PCR requires several time-consuming
steps, IFA is generally preferred for rapid and inexpensive diagnosis of PMWS. However,
IFA requires the prior infection of porcine cells with live PCV2 virus, which can be very
arduous because of its very slow replication cycle. The aim of this work was to develop a
rapid, easy to use and inexpensive ORF2-based serological diagnostic assay for PCV2
detection based on a recombinant (rec) PCV2 NC protein produced in an eucaryotic

expression system.
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Virus, cells and antisera. In a previous work, the IAF-2897 strain of PCV2 virus
was isolated from lung tissue of young pigs with typical clinical signs of PMWS in
Québec farms and its genome was entirely sequenced (GenBank #AF408635) (21). The
virus was propagated in PCVI1-free PK-15 porcine kidney cells (PKA), which were
graciously provided by A. Afshar (Animal Diseases Research Institute, Agriculture
Canada, Nepean, Ontario, Canada). Cells were infected at very low confluence with
purified virus and grown in monolayers from 3 to 4 days in GIBCO Minimal Essential
Medium (MEM; Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) supplemented with 5% fetal
bovine serum, 1 mM glutamine, 1% sodium pyruvate and 100 pM of penicillin-
streptomycin. When cells reached confluence, supernatant was removed and cells were
washed three times with PBS. The virus was harvested by freezing and thawing the
infected cells three times in a low volume of PBS. The resulting cell lysate was then
clarified by centrifugation. Viral genomic DNA was extracted from stocks of virus using
TriPure DNA isolation reagent (Roche Diagnostics, Laval, Québec, Canada) according to
the manufacturer’s recommendations. Transfection experiments were carried out with the
human embryonic kidney (HEK) 293 cell line (ATCC CRL-1573). Cells were grown in
GIBCO Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen) supplemented with
5% fetal bovine serum, 1mM glutamine, 1% sodium pyruvate and 100 pM of penicillin-

streptomycin.

To produce a swine reference serum against the IAF-2897 strain of PCV2 for use

in serological tests, four 5-week-old SPF pigs were injected intranasally with 10
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fluorescent units (FU) of semi-purified PCV2 virus stock. Antisera from inoculated pigs
were tested weekly for the presence of PCV2-specific antibodies until bleeding at 63 days
post-infection (dpi). Negative sera were collected from two non-infected SPF piglets that
were maintained in the same conditions. A total of 44 field serum samples collected from
different groups of pigs from southern Québec farms suspected to be infected with PCV2

were provided by Biovet Inc. (St-Hyacinthe, Québec, Canada).

Cloning of PCV2 ORF2 in an eucaryotic expression vector. The PCV2 ORF2
sequence coding for the virus NC was amplified from the purified PCV2 DNA in two
successive PCR reactions using the primers described in table 1. These primers were
designed to add a polyhistidine sequence to permit purification of the rec protein using an
affinity column and an enterokinase site for the subsequent removal of the polyhistidine
site. All primers overlap with each other or with the ORF2 sequence by 20 to 22
nucleotides. Both PCR reactions used Taq Polymerase and consisted of an initial enzyme
activation step at 95°C for 5 min followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for 1 min,
annealing at 48°C for 1 min, extension at 72C for 3 min, and a final extension at 72°C for
10 min. The first PCR amplified the ORF2 using the 6H-F2 no.1 forward primer and the
F2 reverse primer. The resulting PCR product was then purified using the Qiagen PCR
purification kit (Qiagen Inc., Mississauga, Ontario, Canada). In the second PCR the 6H-
F2 no. 2 forward primer was used with the same F2 reverse primer used previously. A
780 nucleotide DNA sequence of expected size was confirmed by gel electrophoresis, and

the final PCR product was then purified as previously described.
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The eucaryotic expression vector pCEP5 derived from the pCEP4 vector (9) was
obtained from Dr Kamen laboratory (BRI, NRC, Montreal, Canada). Both the vector and
the final purified PCR product were digested with the BamHI enzyme for 2h at 37°C. The
enzyme was subsequently inactivated by incubation at 65°C for 20 minutes. The digested
PCR product and plasmid were then ligated using T4 DNA ligase at 14°C for 14h.
Escherichia coli DH50. competent cells were transformed using the resulting pCEP-6H-
ORF2 plasmid. Positive clones were screened by PCR, restriction enzyme digestion and

DNA sequencing using the SeqpCEP primers detailed in table 1.

Expression of the rec nucleocapsid protein. Transfection experiments were
carried out in either 96-well plaques or 60 cm? petri dishes, and 293 or PKA cells as well
as polyethylenimine (PEI) gene transfer reagent (5) in its 25 kDa linear form
(Polysciences, Warrington, PA) were used for all transfection experiments. Typically, 1
ug of linear 25 kDa PEI was mixed to 1 pg of pCEP5-6H-ORF2 DNA plasmid in a total
volume of 100 pl of GIBCO serum-free DMEM. This mix was incubated at 37°C for 10
min and then 20 pl per well was added to the sub-confluent 293 or PKA cell monolayers,

and incubated in standard culture conditions for 48h.

Expression of the PCV2 ORF2 in transfected cells was verified by IFA using
polyclonal PCV2 porcine sera from pigs experimentally infected with purified PCV2, as
well as sera from PCV-free pigs. Briefly, transfected cells were washed with PBS and
fixed with an acetone-methanol solution (1:1). Fixed cells were then rehydrated with PBS
for 10 min. PCV2-positive and negative pig sera were diluted at 1/100 in PBS with 0,15%

Tween-20, and incubated with cells for 1h at 37°C. Cells were washed three times with
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PBS, and then incubated with rabbit anti-pig IgG-fluorescein isothiocyanate (FITC)
conjugate (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) diluted 1/100 in PBS during 45
minutes at 37°C. Cells were finally observed and photographed with an epi-fluorescence
microscope (Leica, Leitz Wetzlar, Germany). PCV2-infected PKA cells were also used as

controls as described above.

Purification and characterization of rec protein. 293 cells transfected with
pCEP5-6H-ORF2 expression vector in 100 mm petri dishes were lysed with a cell lysis
buffer (150 mM NaCl; 10mM Tris pH 7,8; 1% Triton-X; 1% sodium deoxycholate; 0,1%
SDS) containing protease inhibitors. The cell lysate was then solubilized by repeated
passage through a syringe, and added to a HiTrap chelating affinity column (Amersham
Pharmacia Biotech, Baie d’Urfé, Québec, Canada) as per the manufacturer’s instructions.
Collected fractions were screened for the presence of the recombinant ORF2 protein by

sodium dodecyl sulfate-gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot.

Collected fractions of purified 6H-ORF?2 protein, as well as non-transfected 293
cell lysate, and purified virus preparation were analyzed by Western blot. Proteins were
separated in 12% SDS-PAGE gels using the standard method and transferred onto a
nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada), which was then
incubated in blocking solution (4% skim-milk, 0.05% Tween-20 in PBS). Polyclonal anti-
PCV2 serum, as well as serum from PCV-free pigs were diluted 1/500 in blocking
solution, and incubated with the membranes for 1h at room temperature. Membranes were

washed three times in PBS-Tween 20 and incubated for 1h with a 1/1000 diluted solution
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of goat anti-porcine IgG-peroxidase conjugate (Sigma) in blocking solution. After three

final washes, the blots were developed with 4-chloro-1-naphtol reagent (Bio-Rad).

Sensitivity and specificity of the IFA. All field serum samples were tested by
IFA on 96-well plaques of either 293 cells transfected with pCEP5-6H-ORF2 or PKA
cells infected with purified PCV2 as described previously. Serum dilutions from 1/50 to
1/5000 were used. Sera were considered positive for PCV2 at 1/50. Specificity of both
diagnostic tests for PCV2 was assayed by testing serum samples from pigs infected with
PCVI1, porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), porcine
hemagglutinating  encephalomyelitis  coronavirus (HEV) and  Mycoplasma
hyopneumoniae. The calculations of sensitivity values for both assays were determined

using the following formula, using the IFA on transfected 293 cells as reference assay:

Sensitivity = True Positives / (True Positives + False Negatives) X 100

Specificity = True Negatives / (True Negatives + False Positives) X 100
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Results

Expression of the PCV2 NC protein in transfected cells. A mix of purified
plasmid DNA and linear 25 kDa PEI was used to transfect subconfluent monolayers of
293 cells. Transfected cells showed no sign of cellular damage that could be attributed to
the presence of the PCV2 NC protein or to the PEI transfection reagent. The presence of
the NC protein was determined by IFA with various types of antibodies. Intense and
specific fluorescence was observed in the nuclei as well as in the peri-nuclear region of
transfected cells. The pattern of fluorescence was similar to that of PKA cells infected

with wild-type PCV2 (fig. 1).

