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2

Le coronavirus entérique bovin (BECV) est l'un des principaux agents

responsables d'entérites néonatales chez le veau. Il appartient à la famille des

Coronaviridae à laquelle il a été rattaché sur la base de ses caractères

morphologiques (STAIR et al. - 1972), de ses relations antigéniques

(PEDERSEN et al. - 1978) et de sa composition polypeptidique (LAPORTE et

BOBULESCO - 1981b ; KING et BRIAN - 1982).

La famille des Coronaviridae est constituée de virus impliqués dans des

maladies très diverses pouvant affecter de nombreuses espèces parmi les

oiseaux et les mammifères. Certaines de ces affections sont connues depuis

longtemps, comme la bronchite infectieuse aviaire, la gastroentérite

transmissible du porcelet ou l'encéphalomyélite démyélinisante de la souris.

Cependant, ce n'est qu'en 1968 que ces virus ont été reconnus en tant que

groupe taxonomique distinct sous la dénomination de coronavirus. Ce nom a

été suggéré par leur morphologie particulière telle qu'elle apparaît en

microscopie électronique car ces virus présentent à leur surface une frange de

spicules évoquant une couronne solaire ou la couronne d'épines de l'art

religieux (corona spinarum).

C'est en 1975 que le Comité International de Nomenclature des Virus

approuva la création d'une famille nouvelle, famille des Coronaviridae

comprenant le seul genre coronavirus et dont le prototype est le virus de la

bronchite infectieuse aviaire (IBV) (TYRRELL et al. - 1975).

La difficulté d'obtenir in vitro la multiplication des coronavirus a été,

pendant plusieurs années, un obstacle majeur à la progression dans la

connaissance de ce groupe. Ces difficultés permettent d'expliquer que certains

coronavirus se multipliant relativement bien in vitro, comme le virus de la

bronchite infectieuse aviaire (IBV) ou le virus de l'hépatite murine (MHV),

aient été davantage étudiés que d'autres membres du groupe. Toutefois, au

cours de ces dernières années, l'utilisation des techniques de génie génétique a

permis une meilleure connaissance de la structure, des processus de

réplication et de la pathogénie de ces virus. Les problèmes rencontrés pour

isoler des coronavirus présents chez des malades continuent cependant, encore

actuellement, à retarder les recherches sur l'épidémiologie et la pathogénie des

infections à coronavirus.



Tableau 1 : Coronavirus : nom - hôte naturel et maladies prédominantes

Vints Désignation Jt Hôte Maladies

Virus de la bronchite infectieuse IBV Poulet Maladies respiratoires - néphrite
Virus de l'hépatite murine MHV Souris Hépatite - encéphalomyélite - entérite -

pneumonie
Coronavirus bovin BCV Veau Entérite
Coronavirus humain HCV Homme Maladies respiratoires
Virus de la gastroentérite transmissible TGEV Porc Entérite
Virus hémasglutinant de l'encéphalomyélite HEV Porc Encéphalomyélite - entérite
Coronavirus du rat RCV Rat Pneumonie - rhinotrachéïte
Virus de la sialodacryoadénite SDAV Rat Sialodacryoadénite
Coronavirus canin CCV Chien Entérite
Virus de la péritonite infectieuse féline FIPV Chat Péritonite
Coronavirus de l'entérite du chat FECV Chat Entérite
Coronavirus de la dinde TCV Dinde Entérite
Coronavirus du lapin RbCV Lapin Entérite

Membres possibles

Coronavirus entérique humain HECV Homme Entérite
Coronavirus porcin CV-777 CV-777 Porc Entérite
Coronavirus de l'entérite du poulain FECV Cheval Entérite
Isolats So-SK SD,SK Souris-Homme Encéphalomyélite chez la souris

Jt Les abréviations indiquées sont celles employées dans la littérature en langue anglaise.

e,.,
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Les coronavirus sont reliés entre eux par des caractères morphologiques,

structuraux et biologiques communs. Ils développent notamment la même

stratégie originale de réplication. Ce sont ces caractéristiques communes qui

seront présentées dans la première partie de cette étude bibliographique.

La deuxième partie sera consacrée plus précisément au coronavirus

entérique bovin (BECV), à l'étude de son pouvoir pathogène, de son rôle dans

l'étiologie de la diarrhée du veau nouveau-né, ainsi qu'aux perspectives en

matière de diagnostic biologique et de prophylaxie.

LES CORONAVIRUS

1- BIOLOGIE Er PATHOGENIE

Les membres de la famille monogenenque des Coronaviridae sont

répandus dans le monde entier et infectent tous des vertébrés, oiseaux et

mammifères ainsi que l'homme. Ces coronavirus sont répertoriés dans le

tableau 1 avec mention de leur hôte naturel et des principales maladies qu'ils

provoquent chez cet hôte. D'autres coronavirus ont été décrits qui peuvent être

ajoutés à cette liste comme membres possibles mais n'ont pas encore été

officiellement classés dans la famille des Coronaviridae.

