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Article 1 
 

 
 

Preliminary characterization of protein  binding factor for porcine 

reproductive and respiratory syndrome virus on the surface of 

permissive and non-permissive cells. 

Dominic Therrien, Yves St-Pierre  et Serge Dea 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     Cet article a dû être retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.  
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Contribution des auteurs 
 
 
 

Cette première publication a pour sujet l'attachement  du VSRRP sur différentes lignées 

cellulaires. Les principaux objectifs consistaient à: 1) vérifier si l'attachement du virus 

VSRRP  sur  les  cellules  susceptibles  via  un  récepteur  cellulaire  était  1'unique  étape 

nécessaire à l'amorce d'un  cycle complet d'infection  et, 2) à déterminer le phénotype des 

leucocytes du  sang  périphérique  de  porc  susceptibles  à  l'infection   par  le  virus.  Nos 

résultats ont démontré que les cellules exprimant les CD14 et SWC3, marqueurs de 

monocytes circulants chez le porc, étaient susceptibles au VSRRP. De plus, les résultats 

obtenus  nous ont  permis  de  mettre  en  évidence  un ou  plusieurs  facteur(s)  de  nature 

protéique   responsable(s)   de   l'attachement    du   VSRRP   à   la  surface   des   cellules 

permissives. De plus, nous avons démontré que l'attachement  n'était  pas spécifique aux 

lignées cellulaires permissives. 

 
 

L'ensemble  du travail technique,  incluant  la production de  virus,  l'enrichissement  des 

cellules leucocytaires de porc, la culture et propagation des différentes lignées cellulaires 

testées, de même que leur infection, la biotinylation d'anticorps monoclonaux et les 

expériences  de  marquage  ont  été  réalisées  par  Dominic  Therrien,  qui  a  également 

participé à  l'élaboration  des  protocoles  d'analyse  en cytométrie  en collaboration  avec 

Marcel Desrosiers. Dominic Therrien a également rédigé l'article avec l'aide du Dr Serge 

Dea. L'ensemble  des travaux a été sous la supervision des Drs S. Dea et Y. St-Pierre.  Le 

Dr. St-Pierre a également révisé le manuscrit. 

 
 
 
 
Résumé 

 

 
 

Chez son hôte naturel, il a été démontré que le VSRRP possède un tropisme restreint pour 

les cellules de type monocyte/macrophage.  In vitro, les cellules MARC-145 et CL2621, 

clonées à partir de la lignée de cellules de rein singe MA-l 04, sont les seules lignées de 

cellules  non-porcines  reconnues  pour  leur  permissivité  au  VSRRP.  L'article  qui  suit 

présente présente les résultats de la mise au point d'un  test pour suivre l'attachement  du 
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VSRRP à la surface de cellules permtsstves et non-permissives à l'infection  virale. 

L'attachement  du VSRRP aux macrophages alvéolaires de porc et les cellules en lignée 

continue  MARC-145  fut  d'abord  confirmé.  Nous  avons également  démontré  que  le 

VSRRP   s'attache   spécifiquement   aux   monocytes   parmi   les   leucocytes   du   sang 

périphérique de porc, ce qui suggère que les lymphocytes sont réfractaires à l'infection 

par ce virus. La capacité  des cellules  MARC-145 à lier le VSRRP a pu être bloquée 

lorsque ces cellules étaient préalablement  incubées avec la chymotrypsine et la pronase 

E, mais non avec la neuraminidase. Les cellules traitées avec les protéases récupéraient 

leur activité  d'attachement  8  heures après  le traitement. Cependant,  si  les cellules  au 

cours de cette période étaient incubées en présence de cycloheximide, un agent 

pharmacologique qui inhibe la synthèse protéique, il n'y avait pas de régénération de 

l'activité d'attachement.  Ces résultats confirment la nature protéique du facteur 

d'attachement.  Des expériences conduites sur des lignées cellulaires  reconnues comme 