Transfected cells containing the recNC antigen reacted very strongly to polyclonal
anti-PCV2 antibodies, but did not cross-react against normal pig serum. The expression
level of the NC protein in in vitro infections of PKA cells and in 293 cells transfected
with the pCEP-6H-ORF2 plasmid was compared by IFA (fig. 2). The proportion of cells
expressing the PCV2 NC antigen was much higher in cells transfected with the plasmid
than in infected cells. Repeated experiments confirmed than on average the PCV2 recNC
protein is expressed roughly 9 times more in cells transfected with the pCEP5-6H-ORF2

plasmid than in cells infected with the virus.

Characterization of the rec PCV2 NC protein. Transfection of sub-confluent
293 cells in 60 mm petri dishes with the pCEP-6H-ORF2 plasmid resulted in the
production of a significant quantity of rec PCV2 recNC which could then be recovered by
cell lysis as described above. The resulting lysate containing both cellular proteins and the

PCV2 recNC antigen was purified by passage through a Ni-affinity column. Both the total
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protein from the cell lysate and the purified recNC reacted specifically in immunobloting
with polyclonal anti-PCV2 serum at 1/500 dilution (fig. 3, lanes 2, 3). The recNC protein
had an observed molecular weight of 32 kDa. Concentrated and purified PCV2 virus was
used as control antigen (fig. 3, lane 4) and produced a specific reaction at a molecular
weight of 29 kDa. Neither the recNC nor the purified PCV2 virus reacted against PCV2-

negative swine serum.

Accuracy of the recombinant ORF2-based diagnostic IFA. The accuracy of the
test was verified by comparing both the classic IFA diagnostic test using PCV2-infected
PKA cells (classic IFA) and the recNC-based test (recNC IFA). All the 44 porcine sera
collected from PMWS-affected swine farms were tested using both IFA, and observed
results are summarized in Table 2. A total of 23 sera were positive for PCV2-specific
antibodies with the PCV2-based test, while 35 sera were positive with the recNC-based
test. The sensitivity of the classic IFA versus the recNC-based test is 57.1% when the
latter is used as the reference assay. A total of 15 sera that were negative in the classic

IFA are considered positive in the recNC IFA.

Among the 35 sera that tested positive for PCV2 antibodies in the recNC-based
test, 10 sera showed antibody titers greater than 5000, while only 3 showed antibody
levels greater than 2500 in the classic IFA. Sera from 6 pigs that tested negative in the
classic IFA produced antibody titers over 2500 with the new IFA test. Overall 25 sera
produced a significantly higher antibody titer with the recNC IFA than with the classic

IFA. In addition, 7 positive sera gave roughly equal titers, and 9 were negative with both
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assays. Only 3 samples had antibody titers that were lower with the recNC IFA than with

the classic IFA.

Positive control sera from pigs infected with PCV1, PRRSV, HEV or Mycoplasma
hyopneumoniae were also tested against both IFA (data not shown). Some non-specific
background fluorescence was observed amongst PCV2-infected PKA cells, but no
reactivity whatsoever was observed in cells transfected with the pCEPS-6H-ORF2

plasmid. As a result, both IFA diagnostic tests had a specificity of 100%.
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Discussion

The dramatic increase in reported outbreaks of PMWS in pig farms in recent years
has been an additional burden for pig producers already under pressure from other pig
pathogens, increased public scrutiny, and intense competition in the marketplace. Early
detection of PCV2 in pigs is essential to help contain the spread of the virus and of
PMWS. The goal of the present study was to conceive a very specific and extremely
sensitive but low-cost and easy to use test to help in the diagnosis of early cases of PCV2
infection in pigs. The IFA is probably the most commonly used method for the detection
of PCV?2 antibodies in pig serum, as it is faster, less expensive than of PCR tests and does
not require specialized equipment. However, the use of live PCV2 to infect cells used in
IFA has always been problematic at best. Because the virus does not produce a visible
cytopathic effect in infected cells and only replicates in cells currently undergoing
mitosis, PCV2 infections yield very small amounts of virus (1). The use of D-
glucosamine to stimulate the entry of cells in the S phase of mitosis to accelerate the
replication of PCV2 has been suggested (26). However, it was also reported to be
problematic because of its high cellular toxicity and therefore should generally be avoided
when possible (1). There is also evidence of antigenic cross-reactivity between the Rep
proteins of PCV1 and PCV2, which could generate false diagnostic results. Recent studies
have demonstrated that the ORF1-encoded proteins in the two viruses were antigenically
related, whereas the ORF2 proteins were recognized differentially by polyclonal anti-
PCV2 antibodies (4, 16, 17). No cross-reactivity was demonstrated between NC proteins

of both viruses (Truong et al., 2001).
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To circumvent the previous problems, the ORF2 gene from the PCV2 virus was
cloned into a pCEP5 eucaryotic expression vector bearing the CMV2 promoter. The
resulting pCEP5-6H-ORF2 plasmid was used to transfect cells that could then express the
viral NC protein. Initial attempts to transfect PKA cells with the plasmid and either PEI or
fuGENES transfection reagents (Roche Diagnostics) were a failure. No plasmid DNA was
detected in the cytoplasm or the nucleus of transfected cells. Alternatively, 293 cells had
previously been used successfully in conjunction with the pCEPS vector and PEI (9).
Subsequent transfection experiments with the pCEP5-6H-ORF2 consistently produced
clear and distinct fluorescence in the nucleus and the peri-nuclear area of the 293 cells
(fig. 1). This fluorescence pattern was identical to that observed in naturally infected PKA

cells, but background fluorescence was markedly lower in transfected cells.

The proportion of transfected cells expressing the PCV2 recNC was roughly
proportional to the quantity of plasmid DNA used in the transfection mix. Fluorescent
cells may be observed with as little as 40 ng of plasmid DNA per well in a 96-well plate,
the optimal amount of plasmid being about 200 to 300 ng per well. Using these
conditions, transfection of 293 cells with the plasmid generated on average 9 times more
fluorescent cells expressing the PCV2 NC than PKA cells infected with the virus (fig. 2).
In addition, transfections of 293 cells in 60 mm petri dishes using the same transfection
conditions yielded significantly larger quantities of NC product than PKA cells infected
with PCV?2 virus in the same culture conditions. The addition of a polyhistidine-tag to the
recNC allowed quick and easy purification and concentration of the protein by affinity
chromatography with a metal chelate affinity column. Purified and non-purified recNC

from cell lysate analyzed by Western blot reacted strongly against PCV2-specific
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antibodies (fig. 3). As expected, the addition of the polyhistidine-tag and the enterokinase
restriction site to the NC amino acid sequence increased the molecular weight of the
protein to roughly 32 kDa, compared to about 29 kDa for the native protein. These results
suggest that the recNC protein expressed in transfected cells is immunogenically identical

to the native protein.

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

as 7 dpi, compared to 14 dpi for the classic IFA.
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The results presented in this report indicate that an IFA diagnostic test using
PCV?2 recNC antigen expressed from transfected cells can quickly and accurately detect
even small amounts of PCV2 antibodies in pig sera. The sensitivity of the assay is much
improved compared to the classic IFA method using virus-infected cells. This system is
particularly advantageous because very large amounts of protein can be rapidly and
inexpensively produced, as opposed to PCV2 infections, which can be relatively difficult
and produce only small quantities of virus. In addition, the recNC protein can be
immediately purified and concentrated by affinity chromatography, and can subsequently
be used as antigen for ELISA, Western blot and for further characterization studies.
Additional work is necessary to determine whether the protein might be used as a subunit

vaccine in pigs to prevent infection by PCV2.
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Tables and figures

TABLE 1. Oligonucleotide primers used for the construction and sequencing of the
pCEP5-6H-ORF?2 plasmid. Nucleotide sequences corresponding to BamHI digestion sites
were underlined; the polyhistidine sequence is boxed, the enterokinase digestion site is in

bold and nucleotides corresponding to the ORF2 sequence were italicized.

Primer Sense” Sequence Length
(bp)
6H-F2 no.1 F 5'{ACCATCAQGGTGACGATGACGATAAGGATATGACGTATCCAAGGAGGCG-3’ 49
6H-F2 no.2 F 5".CGCGGATCCGCGATACATCACCATCACCATCAQGGTGACGATGACGA-3' 47
F2 R 5’-CGCGGATCCGCGCGCGGATCCGCGTTAGGGTTTAAGTGGGGGGT-3’ 44
SeqpCEP-F F 5'-GAGTGACAATGACATCCAC-3’ 19
SeqpCEP-R R 5-GTCCTTCCGAGTGAGAGAC-3' 19

“F: Forward ; R: Reverse
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Fig. 1: Localization of the ORF2 protein in transfected cells. Fluorescence was localized
in the peri- and intra-nuclear regions of 293 cells transfected with the pCEP5-6H-ORF2
plasmid (a). This specific fluorescence is similar to that observed in PCV2-infected PKA

cells (b). To facilitate observation, the 293 cells were transfected with a sub-optimal
quantity of pCEP5-6H-ORF2 DNA.
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Fig. 2: IFA Comparison of PCV2 NC expression in PCV2 infected PKA cells and 293
cells transfected with pCEP5-6H-ORF2. A) PKA cells infected with PCV2. B) Mock-
infected PKA cells. C) 293 cells transfected with pCEP5-6H-ORF2. D) Non transfected
293 control cells. Cells were incubated with either polyclonal anti-PCV2 pig serum

(positive serum) or PCV-negative pig serum (negative serum).