Les coronavirus des animaux, en particulier le virus de la bronchite

infectieuse aviaire (IBV) et le virus de l'hépatite murine (MHV), responsable

d'entérites mais également d'affections respiratoires et neurologiques, ont

servi de modèle pour l'étude de la pathogénicité des coronavirus (WEGE et al.
-1982).

Les coronavirus ont un hôte naturel spécifique et cette spécificité d'espèce,

en général assez stricte, se retrouve également in vitro en culture cellulaire

(SIDDELL et al. - 1982). Chez cet hôte naturel, la plupart des coronavirus

manifestent un tropisme sélectif pour un type de cellule, les organes cibles

étant limités à un appareil (PENSAERT et CALLEBAUT - 1978). L'appareil

respiratoire pour les virus IBV et RCV, ainsi que le tractus digestif pour le

TGEV, BECV, TCV ou CCV et certaines souches du MHV, sont les plus

fréquemment touchés.

Les cellules cibles sont des cellules épithéliales : épithélium cilié de la

muqueuse nasale, de la trachée, des bronches ou des alvéoles pulmonaires
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pour les coronavirus de l'appareil respiratoire, les entérocytes différenciés de la

muqueuse intestinale pour les coronavirus entéropathogènes (WEGE et al. ­
1982). D'autres coronavirus, comme le virus porcin HEV ou certaines souches

du coronavirus murin (MHV-JHM) présentent un tropisme marqué pour le

tissu nerveux et sont associés à des encéphalomyélites. Toutefois, le

coronavirus félin FIPV est capable de se développer dans un grand nombre

d'organes. De même, les nombreuses souches du MHV qui ont été isolées

présentent des tropismes très divers.

La transmission de ces affections est assurée principalement par les voies

respiratoires supérieures ou par la voie oro-fécale. La possibilité d'une

infection intra utérine a été rapportée pour l'IBV et certaines souches du MHV

(SIDDELL et al. - 1983a). La transmission indirecte par l'intermédiaire

d'arthropodes vecteurs n'a pas été démontrée bien que le rôle de certaines

tiques, dans la contamination d'oiseaux de mer en Norvège, ait été évoqué

(TRAAVIK et al. - 1977). La transmission par l'intermédiaire du matériel et de

vêtements contaminés semble être une source d'infection importante dans le

cas des coronavirus bovin (BECV) et aviaire (IBV) (SIDDELL et al. - 1983a).

Le site primaire de réplication de toutes les affections à coronavirus

semble être l'épithélium respiratoire ou intestinal, et ceci même quand

d'autres cellules sont la cible secondaire du virus au cours de l'évolution de la

maladie tels que les hépatocytes et les macrophages avec le virus félin FIPV et

différentes souches du virus murin MHV ou tels encore les neurones dans le

cas du virus porcin HEV ou de certaines souches du MHV (SIDDELL et al. ­
1983b).

Les coronavirus sont responsables d'affections aiguës qui apparaissent

souvent sous forme d'épizooties saisonnières et qui sont d'autant plus sévères

qu'elles touchent, en général, de jeunes animaux. Les manifestations

physiopathologiques observées ont pour cause principale l'attaque et la lyse des

cellules cibles. La réponse immunitaire locale par la production d'anticorps

secrétoires constitue la principale défense des organismes atteints contre

l'attaque épithéliale.

Certains coronavirus, comme le MHV et l'IBV, sont à l'origine de

maladies persistantes chroniques ou subaiguës (LE PREVOST et al. - 1975 ;

VIRELIZIER et al. - 1975 ; STOHLMAN et WEINER - 1981), qui peuvent

s'observer également, in vitro, en culture cellulaire (HOLMES et BEHNKE ­

1981 ; SORENSEN et al. - 1981)

On dispose de peu d'informations sur les processus qui aboutissent à

l'installation et au maintien d'affections persistantes. Les seules données dont
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Tableau II : Classification antigénique des diffférentes espèces de coronavirus
(adapté de WEGE et al. - 1982; HOLME5 - 1986)

Groupe antigénique Virus

- HCV-229E et autres souches apparentées
-TGEV

1 -CCV
- FIPV
- FECV

MAMMIFERES
- HCV-üC43 et autres souches apparentées
- MHV (nombreux sérotypes) également

II relié au RCV et SDAV
- BCV
- HEV
-RbCV

III IBV (nombreux sérotypes)