étant réfractaires à l'infection par le VSRRP ont démontré que plusieurs lignées non­ 

permissives   peuvaient   attacher   le   virus.   Les   données   obtenues   démontrent   que 

l'interaction  entre le VSRRP et un facteur d'attachement  spécifique à la surface de la 

cellule  n'est  pas suffisante  pour  obtenir  une  infection  productive.  La présence  d'un 

second récepteur ou d'un autre phénomène survenant peu après la pénétration du virus est 

donc requise pour la poursuite du cycle viral. 
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Chapitre 2 
 

Production  d'anticorps monoclonaux contre les protéines de surface des 

cellules MARC-145 
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Introduction 

 

 
 

Jusqu'à ce jour, peu de travaux ont été réalisés en regard du ou des récepteurs cellulaires 

des Artérivirus des  animaux  domestiques.  Aucun récepteur cellulaire  n'a  été  identifié 

chez les membres de la famille Arteriviridae. Cependant, les travaux récents de Duan et 

al., (1998)  suggèrent  qu'une   molécule  de  210  kDa exprimée  à  la surface  des  MAP 

pourrait potentiellement agir comme  récepteur cellulaire. Dans le but d'approfondir  les 

travaux présentés dans la première partie, d'autres expériences ont été réalisées afin 

d'identifier et de caractériser ou les facteur(s) d'attachement à la surface des MAP et des 

cellules MARC-145  spécifique(s) au VSRRP. Pour ce faire, des anticorps monoclonaux 

dirigés  contre  des  protéines  de  surface  des  MAP  et des cellules  MARC-145  ont  été 

générés. Des souris  Balb/c ont  été  immunisées par la voie  intra-péritonéale  avec des 

lysats de cellules enrichies en protéines de surface ou avec du virus semi-purifié. 

L'utilisation du virus semi-purifié est basée sur l'hypothèse selon laquelle, lors de sa 

purification, le virus migre sur un gradient de sucrose 30 % avec son récepteur cellulaire 

lié à l'enveloppe virale. Cette stratégie permet d'obtenir une préparation enrichie de 

récepteurs   cellulaires   malgré   la   présence   en   grande   concentration   des   protéines 

structurales d'origine  virale. Ce type d'immunisation  a été fructueux dans notre cas car il 

nous a permis d'obtenir  plusieurs hybridomes secrétant des anticorps dirigés contre les 

protéines de surface des cellules MARC-145. Environ 25 anticorps monoclonaux dirigés 

contre les MAP et ou  les cellules  MARC-145 ont été ainsi été obtenus. Des tests de 

blocage de 1'infection et de 1'attachement ont été réalisés. Parmi les anticorps testés, seul 

l'anticorps  monoclonal 18-F6 s'est  avéré efficace pour bloquer entièrement l'infection et 

partiellement  l'attachement.   Des  études  ont  été  réalisés  pour  identifier  la  protéine 

reconnue par cet anticorps à la surface des cellules MARC-145.  Un autre anticorps a été 

caractérisé comme étant spécifique à un épitope de la nucléocapside du VSRRP. Cet 

anticorps  monoclonal  s'est   avéré  très  utile  dans ·t'élaboration  d'un  test  d'ELISA  de 

compétition   pour   détecter   la   présence   d'anticorps   anti-VSRRP   dans   les   sérums 

d'animaux de champ. 
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Article II 

 

 
 

Monoclonal  antibody directed  against a membranous protein of 
 

MARC-145 cells blocks infection by PRRSV. 
 
 
 

Dominic Therrien et Serge Dea 
 
 
 
 
 
 
 
 

    Cet article a dû être retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.  

 
 
 
 
 

Advances in Experimental Medecine Biology 2001. 494: 395-399. 
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Contribution des auteurs 
 
 
 

Cette seconde publication porte sur les caractéristiques d'un  anticorps  monoclonal dirigé 

contre   une   protéine   membranaire   des   cellules   MARC-145,   et   ayant   la   capacité 

d'empêcher  l'infection  de ces cellules  par le VSRRP.   La génération  de cet  anticorps 

découle de travaux  visant  à établir  une  banque d'anticorps  monoclonaux  capables  de 

bloquer  l'attachement   ou  l'infection   du  VSRRP  afin  d'éventuellement  identifier   le 

récepteur du VSRRP. Nos résultats indiquent qu'une  protéine de 66 kDa pourrait 

potentiellement agir comme récepteur ou co-récepteur cellulaire pour le VSRRP. Nos 

résultats  démontrent  également  que  l'entrée   du  VSRRP  se  fait  via  des  récepteurs 

cellulaires différents chez les cellules MARC-145 et les MAP. 