Negative serum Positive serum

A)

B)

C)

D)
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Fig. 3: Expression and purification of rec 6H-ORF2 protein and reactivity against
polyclonal anti-PCV2 pig serum and PCV-negative serum in Western blot. Lane 1: Non-
transfected 293 cell lysate Lane 2: Total protein in cell lysate from 293 cells transfected
with pCEP5-6H-ORF2. Lane 3: 6H-ORF2 protein partially purified in HiTrap chelating

affinity column. Lane 4: Total protein in cell lysate from concentrated purified PCV2.

Negative serum Positive serum
1 2 3 4 1 2 3 4

G < 30kDa
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TABLE 2. Comparison between both IFA for the serologic detection of specific PCV2

antibodies in pigs.

No. of serum samples (%)

Classic IFA recNC IFA

Positive Negative Total
Positive 20 (45.5) 3(6.8) 23 (52.3)
Negative 15 (34.1) 6 (13.6) 21 (47.7)
Total 35 (79.6) 9204) 44 (100.0)
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DISCUSSION

1. Clonage, expression et purification de la nucléoprotéine du CVP2

Découvert seulement depuis 1997, le virus du CVP s’est propagé & une vitesse
fulgurante a travers le monde et dans plusieurs pays, dont le Canada (Ellis ef al., 1998;
Liu et al., 2002), ou la situation atteint presque le statut d’épidémie. L’occurrence du
SDMPS est directement reliée a la distribution du CVP2 dans les régions touchées par
I’épidémie (Segalés et Domingo, 2002). La détection précoce de I’infection par le CVP2
chez les porcs est essentielle au contrdle du virus en permettant immédiatement d’isoler
les porcs affectés et de mettre en place des mesures sanitaires plus efficaces (Rose ef al,
2003). Un des objectifs du projet €tait de mettre au point une nouvelle technique pour
réaliser le diagnostic sérologique des infections au CVP2 chez les porcs. La séquence de
I’ORF2 du CVP2 a été clonée dans un vecteur d’expression eucaryote pCEPS en amont
d’une séquence polyhistidine, et des cellules HEK 293 ont été transfectées avec le
plasmide afin d’exprimer une protéine de nucléocapside recombinante. Ces cellules
transfectées ont été utilisées pour 1’élaboration d’un nouveau test diagnostic pour la

détection d’anticorps dirigés contre le CVP2.

Le clonage de I’ORF2 dans le vecteur pCEP5 a nécessité plusieurs tentatives en
raison de problémes successifs au niveau de ’amplification du géne par PCR, de la
digestion du fragment amplifié et du plasmide, de la déphosphorylation et du criblage des
clones positifs. Un seul clone positif a été obtenu sur les dizaines de colonies testées, mais
sa séquence a pu par la suite étre confirmée par séquencage. Les premiers essais de
transfection de cellules PKA avec le plasmide pCEP-6H-ORF?2 et & I’aide des agents de
transfection fuGENE6 et le PEI furent un échec. Aucune trace d’ADN de la
nucléocapside recombinante ne pu étre détectée dans le noyau ou le cytoplasme des
cellules. Cependant, des cellules de type HEK 293 avaient déja été utilisées avec succes
pour des transfections avec le vecteur pCEP5 et le PEI (Durocher et al., 2002). De plus, le
coiit d’utilisation du PEI est infime par rapport a celui du fuGENEG6. Les essais de

transfection sur ces cellules avec le PEI ont été couronnés de succés, et I’'IFI avec des
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anticorps polyclonaux anti-CVP2 a révélé une fluorescence forte, spécifique localisée
dans le noyau ainsi que dans la région péri-nucléaire des cellules transfectées. La
distribution des antigénes viraux observée par IFI dans les cellules transfectées est
identique a celle dans les cellules infectées avec le CVP2 complet (Liu ef al., 2001a). Les
conditions de transfections ont par la suite été optimisées afin de maximiser I’expression
de la nucléocapside recombinante. La comparaison du niveau d’expression des antigénes
de la nucléocapside par transfection de cellules HEK 293 avec le plasmide pCEP5-6H-
OFRF2 et par infection de cellules PKA avec le CVP2 complet révéle que 9 fois plus de

cellules transfectées expriment les antigénes par rapport aux cellules transfectées.

L’IFI sur les plateaux de cellules infectées par le CVP2 est I’un des outils les plus
utilisés pour le diagnostic sérologique du CVP2, et il a ’avantage d’étre trés facile
d’utilisation. Cependant, I’obtention de plateaux de qualités peut étre ardue en raison de
la faible productivité de I’infection virale (Allan et Ellis, 2000; Segalés et Domingo,
2002). Le traitement des cellules a la D-glucosamine peut contribuer a augmenter le titre
viral (Tischer et al., 1987), mais son utilisation entraine souvent la dégénérescence du
feuillet cellulaire. La comparaison de la sensibilité entre les tests par IFI utilisant les
cellules infectées par le CVP2 et les cellules transfectées a révélé que ce dernier peut
détecter de plus faibles quantités d’anticorps dans le sérum. Sur 44 échantillons testés, 20
étaient positifs par IFI avec les cellules infectées et 35 avec les cellules transfectées. Chez
ces derniéres, 1’absence presque de totale de fluorescence 4 I’arriére-plan permet de bien
distinguer les cellules positives. Aucun des différents échantillons de sérum provenant
d’animaux infectés par PCV1, SRRP, HEV et Mycoplasma hyopneumoniae n’a réagi
avec les cellules transfectées, ce qui indique que le test est trés spécifique pour le CVP2 et
que le risque de résultats faux positifs est faible. L’utilisation de plateaux de cellules HEK
293 transfectées avec le plasmide pCEP-6H-ORF?2 est donc a la fois sensible, spécifique
rapide, et moins complexe, car elle ne requiére pas la production préalable des grandes

quantités de virus nécessaires & I’infection de plusieurs plaques.
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La nucléocapside recombinante produite dans les cellules transfectées a été
récupérée par lyse des cellules, puis le lysat cellulaire a ensuite été semi-purifié et
concentré rapidement et aisément par chromatographie d’affinité sur colonne. L’ajout
d’une queue polyhistidine 4 la nucléocapside permet a la molécule d’étre capturée par les
ions métalliques d’une colonne de chromatographie. Ceci permet d’éviter le recours a
d’autres techniques de purification plus longues et difficiles telles 1’ultracentrifugation sur
coussin de sucrose ou sur gradient de CsCl. La protéine recombinante a pu €tre analysée
par immunobuvardage de type Western. Tel que prévu, I’ajout de la séquence
polyhistidine et du site entérokinase augmente la masse de la molécule & environ 32 kDa,
comparativement a environ 29 kDa pour le CVP2. Cependant, la nucléocapside
recombinante dénaturée est spécifiquement reconnu par les anticorps polyclonaux anti-
CVP2, ainsi que par des anticorps monoclonaux dirigés contre la nucléocapside (figure
11). Les anticorps monoclonaux ont aussi pu se fixer a la protéine non dénaturée,

exprimée dans les cellules HEK 293 transfectées (figure 10).

Ces résultats suggérent que la nucléocapside recombinante serait identique a la
nucléocapside virale sur le plan de I’immunogénicité. Sa production facile, rapide et peux
cofiteuse en fait une alternative de choix a I’utilisation du virus complet pour le diagnostic
sérologique des infections au CVP2 chez les porcs. La nucléocapside recombinante peut
aussi servir d’outil permettant une étude plus approfondie de la structure de la protéine,

de son role dans la pathologie du SDMPS et de son immunogénicité.
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2. Etude de I’immunogénicité du CVP2

L’expérience d’infection expérimentale de porcs entreprise lors de ce projet
constitue une premiére étape permettant d’étudier la réponse humorale des porcs & une
infection in vitro avec le CVP2, et a aussi permis de déterminer si le protocole d’infection
employé est suffisant pour déclencher I’apparition des symptomes du SDMPS, et de

récupérée une quantité importante de sérum polyclonal spécifique au CVP2.