 
 

La préparation de lysats cellulaires, l'immunisation  des souris, les expériences de fusions, 

la sélection et le sous-clonage,  les tests d'attachement  et de blocage, ainsi que les tests 

d'immunofluorescence et d'immunobuvardage ont été réalisées  par Dominic  Therrien, 

sous la supervision Dr Serge Dea. Une partie des travaux présentés dans cet article 

proviennent de ceux réalisés dans le premier article de ce mémoire.  Le manuscrit a été 

rédigé entièrement par Dominic Therrien sous la supervision du Dr Serge Dea. 

 

 
 
 

Résumé 
 

 
 

In vivo,   le    VSRRP    possède    un    tropisme    restreint    aux    cellules    de    type 

monocyte/macrophage ainsi qu'aux  cellules germinales testiculaires.  In vitro, le VSRRP 

peut se répliquer uniquement  sur les cultures primaires de macrophages  alvéolaires  de 

porc et les cellules MARC-145  ou CL2621, sous-clones d'une  lignée de reins de singe, 

les cellules MA-104. Les facteurs impliqués dans le tropisme sont très peu connus. Une 

protéine de 210 kDa a été proposée comme un récepteur potentiel  pour le VSRRP à la 

surface  des  macrophages  alvéolaires  de  porc  (Duan  et  al.,   1998).  Cependant  cette 

molécule  n'est  pas  présente  à la surface  des  MARC-145.  Dans  l'étude  qui  suit,  des 

anticorps monoclonaux  ont été produits chez des souris immunisées avec des lysats de 
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cellules  MARC-145  ou de MAP  ou du VSRRP  purifié sur  coussin  de sucrose  30 %. 

Après sélection ct sous-clonage  et production de liquide d'ascites, les anticorps ont été 

caractérisés pour leur capacité à bloquer l'infection et l'attachement du virus aux cellules 

cibles. L'anticorps  monoclonal 18-F6, dirigé contre une protéine de 60 à 66 kDa, bloque 

complètement   l'infection   et  partiellement  l'attachement   du  VSRRP  sur  les  cellules 

MARC-145. Ces résultats suggèrent que cette protéine pourrait agir comme un récepteur 

potentiel ou second récepteur à la surface des cellules MARC-145. 
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Article III 
 

 
 

Competitive ELISA for detection of antibodies to porcine reproductive 

and respiratory syndrome  virus using recombinantE. coli-expressed 

nucleocapsid protein as antigen. 

 

 
Serge Dea, Louise Wilson, Dominic Therrien  et Estella Cornaglia 

 
 
 
 
 
 
 
 

                 Cet article a dû être retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.  

 
 
 
 
 

Journal ofVirological Methods 87  2000:109-122 
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Contribution des Auteurs 
 
 
 

Ce troisième article discute de l'élaboration  et de la validation statistique d'un test de 

compétition ELISA pour la détection d'anticorps  anti-VSRRP  dans des sérums de porcs 

utilisant comme antigène   la  protéine de nucléocapside recombinante exprimée chez E. 

coli.  L'objectif   principal   consistait   à  démontrer   l'efficacité   de  ce  test  ELISA  de 

compétition  comme  outil  diagnostic  pour  l'identification   d'animaux   infectés  par  le 

VSRRP.  Le clonage  du  gène  dans  le  vecteur  pGEX,  de  même  que  l'expression,   la 

production, et la purification de la protéine de fusion recombinante, et l'ensemble des 

paramètres du test ELISA, ont été réalisés par Louise Wilson. J'ai  été responsable de la 

production  de  l'anticorps  monoclonal  IAF-2B4,  ams1  que  des  épreuves 

d'immunoprécipation de la protéine de la nucléopcapside après  incubation en présence 

des   anticorps IAF-2B4 et IAF-K8. Les sérums de champs ont été fournis et testés par 

Estella Cornelia de Biovet Recherche Inc. Les analyses statistiques ont été réalisées par le 

Dr Serge Dea. La rédaction du manuscrit a été réalisée par le Dr Serge Dea avec ma 

collaboration pour la présentation des résultats. N. Sawyer et G. Laganière ont également 

participé  à  cette  article  principalement  pour  les  expériences   d'immunofluorescence 

indirecte. 