L’analyse de la réponse sérologique humorale des porcs (figure 8) a permis de
confirmer expérimentalement que I’isolat IAF-2897 du CVP2 est capable de se répliquer
et d’induire une réponse immunitaire forte chez les porcs, contrairement aux résultats
d’une expérience précédente (Ouardani ef al., 1999 résultats non publiés). Les quatre
porcs infectés ont séroconverti avant le 14° jour pi, ce qui est conforme aux résultats

obtenus par d’autres équipes de chercheurs (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002).

Parallélement, les premiers symptdmes de maladie observés chez les porcs ont
commencé a apparaitre vers la 2° semaine pi. Plusieurs de ces porcs ont développe de
légers troubles respiratoires se traduisant par une légére toux vers la 2° semaine, puis par
la suite par des éternuements et un sifflement lors de la respiration dans les deux a trois
semaines suivantes. Ces symptdmes pourraient étre dus & une accumulation de mucus et a
une congestion des voies respiratoires. Les symptomes se sont résorbés chez tous les

porcs vers la 5° semaine, et ne sont pas réapparus par la suite.

Le comportement des animaux infectés différait aussi de celui des animaux sains,
principalement dans les premiéres semaines. Les porcelets infectés semblaient plus
fatigués que les autres, et étaient fréquemment couchés sur le sol de I’enclos. Leur appétit
était plus faible, ce qui semble aussi avoir engendré des retards de croissance marqués
chez les animaux pouvant atteindre 20% a 40% de différence de poids par rapport a des
porcs sains du méme 4ge par observation visuelle. Lors de la deuxiéme partie de

I’expérience les animaux infectés ont par la suite regagné du poids normalement.



80

1l est intéressant de constater que la sévérité des principales manifestations du
SDMPS observées, comme les problémes respiratoires et les retards de croissance,
semble avoir diminué dans les deux cas a partir de la 5° semaine pi, alors que c’est a ce
moment que le titre des anticorps anti-CVP2 dans le sérum était & son plus élevé. Ceci
pourrait confirmer que I’infection au CVP2 est directement responsable de 1’apparition de
ces symptomes. Toutefois, puisque aucun animal n’est décédé ou n’est tombé gravement
malade et que les symptomes observés se sont rapidement résorbés, on ne peut soutenir
que les porcs ont été atteints de SDMPS a un degré tel qu’il existe in vivo dans les fermes
porcines. Aprés examen post-mortem, aucune lésion macroscopique ou microscopique

typique du CVP2 n’a été découverte dans les tissus des principaux organes.

On ignore toujours la nature exacte due lien entre le virus et le SDMPS. De
nombreux travaux ont confirmé que I’infection au CVP2 est un préalable essentiel au
développement du syndrome (Allan ef al., 1999a; Ellis et al., 1999; Albina et al., 2001;
Segalés et Domingo, 2002). Cependant, les porcs atteints de SDMPS dans les fermes
porcines in vivo sont presque toujours co-infectés par d’autres pathogénes tels le PPV
(Kim et Chae, 2002a), le SRRP (Segalés er al., 2002), le virus de I’influenza porcin
(Pallares et al., 2002) et Mycoplasma hyopneumoniae (Sirinarumitr et al., 2001), entre
autres. De plus, bien que le syndrome occasionne un niveau de mortalité élevé in vivo
(Morozov et al., 1998), de nombreuses infections expérimentales in vitro avec le CVP2
seul ont été incapables de reproduire I’ensemble des symptomes de la maladie (Krakowka
et al., 2000). Plusieurs expériences tentant des co-infections avec le CVP2 et un ou
plusieurs des agents mentionné précédemment ont reproduit des symptdmes et lésions
beaucoup plus importantes chez les animaux (Allan et al., 1999a; Allan et al., 2000e;
Harms et al., 2001; Rovira et al., 2002; Shibata et al., 2003b). L’absence des pleins effets
du SDMPS chez les porcs infectés lors de 1’expérience tend a confirmer ces observations
d’autres chercheurs. Certains ont donc suggéré que d’autres facteurs que I’infection par le
CVP2 pourraient étre nécessaires & 1’apparition du SDMPS. Ainsi, d’autres études ont
confirmé que la stimulation du systéme immunitaire des porcs par un immunostimulateur
chimique (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002), une vaccination (Allan et al, 2001,
Kyriakis et al., 2002) ou une bactérie (Opriessnig et al., 2003) peut décupler Iintensite
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des symptdmes et des lésions observés. Afin de poursuivre la démarche il serait donc
intéressent de refaire I’infection expérimentale de porcs avec du CVP2 purifié, mais en
ajoutant un immunostimulateur tel I’adjuvant de Freund afin de confirmer que la souche

IAF-2897 du CVP2 est capable d’induire le SDMPS chez les porcs.

Bien que les résultats observés précédemment soient conformes aux attentes, il fut
trés surprenant de constater que les deux porcs témoins non-infectés (porcs no. 156 et
157) aient développé une réponse humorale forte contre le CVP2 (figure 8). Ces deux
animaux n’ont cependant pas souffert de problémes respiratoires, et les retards de
croissance étaient minimes par rapport & ceux des animaux infectés. Des mesures
sanitaires avaient pourtant été prises afin d’éviter tout contact direct entre les porcs
infectés et témoins. Ces derniers étaient dans leur propre enclos dans une piéce différente,
et les prélévements de sérum étaient toujours effectués sur ces porcs en premier afin
qu’ils ne soient jamais en contact avec des objets ayant touché aux porcs infectés. Les

cages des porcs étaient lavées environ une fois par jour par le personnel de soutien.

Malgré que le mode de transmission exact du CVP2 entre animaux soit encore
inconnu, plusieurs études récentes ont révélé la présence du virus dans les feces des
animaux atteints (Krakowka et al., 2000; Shibata ef al., 2003a; Yang et al., 2003). De
plus, les porcs ont tendance & produire de grandes quantités de matiéres fécales, qui peut
par la suite contaminer les cages, le sol ou les bottes des chercheurs et du personnel. II est
possible que le virus ait contaminé les bottes du personnel nettoyant les cages des
animaux infectés, et qu’ils aient par la suite pénétré dans la piéce ol se trouvaient les
porcs témoins. Une personne portant des bottes contaminées aurait pu pénétrer dans la
cage pour la nettoyer, et ainsi rentrer en contact avec les porcs. Ces derniers ont d’ailleurs
parfois I’habitude de mordiller les souliers ou les bottes des personnes qui s’en
approchent. Ainsi, ceci peut servir a illustrer plusieurs des problémes sanitaires auxquels
font face les fermes porcines aux prise avec le SDMPS, et expliquer pourquoi il est si
difficile de contrdler le virus. Il sera important de réviser les standards de propreté et de

stérilité afin d’éviter toute contamination dans le futur.
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3. Production d’anticorps monoclonaux dirigés contre la nucléocapside

Malgré la mise en place de mesures sanitaires de plus en plus sévéres (Madec ef
al., 1999; Madec et al., 2000) chez les fermes porcines, le SDMPS devient de plus en plus
répandu a travers le monde. Depuis sa découverte au Canada et au Royaume-Uni
(Harding et al., 1991; LeCann et al., 1997), il est maintenant retrouvé dans plusieurs pays
de I’Europe, d’ Amérique latine et d’Asie (Allan ef al., 1999b; Onuki et al., 1999; Trujano
et al., 2001). De plus, le mode de transmission de CVP2 entre différents animaux est
encore méconnu (Rodriguez-Arrioja et al, 2002). Il est donc urgent d’arréter la
progression du CVP2 et du SDMPS, d’oui I'importance d’approfondir nos connaissances
de la structure et des propriétés antigéniques de la nucléocapside virale. L’élaboration
d’anticorps monoclonaux spécifiquement dirigés contre la nucléocapside permettra de
déterminer la topographie des épitopes pouvant éventuellement servir a la mise au point

de vaccins contre le CVP2.

Les six souris ayant servi 4 ’expérience ont re¢u un total de six injections de
CVP2 concentré et purifié, et les échantillons de sérum recueillis une semaine apres
chaque immunisation ont ét¢ analysés par immunobuvardage de type Western. Les
membranes de nitrocellulose utilisées pour chaque immunobuvardage ont été produites
par SDS-PAGE avec la nucléocapside recombinante obtenue précédemment, ce qui
permettait de confirmer que la réponse observée chez les souris était bien spécifique & la
nucléocapside du CVP2. Le sérum de souris a aussi été testé contre des membranes
contenant du SVF, ce qui permettait de vérifier si le virus utilisé pour immuniser les
souris était contaminé par du sérum provenant du milieu de culture. Une faible réactivité
contre le SVF a été détectée chez les souris, ce qui signifie que le virus n’était pas
complétement purifié. Aprés six immunisations, une des souris a été sacrifiée et ses

splénocytes ont été récupérés et mis en culture pour produire les hybridomes.