 
 

Bien que  l'objectif  principal  de cet article,  i.e. la détection  d'anticorps anti-VSRRP  à 

partir d'un  test ELISA, ne correspond pas aux objectifs spécifiques de ce mémoire, il est 

important   souligner   que   ces   mêmes   AcMo   ont   été   utilisés   dans   les   tests   de 

cytofluorométrie   pour   l'identification  des  cellules   susceptibles   au  VSRRP.   Il  est 

également important de noter que lors de l'immunisation  des souris, du virus semi-purifié 

a  été  utilisé  pour  l'immunisation. Ceci  dans  l'hypothèse  que  le  VSRRP,  lors  de  la 

purification  sur  un  coussin  de  sucrose,  sédimente  avec  son  récepteur  cellulaire  par 

l'entremise   de  la  protéine  d'attachement   du  virus,  inconnue  encore  dans  le  cas  du 

VSRRP.  Ce  type  d'immunisation  a  été  fructueux  dans  notre  cas,  car  l'anticorps 

monoclonal 18-F6  bloque  l'infection  des cellules par le virus.  L'anticorps  monoclonal 

2B4, un outil très important dans le test de compétition par sa capacité à reconnaître la 
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souche  vaccinale  NEB-1,  provient  également  de  cette  expérience.  Une  partie  de  la 

discussion commentera l'hypothèse mentionné ci-haut. 

 
 
 
 
 
 
Résumé 

 
 
 

La protéine de la nucléocapside est la plus abondante du VSRRP. Cette protéine est 

hautement antigénique, ce qui en fait une bonne candidate pour la détection d'anticorps 

spécifiques au VSRRP. Un segment d'ADN  complémentaire au gène de la nucléocapside 

de souche IAF-KLOP a été cloné dans le vecteur d'expression  procaryotique pGEX-4T-1 

en aval du gène codant  pour la glutathione S-transférase. La protéine recombinante de 

fusion, exprimée  chez E. coli, a été purifiée par chromatographie  d'affinité  et  utilisée 

comme  antigène  pour  la  mise  au  point  d'une  épreuve  ELISA  de  compétition.  Deux 

anticorps monoclonaux spécifiques (IAF-K8 et IAF-2B4) pour la nucléocapside ont été 

obtenus à partir d'expériences de fusion avec les splénocytes de souris immunisées avec 

du   VSRRP   semi-purifié   sur   un   coussin   de  sucrose   30   %.   Ces   deux   anticorps 

reconnaissent  des  épitopes   conformationnels   très  conservés  chez   les  isolats   nord­ 

américains  de  VSRRP.  Les  sérums  de  95  porcs  infectés  expérimentalement  avec  la 

souche IAF-KLOP  ont été testés dans un ELISA de compétition.  Au total, 86 % des 

sérums positifs en immunofluorescence  indirecte et 92,6 % des sérums positifs avec le 

test ELISA commercial HerdCheck® (IDEXX) ont été détectés par le test ELISA de 

compétition. La spécificité du test était de 100 % par rapport à l'immunofluorescence 

indirecte  et  96,2  %  par  rapport  au  test  ELISA  commercial  HerdCheck®.  Des  tests 

réalisés sur des échantillons cliniques provenant de troupeaux positifs ou négatifs pour le 

VSRRP  ont  permis  de  déterminer  que  cet  ELISA  de  compétition  donne  au  niveau 

individuel des résultats similaires à ceux obtenus en immunofluorescence  indirecte ou 

avec le test ELISA commercial  HerdCheck®. Au niveau des troupeaux, la sensibilité et 

la spécificité du test ELISA de compétition sont de 100 %. 
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