Les hybridomes ont par la suite été criblés a plusieurs reprise par ELISA avec le
CVP2 complet, par IFI avec la nucléocapside recombinante et par immunobuvardage de

type Western avec la nucléocapside recombinante. Toutes ces étapes ont permis de
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sélectionner les hybridomes produisant des anticorps dirigés spécifiquement contre la
nucléocapside et non contre le SVF ou d’autres protéines susceptibles d’avoir contaminé
les échantillons de souris injectés aux souris. Un total de six anticorps monoclonaux

distincts ont été obtenus.

Les isotypages par ELISA et IFI ont révélé que seulement un seul des six
anticorps monoclonaux était de type IgG1 (5a6-d10), alors qu’il y avait quatre IgM (2d8-
g4, 4e5-f5, 8d10-f5, 9c5-c10) et un IgA (3f7-h10) (figure 10). La prépondérance des
anticorps de type IgM semblerait indiquer une réponse humorale précoce du systéme
immunitaire de la souris contre le virus. Cependant, il devrait théoriquement ne plus y
avoir de production d’IgM aprés six immunisations contre le virus. Il est possible que
certaines des injections n’aient pas été effectuées au bon endroit chez la souris, ou qu’il

n’y ait pas eu suffisamment d’antigéne pour induire une réaction immunitaire forte.

La comparaison des résultats des criblages par IFI et par immunobuvardage de
type Western permet d’identifier les anticorps spécifiques & un épitope structural, ou un
épitope linéaire, puisque la protéine est exprimée dans sa forme native dans les cellules
eucaryotes HEK 293 mais qu’elle a été dénaturée par le SDS lors de I’électrophorése
avant d’étre transférée a la membrane de nitrocellulose pour le test d’immunobuvardage.
Les quatre anticorps de type IgM reconnaissent des épitopes conformationnels puisqu’ils
réagissent par IFI et non par immunobuvardage de type Western, tandis que les anticorps
de type IgG et IgA reconnaissent des épitopes linéaires puisqu’ils réagissent par IFI et
immunobuvardage. De plus, aucun des anticorps n’a pu neutraliser le CVP2 et empécher

le virus d’infecter des cellules PKA lors de tests de neutralisation.

A ce jours, une seule étude publiée a décris 1’élaboration et la caractérisation
d’anticorps monoclonaux contre le CVP2 (McNeilly et al., 2001), et aucun autre
anticorps monoclonal de type IgM contre le CVP2 n’est mentionné dans la littérature.
L’étape suivante de la recherche consistera a déterminer 1’emplacement sur la
nucléocapside des épitopes reconnus par les anticorps monoclonaux nouvellement

produits.



84

4. Topographie des épitopes reconnus par les anticorps monoclonaux

I1 est maintenant acquis que la protéine de la nucléocapside virale est la protéine la
plus immunogéne du virus, et la production d’anticorps monoclonaux a permis de
confirmer que les principaux déterminants antigéniques reconnus sont situés sur cette
protéine, mais peu d’études ont tenté d’en analyser la structure. Afin d’identifier des sites
porteurs des épitopes, la protéine a été séparée en trois fragments distincts et clonée dans
le vecteur d’expression eucaryote pCEPS5. Des cellules HEK 293 ont été transfectées avec

les plasmides et leur expression a été analysée par IFI.

L’analyse de la séquence d’aa a permis de déterminer quelles régions précises
comportaient des sites susceptibles de porter des épitopes. L’élaboration a I’aide du
logiciel PLOTSTRUCTURE (Jameson et Wolf, 1988) d’une carte du potentiel hydrophile
ou hydrophobe des aa (figure 13 ) a révélé la présence de deux régions fortement
hydrophiles au début et a la fin de la protéine, ainsi que d’une région hydrophobe a
Iintérieur. Ceci suggére que la protéine dans sa forme native expose les aa des extrémités
a sa surface, tandis que ceux du centre sont probablement & I’intérieur de la capside
virale. Il y aurait donc plus de chance de trouver des épitopes sur les régions exposées a la
surface de la protéine. L’élaboration d’une carte du potentiel antigénique des différents aa
(figure 14) (Jameson et Wolf, 1988) a confirmé que les deux régions a I’extrémité
possédent plus de sites au potentiel antigénique élevé. A la suite de ces observations, la
séquence de I’ORF2 a été séparé en trois régions distinctes : N-terminale (aa 1 a 78),
Interne ( aa 59 a 145), et C-terminale (aa 138 & 233). Les épitopes devraient ainsi €tre

répartis entre les trois fragments.

L’expression du plasmide contenant le fragment C-terminale a entrainé chez les
cellules transfectées une fluorescence trés distinctive localisée spécifiquement dans le
cytoplasme (figure 15). La fluorescence est diffuse et semble composée de petits points, a
I’opposé de la fluorescence observée lors de 1’expression du virus complet. La séquence
qui permet a la protéine de se localiser dans le noyau des cellules a été identifiée lors

d’une étude précédente, et serait située dans la région des aa 12 a 18 et 34 a 41, situées
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dans la régions N-terminale (Liu et al., 2001a). Ainsi, I’amputation de cette partie de la

protéine bouleverse la répartition de la nucléocapside a I’intérieur de la cellule.

L’analyse de I’expression des fragments Interne et N-terminal dans les cellules
HEK 293 n’a révélé aucune fluorescence. Afin de confirmer que les deux plasmides
étaient fonctionnels, ceux-ci ont été analysés avec des enzymes de restriction et par
séquengage. Les deux plasmides digérées avaient la taille attendue et la séquence du
plasmide portant le fragment Interne était bonne, mais le séquengage du plasmide portant
le fragment N-terminal a échoué pour des raisons inconnues. Il reste donc a déterminer si
’absence de fluorescence dans les deux cas est due a des imperfections dans les
plasmides ou les conditions des transfections, ou seulement & I’absence d’épitopes dans
ces régions. Des études précédentes avaient pourtant démontré la présence d’épitopes
dans les régions des aa 25 a 39, (N-terminal) 73 & 87 (Interne), 121 a 147 (Interne et C-
terminale) et 169 a 183 (C-terminale) (Mahe et al., 2000). Des analyses plus approfondies
seront nécessaires pour déterminer si ces épitopes sont bel et bien présents dans la
séquence de la nucléocapside de la souche IFA-2897 du CVP2. Notamment, les anticorps
monoclonaux produits précédemment pourront étre utilisés afin de déterminer si tous

peuvent reconnaitre le ou les épitopes présents sur le fragment C-terminal.



86

REMERCIEMENTS

Je désire tout d’abord remercier mon directeur de recherche le Dr Serge Dea, qui
m’a accueilli & bras ouverts dans son labo et qui n’a jamais cessé de m’encourager et de
me soutenir, méme quand la maladie 1’accablait. Méme s’il n’est plus parmi nous, il reste
encore un peu de Serge chez sa femme, ses trois enfants, et chez chacun des ses

nombreux étudiants qui peuvent tous témoigner de sa passion pour la science.

Je tiens a souligner le travail exceptionnel, la générosité et la patience sans limite
d’Ali Kheyar, qui m’a grandement aidé tout au long de ma maitrise et qui a un peu pris la

place de Serge pour me superviser.

Merci au Dr Peter Tijssen, qui a généreusement accepté de devenir mon co-

directeur et qui a pris de son temps pour réviser mon mémoire et mon article.

Un gros merci & Mourad Ouardani, qui m’a précédé sur le projet et qui a pris de

son temps précieux pour m’initier a la vie de laboratoire et au circovirus.

Merci 4 Benoit Charbonneau d’avoir pris le flambeau du projet circovirus et qui a

toujours su m’endurer avec le sourire.

Finalement, merci a tous les autres étudiants qui ont séjourné dans le laboratoire et
qui ont su m’apporter seulement leurs connaissances scientifiques et leur aide précieuse,
mais aussi leur amitié. Annie Boisvert, Martine Boutin, Sylvie Chabot, Kane Cheikh Saad
Bouh, Patrick Cléroux, Dr Carl Gagnon, Ahmed Jabrane, Guillaume Lachapelle, Faust

Okamba, Barthélemy Ontsouka, Marie-Josée Sasseville, Dominic Therrien.

...ainsi que nos amis les cochons!



87

ANNEXE I : INFECTION EXPERIMENTALE DE PORCS AVEC LE CVP2

1. Introduction

L’un des aspects les plus curieux du SDMPS est que I’on ignore encore quels sont
les facteurs spécifiques qui déclenchent I’apparition des pleins symptémes de la maladie
chez les animaux. L’infection préalable des porcs par le CVP2 semble étre un prérequis
essentiel, mais comment expliquer que tous les animaux infectés ne développent la
maladie? Bien que plusieurs autres virus soient couramment associés au SDMPS, aucun
autre n’est présent chez la totalité des porcs malades. De plus, plusieurs expériences de
reproduction expérimentale de la maladie dans des conditions contrdlées ne sont pas
parvenues & reproduire le syndrome (Magar et al., 2000; Pogranichnyy et al., 2000,
Segalés et Domingo, 2002). Certains ont récemment suggéré que I’effet combiné de
I’infection par CVP2 et de certains autres facteurs de stress comme la surpopulation, de
mauvaises conditions sanitaires ou I’activation du systéme immunitaire par la vaccination
ou par une autre infection puisse étre 1’élément déclencheur du syndrome (Allan ef al.,

2001; Krakowka et al., 2001; Kyriakis et al., 2002).

Une premiére infection expérimentale de porcelets avec le CVP2 purifié avait €té
réalisée précédemment dans le laboratoire (Ouardani ef al., 1999, résultats non publiés).
A cette occasion, aucun anticorps anti-CVP2 n’avait été détecté chez les porcs. La
décision a été prise de recommencer cette expérience afin de confirmer les observations
de plusieurs autres chercheurs que le CVP2 seul n’est pas suffisant pour reproduire les
symptdmes du SDMPS. De plus, ’expérience permettra d’évaluer la réponse humorale
des porcs contre le CVP2. La récolte de nombreux échantillons de sérums permet aussi
d’obtenir de grandes quantités d’anticorps polyclonaux spécifiques au CVP2 qui pourront
par la suite étre utilisés comme contrdles positifs pour toutes les futures expériences du

laboratoire.
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2. Matériel et méthodes
2.1. Production de stocks viraux

Tel que mentionné précédemment, les stocks de CVP2 IAF2897 ont été produits
en infectant des flacons de 150 ml de cellules PKA a trés faible densité. Les cellules ont
été récupérées lorsque le feuillet a atteint une confluence de 99%, aprés environ 7 jours,
et ont été redistribuées dans d’autres flacons de 150 ml. Aprés le troisiéme passage des
cellules infectées, le lysat cellulaire a été récupéré, clarifi€é, et concentré par
ultracentrifugation sur coussin de sucrose 70% durant 3h a une vitesse de 100,000g. Le

culot a par la suite ét¢ resuspendu dans le PBS

2.2. Provenance des porcs

Les animaux ont été commandés au mois d’aott 2002. Les six porcelets utilisés
pour cette expérience étaient 4gés de cing semaines au j0. Les porcs 151, 152, 153 et 154

seront infectés avec le virus, et les porcs 156 et 157 seront considérés comme témoins.

2.3. Injections de virus

Une grande quantité de virus purifié a été préparée pour les fins de cette
expérience tel que décrit précédemment. Un total de 1 ml de virus ultracentrifugé a été
dilué a un volume final de 12 ml dans du PBS. Les porcs furent inoculés par voie intra-
nasale avec 1,5 ml de la solution virale par narine, pour un total de 10° unités

fluorescentes (FU) de virus par porc.

2.4. Suivi des animaux

Les animaux infectés ont été gardés dans leur propre enclos dans une piéce
séparée de celle ol ont été placés les porcs témoins. Les enclos ont été nettoyés une fois
par jours par le service d’entretient du Centre de Biologie Expérimentale. La condition
des porcs a été surveillée visuellement deux a trois fois par semaine. Des échantillons de

sérum ont été prélevés aux jours 0, 3, 7, 14, 22, 28, 35, 42, 58 et 74. Tous les porcs ont été
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sacrifiés au jour 74, et des échantillons de cerveau, de poumon, des nceuds lymphatiques,

du foie et de la rate ont été prélevés pour analyse future.

2.5. Evaluation de la réponse sérologique

Les échantillons de sérum récupérés au fil de I’expérience ont été testé par IFI afin
de déterminer les titres d’anticorps dirigés spécifiquement contre le CVP2 et le CVPI.
Dans le premier cas, les IFI ont été réalisées sur des plaques de 96 puits de cellules 293
transfectées avec le plasmide pCEP-6H-ORF2 et fixées tel que décris précédemment.
Afin de déterminer le titre précis des anticorps présents dans le sérum, chaque échantillon
a été tests a des dilutions de 1 :100, 1 :1000, 1:1000, 1 :50 000, 1 :100 000 et 1 :1 000
000. Des plaques de 96 puits de cellules PK-15 infectées de fagon persistance par le

CVP1 ont été utilisées pour déterminer la présence d’anticorps spécifiques au CVP1.

3. Résultats

3.1. Sérologie

La réponse humorale des porcs contre le CVP2 est illustrée a la figure 8. Tous les
porcs ayant regu ’injection de CVP2 au jour 0, c’est-a-dire les pores 151, 152, 153 et 154
ont développé des titres d’anticorps significatifs de une a deux semaines aprés I’injection.
Les titres d’anticorps ont atteint leur maximum vers la 5° semaine de I’expérience, et ont
diminué par la suite pour atteindre un niveau stable toujours élevé jusqu’a la fin de
I’expérience au 74° jour pi. Cependant, les deux porcs témoins non infectés ont aussi
produit des anticorps contre le CVP2 qui ont commencé & apparaitre a la 2° semaine pi, et
ont atteint un maximum plus élevé que chez les porcs infectés vers la 5° semaine de
I’expérience. Chez tous les porcs testés seulement des anticorps de type IgG ont pu étre
détectés. Les tests de détection des IgM se sont avérés négatifs. Tous les porcs
possédaient des tires faibles d’anticorps dirigés contre le CVP1, mais ceux des porcs 151,

152 et 153 étaient Iégérement plus élevés (résultats non illustrés).
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Figure 8: Réponse humorale des porcs dirigée contre le CVP2.
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3.2. Observations cliniques et post-mortem

Tout au long de I’expérience, les porcs infectés ont montré plusieurs des signes
cliniques associées au SDMPS, mais a des degrés relativement faibles. Ainsi, dés la 2°
semaine les quatre porcs infectés ont commencé a tousser fréquemment. Trois des quatre
porcs semblaient prendre moins de poids que les autres. Le porc 153 semblait
particuliérement fatigué et portait un kyste rempli de sang sur une fesse. Pendant les deux
semaines suivantes les porcs ont continué d’éternuer de fagon occasionnelle. Certains
d’entre eux semblaient avoir une respiration un peu plus difficile, et les retards de
croissance par rapport aux porcs témoins devenaient de plus en plus évidents. Aprés la 5°
semaine, la toux et la respiration difficile se sont résorbés, et les porcs n’ont pas
développé d’autres symptomes graves. Les animaux ont graduellement repris du poids,
mais la taille des porcs infectés est toujours restée inférieure par rapport a celle des porcs

témoins.

Les porcs ont été sacrifiés au 74° jours de I’expérience, et le cerveau, les poumons,
les nceuds lymphatiques, le foie et la rate ont été examinés. Aucun signe de lésion
caractéristique du SDMPS attribuable au CVP2 n’a pu étre détecté. Des coupes des
échantillons de poumons observées au microscope ne possédaient pas de lésions

remarquables.
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ANNEXE II : PRODUCTION D’ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGES
CONTRE LA NUCLEOCAPSIDE

1. Introduction

La production d’anticorps monoclonaux dirigés spécifiquement contre les épitopes
de la nucléocapside du CVP2 constitue une étape essentielle des travaux de
caractérisation de ’ORF2. Les anticorps monoclonaux pourront éventuellement Etre
utilisés pour les tests de diagnostic spécifiques ainsi que pour I’étude de la topographie

des épitopes immunodominants de la nucléocapside virale.

2. Matériel et méthodes
2.1. Provenance des souris

Six souris de type Balb/c de 5 semaines ont été utilisées pour I’étude. Elles

provenaient d’une colonie de souris du Centre de Biologie Expérimentale de 'INRS-

Institut Armand-Frappier 4 Laval.

2.2. Immunisation des souris

Les souris ont regu un total de six injection de 30 pg de CVP2 purifié dans un
volume équivalent d’adjuvant de Freund complet pour la premicre injection, et incomplet
pour les injections subséquentes. Toutes les injections ont été effectuées par voie intra-
dermique & la base de la queue. Les injections ont été effectuées a des intervalles
d’environ une semaine. Des échantillons de sérum ont été prélevés a chaque semaine et
analysés par immunobuvardage de type Western sur des membranes réalisées avec la

protéine de nucléocapside recombinante 6H-ORF2.

2.3. Prélévement et mise en culture des cellules de la rate

La souris ayant réagi le plus fortement contre le CVP2 aprés la 6° injection a été

sacrifiée. La rate a été prélevée dans des conditions stériles et les splénocytes ont été
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récupérés et fusionnés avec des cellules de myélomes Sp2/0-Agl4. Les hybridomes ont
par la suite été redistribués dans des plaques de 96 puits et cultivées pendant plusieurs
semaines dans du milieu DMEM contenant de 1’hypoxantine-aminopterine-thymidine, ce

qui permet d’éliminer les cellules non fusionnées.

2.4. Criblage des hybridomes

Un premier criblage a été effectué par ELISA. En premier lieu, des plaques
d’ELISA de 96 puits ont été incubées 12h a 4°C avec une solution de virus CVP2
purifiée. Par la suite, 100 pl de milieu de chacun des puits des plateaux contenant les
hybridomes a été transféré dans le puits correspondant d’un des plateaux d’ELISA. Les
étapes subséquentes de I’ELISA suivent le protocole standard. Au total, douze plateaux
de 96 puits d’hybridomes ont ainsi été criblés par ELISA, et les résultats ont été lus au
spectrophotométre & une longueur d’onde de 450 nm et analysés par ordinateur. Les
hybridomes des puits ou la longueur d’onde mesurée était significativement plus élevée
que celle des puits témoins ont été redistribués dans des nouveaux plateaux de 24 puits
par la technique de la dilution limite afin d’isoler les hybridomes stables produisant des
anticorps dirigés spécifiquement contre le CVP2. Lorsque les hybridomes ont atteint une
taille satisfaisante, ils ont & nouveau été criblés par ELISA, et les clones les plus
intéressants ont été transférés en plateaux de 6 puits, puis subséquemment dans des

flacons de 25 ml.

2.5. Caractérisation des anticorps monoclonaux
2.5.1. Isotypage par ELISA

Les anticorps produits par les différents hybridomes ont été isotypés par ELISA de
capture avec le kit Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents de SIGMA, qui
contient des anticorps dirigés contre les chaines lourdes des IgG1, IgG2a, IgG2b, IgM et
IgA. Les plateaux d’ELISA doivent tout d’abord étre incubés 12h a 4°C avec le
surnageant des hybridomes contenant les anticorps monoclonaux. Par la suite, le

protocole standard d’ELISA est appliqué.
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2.5.2. Isotypage par IFI

Le milieu de culture des hybridomes contenant les anticorps monoclonaux a été
utilisé pour réaliser des IFI sur des plateaux de cellules 293 transfectées avec le plasmide
pCEP5-6H-ORF2 et fixées selon le protocole standard. Les anticorps monoclonaux ne
sont cependant pas dilués. Des anticorps dirigés contre le chaine lourde des IgG ou des
IgM de souris et conjugués a la FITC sont utilisés comme 2° anticorps pour chacun des

anticorps monoclonaux.

2.5.3. Caractérisation par immunobuvardage de type Western

La réactivité des anticorps monoclonaux contre la protéine de la nucléocapside
obtenue par transfection avec le plasmide pCEP5-6H-ORF2 et dénaturée par le SDS a
été évaluée par la technique d’immunobuvardage de type Western. Des bandelettes de
nitrocellulose portant la nucléocapside recombinante ont été obtenues par la technique
décrite précédemment. Les bandelettes ont été incubées a 37°C pendant lh avec le
surnageant non dilué provenant des hybridomes en culture, et la révélation a été réalisée

avec la technique standard.

3. Résultats
3.1. Réponse des souris & I’immunisation

Un échantillon de sérum sanguin de chacune des souris fut récolté¢ environ une
semaine aprés chacune des immunisations. Ces sérums ont été analysés par
immunobuvardage de type Western sur des membranes de nitrocellulose portant la
nucléocapside recombinante produite avec le plasmide pCEP5-6H-ORF2. La souris ayant
le mieux réagit aprés la 6° immunisation (figure 9) a été sacrifiée, et ses splénocytes ont

été recueillis afin de produire les anticorps monoclonaux.
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Figure 9: Réponse immune de la souris no. 5 aprés chaque immunisation avec le CVP2.
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3.2. Criblage des hybridomes

Aprés plusieurs étapes successives de criblage par ELISA, un total de six
hybridomes stables producteurs d’anticorps contre le CVP2 ont été obtenus a partir des
douze plateaux de 96 puits initiaux. Les hybridomes positifs ont été appelés 2d8-g4, 3f7-
h10, 4e5-f5, 5a6-d10, 8d10-f6 et 9c5-c10.

3.3. Caractérisation des anticorps monoclonaux

Les anticorps produits par chacun des six hybridomes stables ont été isotypés par
deux techniques distinctes : le kit d’isotypage par ELISA de la compagnie Sigma qui
utilise des anticorps dirigés contre les chaines lourdes des IgG1, IgG2a, IgG2b, IgM et
IgA (tableau II) et par IFI en utilisant des anticorps conjugués a la FITC dirigés contre les
IgG ou IgM de porcs (figure 10). Chacun des anticorps a aussi été analysé par
immunobuvardage de type Western sur une bande de nitrocellulose portant la
nucléocapside virale recombinante (figure 11). Un second anticorps dirigé contre les IgG
de porcs couplé & la peroxydase (POD) a été utilisé pour I’immunobuvardage mais cet
anticorps était capable dans d’autres expériences de se lier aussi bien a des IgG, IgM ou
IgA. Les résultats des deux tests d’isotypage concordent entre eux, et I’immunobuvardage
a permis de déterminer quel type d’épitope était reconnu par chacun des anticorps. Les

résultats des trois test sont résumés dans le tableau III.
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Tableau II: Isotypage des anticorps monoclonaux par ELISA.

Hybridome Isotype
2d8-g4 IgM
3f7-h10 IgA
4e5-15 IgM
5a6-d10 IgG1
8d10-f5 IgM
9¢5-c10 IgM

4e5f5
IgM

2d8g4
IgM

8d10f6
IgM

9¢5c10
IgM

5a6d10
IgG

3f7h10
IgA

Figure 10: Isotypage des anticorps monoclonaux par IFI.
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Figure 11: Caractérisation des anticorps mono. par immunobuvardage de type Western.

Tableau III: Caractérisation des anticorps monoclonaux.

Hybridome Isotype Epitope
2d8-g4 IgM Conformationnel
3f7-h10 IgA Linéaire
4e5-15 IgM Conformationnel
5a6-d10 IgGl Linéaire
8d10-£5 IgM Conformationnel

9¢c5-c10 IgM Conformationnel
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ANNEXE III : TOPOGRAPHIE DES EPITOPES DE LA NUCLEOCAPSIDE

1. Introduction

Tel que mentionné en introduction, le but ultime de la recherche sur le CVP2 est la
mise au point d’un vaccin recombinant permettant de protéger les porcelets contre
’infection par le virus et donc contre le SDMPS. La nucléocapside du virus codée par
I’ORF2 a déja été identifiée comme étant la protéine virale porteuse des principaux
épitopes. Certaines études récentes sont aussi parvenues a isoler des épitopes spécifiques
sur ’ORF2 (Mahe et al., 2000; Truong et al., 2001). Afin de parvenir a 1’objectif
d’identifier les épitopes particuliers de I’ORF2 qui seraient importants pour la réalisation
éventuelle d’un vaccin, il est donc essentiel d’entamer une caractérisation plus fine de la
structure de la nucléocapside. Pour ce faire, les propriétés structurales et antigéniques de
la nucléocapside ont été analysées afin de diviser la séquence de I’ORF2 en trois
fragments distincts qui furent clonés dans un vecteur d’expression eucaryote. La
caractérisation de ces trois fragments se veut la premiére étape dans I’étude de la

topographie antigénique de la molécule.

2. Matériel et méthodes
2.1. Etude de la structure et de I’immunogénicité théoriques de I’ORF2

Afin de cibler les parties potentiellement intéressantes de la protéine, la séquence
d’aa de cette derniére a été analysée a I’aide du logiciel PLOTSTRUCTURE (Jameson et
Wolf, 1988), qui fait partie de la suite de logiciels scientifiques GCG (Accelrys Inc.). Le
potentiel hydrophile ou hydrophobe, ainsi que le potentiel antigénique des différents aa
ont été analysées. A la suite de cette démarche, la protéine a été séparée en trois régions :

N-terminale, Interne, C-terminale (figure 12).
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2.2. Elaboration des amorces

Cing nouvelles amorces ont été synthétisées afin de pouvoir amplifier les trois
fragments cibles de ’ORF2, en se basant sur la séquence de I’isolat IAF2897 (Genbank
no. AF408635). La stratégie de PCR employée fut la méme que pour le clonage de
I’ORF2 complet, et vise 1’ajout d’un site de restriction BamHI, d’une queue polyhistidine
et d’un site entérokinase en 5°, et I’ajout d’un autre site BamHI et 3°. Un premier PCR
utilisant I’amorce sens no. 1 ainsi que I’amorce anti-sens permet d’amplifier le fragment
d’ORF2 4 partir de I’ADN génomique viral. Le produit de PCR est par la suite récupéré et
purifié a I’aide du Quiagen PCR purification kit. Un deuxi¢me PCR utilisant I’amorce
sens no. 2 ainsi que la méme amorce anti-sens permet de compléter I’ajout du site de
restriction BamHI et de la queue polyhistidine & ’extrémité 5° de la molécule. La

séquence des diverses amorces utilisées est détaillée au tableau IV.

2.3. Clonage des fragments de I’ORF2 dans pCEP5

Les produits de PCR finaux ont été récupérés, purifiés avec le Quiagen PCR
purification Kit, et analysés par migration sur gel d’agarose. Par la suite, les fragments
ainsi que le plasmide pCEPS5 ont été digérés avec 1’enzyme BamHI pendant 2h a 37°C.
L’enzyme a subséquemment été inactivée par incubation pendant 20 minutes a 65°C.
Chacun des trois fragments digérés a été ligué dans le plasmide pCEPS5 digéré par
incubation avec la T4 DNA ligase pendant 12h & 14°C. L’ADN ligué a servi a transformer
des bactéries E. coli DHS5a qui ont été étalées sur des pétris d’agar 2xYT contenant de
I’ampicilline, et qui furent incubés a 37°C. Les colonies ont par la suite été criblées par
PCR et par digestion avec des enzymes de restriction. Le sens de I’insert a aussi été
confirmé par digestion avec des enzymes de restriction. Finalement, chacun des nouveaux

plasmides a été séquencé pour vérifier si des erreurs ont été introduites dans la séquence.

2.4, Expression des plasmides contenant les fragments de I’ORF2

Les plasmides contenant les fragments de séquence de I’ORF2 ont été utilisés pour
transfecter des cellules HEK 293 avec le PEI tel que décris précédemment pour le

plasmide pCEP5-6H-ORF2.
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cttcttcetge

ggtctttaag
ggtcgtattt
tttgtagcct
agtcaagaac
tatggcggga
agttatcatc
agcagggcca
ttttgttggt
ctgcccagga

ggtctttaag
ggtcgtattt
tttgtagcct
agtcaagaac

tatggcggga

ggcgggtgtt
gccaggggcg
ggtaacgcct

agttatcatc
agcagggcca
ttttgttggt
ctgcccagga
ggcgggtgtt
gccaggggcyg
ggtaacgcct

Figure 12: Disposition des fragments de 'ORF2 a amplifier.

attaaattct
actgttttcg
cagccaaagc
aggtttgggt
ggagtagttt
tagaataaca
gaattcaacc
ccccectecec

attaaattct
actgttttcg
cagccaaagc

aggtttgggt

gaagatgcca

gcggcggagyg
ccttggatac

tagaataaca
gaattcaacc
cccecctecce
gggcgttctg
gaagatgcca
gcggcggagyg
ccttggatac
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ctgaattgta
aacgcagtgc
tgattccttt
gtgaagtaac
acatatgggt
gcagtggagc
ttaacctttc

gggggaacaa

ctgaattgta
aacgcagtgc
tgattccttt
gtgaagtaac

tttttecctte
atctggccaa
gtcat 1735

gcagtggagc
ttaacctttc

gggggaacaa
actgtggtag
tttttectte
atctggccaa
gtcat 1735

[eUTULIS)-N JUSWZRL]

QuwIou Juswider

[euTwIg)-)) Juswges]



Tableau IV: Amorces utilisées pour 'amplification des fragments de 'ORF2.
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Amorce Sens” |Séquence Taille (nt)

6H-F2 no. 1 F 5’—|ACC ATC ACIG GTG ACG ATA AGG AT4 43
TGA CGT ATC CAA GGA GGC G-3°

F2-N1-R R 5’-CGC CGC GGA TCC GCG CCC AAG CTT 49
GGG TTA GGG CGT TCT GAC TGT GGT 4-3°

F2-I1-F F 5’—|7&CC ATC ACIG GTG ACG ATA AGG ATG 43
CTA CCA CAG TCA GAA CGC C-3

F2-11-R R 5’-CGC CGC GGA TCC GCG CCC AAG CTT 50
GGG TTA GGA GTA GTT TAC ATA TGG GT-3’

F2-C1-F F 5’—|ACC ATC AqG GTG ACG ATA AGG ATG 43
ACC CAT ATG TAA ACT ACT C-3°

F2-C1-R R 5’-CGC CGC GGA TCC GCG CCC AAG CTT 47
GGG TTA GGG TTT AAG TGG GGG GT-3°

6H-F2 no. 2 F 5’-CGC _GGA TCC GCG ATG [CAT CAC CAﬂ 47

[CAC CAT CAC|GGT GAC GAT GAC GA-3’

2 F : sens positif, R : sens inverse ; sites BamHI soulignés ; queue polyhistidine dans une
boite ; site entérokinase en gras ; sites de liaison & la séquence de I’ORF2 en italique
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3. Résultats
3.1. Structure et immunogénicité de I’ORF2

L’analyse de la séquence de ’ORF2 a I’aide du logiciel PLOTSTRUCTURE a
révélé la présence de nombreuses régions hydrophiles, situées principalement dans les
régions C-terminale et N-terminale de la protéine . Une seule région hydrophobe est
localisée dans la région interne de la protéine (figure 13). Plusieurs aa ayant un potentiel
antigénique trés élevé sont groupés dans les régions C-terminales et N-terminales de la
séquence de la nucléocapside, tandis que moins de sites potentiellement antigéniques sont

situes dans la région interne (figure 14).

3.2. Expression des fragments d’ORF2 par transfection

Les plasmides pCEPS contenant les fragments C-terminal, Interne et N-terminal
ont été utilisés pour transfecter des cellules de type 293 selon le méme protocole que pour
les transfections avec le plasmide pCEP5-6H-ORF2. Les transfections avec le plasmide
portant le fragment C-terminal (figure 15) ont produit un patron de fluorescence trés
particulier, distinct de la fluorescence nucléaire et péri-nucléaire observée avec I’ORF2
complet. La fluorescence se retrouve donc uniquement dans le cytoplasme des cellules
transfectées, et a I’aspect d’un nuage de petits points trés rapprochés. Les transfections
avec les plasmides portant des fragments Interne et N-terminal n’ont pas engendré de

fluorescence, et la présence des fragments de la nucléocapside n’a pas pu étre confirmée.
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Figure 13: Analyse du potentiel hydrophile/hydrophobe de la nucléocapside du CVP2. La
figure a été produite a ’aide du logiciel PLOTSTRUCTURE (Jameson et Wolf, 1988).
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Figure 14: Analyse du potentiel antigénique de la nucléocapside du CVP2. La figure a été
produite a I’aide du logiciel PLOTSTRUCTURE (Jameson et Wolf, 1988).

Figure 15: Expression du fragment C-terminal de 'ORF2 par transfection.
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1.

Communications scientifiques

1

2)

3)

4)

Charbonneau, B., S. Racine, A. Kheyar, S. Dea and Y. St-Pierre. Evaluation of
the expression of the porcine circovirus type 2 (PCV2) ORF2 from an inductible
human recombinant adenovirus type 5. The 83" Annual Meeting of the
Conference for Research Workers in Animal Diseases, CRWAD (Chicago, IL).
November 2003. Poster presentation.

Racine, S., A. Kheyar, B. Charbonneau, C. Gagnon and S. Dea. Early detection of
Porcine Circovirus type 2 infection in pigs using recombinant nucleocapsid
protein in an indirect immunofluorescence assay. Annual Conference of the
Canadian Society of Microbiologists (Laval, QC). May 2003. Poster presentation.

Racine, S., A. Kheyar, B. Charbonneau and S. Dea. Eucaryotic expression of the
nucleocapsid (NC) protein gene of Porcine Circovirus type 2 (PCV2) and use of
transfected human 293 cells in an indirect immunofluorescence assay (IIF) for
serological diagnosis. The 82" Annual Meeting of the Conference for Research
Workers in Animal Diseases, CRWAD (St-Louis, MO). November 2002. Poster

presentation.

Racine, S., M. Ouardani, A. Kheyar et S. Dea. Utilisation d’un adénovirus
recombinant portant I’ORF2 du circovirus porcin de type 2 (CVP2) comme outil
de diagnostic pour la production des stocks de nucléoprotéine du virus. 2° Congrés
INRS-Institut Armand-Frappier (Ste-Adele, QC). Présentation en affiche.
Novembre 2000. (Troisiéme prix, meilleure communication étudiante)

Publication scientifique

1y

Racine, S., A. Kheyar and S. Dea. Eucaryotic expression of the nucleocapsid
protein gene of porcine circovirus type 2 and use in an indirect
immunofluorescence assay for serological diagnosis of PMWS in pigs. Clin Diagn
Lab Immunol. (article accepté, en cours de publication)
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