AVIAIRES
IV TCV

non classés - HECV
- CV-777
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nous disposons sur les mécanismes pathogéniques des affections aiguës et

chroniques concernent essentiellement le virus MHV et le modèle murin qui

sont l'objet de nombreuses études (TER MEULEN - 1987). Plusieurs facteurs

ont une incidence sur l'évolution de la maladie. Certains dépendent de l'hôte

comme l'âge, la modulation de la réponse immunitaire par l'infection des

macrophages (WEGE et al. - 1982), les mécanismes génétiques. Ainsi, la

sensibilité de la souris au MHV3 serait sous l'influence d'au moins deux gènes

majeurs: l'un concernant les manifestations aiguës, l'autre associé à la région

H-2 des gènes responsables des fonctions des cellules T pour les maladies

chroniques (STOHLMAN et FRELINGER - 1978; LEVY-LEBLOND et al. - 1979).

D'autres facteurs dépendent du virus telles les propriétés biologiques de la

souche utilisée, la dose et la voie d'inoculation ou l'apparition éventuelle de

souches mutantes (KNOBLER et al. - 1982).

Les infections à coronavirus ne se caractérisent pas toujours par

l'apparition de symptômes cliniques. De nombreux virus (MHV, FIPV, TGEV,

lBV) sont entretenus et se propagent sous forme d'affections inapparentes, ce

qui explique la grande dispersion de ces virus dans la nature, l'hôte naturel

étant ainsi le principal réservoir de virus.

L'étude sérologique des coronavirus à l'aide de méthodes

d'immunofluorescence, séroneutralisation, ELISA et immunoélectro­

microscopie, a permis leur classement en quatre groupes antigéniques distincts

(tableau II). Deux de ces groupes concernent les coronavirus des mammifères

et les deux autres les coronavirus aviaires. Ces derniers n'ont aucune relation

antigénique entre eux ni avec d'autres coronavirus (SIDDELL et al. - 1983b ;

STURMAN et HOLMES - 1983). Dans chaque groupe, il existe des réactions

antigéniques croisées entre les virus, mais ceux-ci diffèrent les uns des autres

par leur spécificité d'hôte et les syndromes qu'ils induisent (HOLMES - 1986).

Chez l'homme, le rôle des coronavirus dans le développement des

affections des voies respiratoires supérieures est connu depuis longtemps

(TYRRELL et BYNOE - 1965; ALMEIDA et TYRRELL - 1967). Plusieurs souches

de coronavirus respiratoire humain (HCV) ont été isolées et classées en deux

groupes en fonction de leurs relations antigéniques : l'un de ces groupes est

relié au virus HCV-229E et l'autre au virus HCV-OC43, ces deux souches

appartenant à des groupes antigéniques distincts (tableau II).

Ces coronavirus sont associés à un banal rhume de cerveau qui s'observe

avec une plus grande fréquence en hiver et au printemps. Des études

séroépidémiologiques ont montré que 15 à 20 % des infections des voies
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respiratoires supérieures chez l'homme sont dues à des coronavirus (HOLMES

- 1986). Le HCV a cependant été retrouvé dans des affections respiratoires plus

sévères au cours de pneumonies observées chez l'enfant (Mc INTOSH et al. ­
1974) et même chez de jeunes recrues militaires (Mc INTOSH - 1990).

Des coronavirus ont également été retrouvés dans des prélèvements

fécaux chez l'homme (CAUL et EGGLESTONE - 1977), ce qui n'est pas

surprenant si l'on considère le rôle important joué par un grand nombre de

coronavirus dans l'apparition d'entérites chez l'animal. Leur implication dans

les infections entériques chez l'homme n'est cependant pas clairement établie.

Au cours d'études prospectives ou de cas sporadiques de diarrhée, des

coronavirus humains ou des particules ressemblant à des coronavirus (CVLPs)

ont été fréquemment retrouvés dans les selles d'adultes ou d'enfants dans le

monde entier. Une excrétion fécale souvent prolongée est courante, ce qui

rend difficile toute estimation du début de l'excrétion et de sa relation avec la

maladie. De plus, comme chez l'animal, l'excrétion des coronavirus peut être

asymptomatique, ce qui est fréquent dans les pays tropicaux (Mc INTOSH ­

1990). L'isolement et la multiplication in vitro du coronavirus entérique

humain (HECV) est difficile à obtenir et aucun test de diagnostic n'a été

développé permettant d'évaluer le rôle de ces virus dans l'étiologie des

entérites humaines. Cependant, ces virus ont été associés de façon significative

à plusieurs épidémies d'entérocolite ulcéronécrosante du nouveau-né dont

l'étiologie était jusque-là inconnue (MOSCOVICI et al. - 1980 ; CHANY et al. ­
1982 ; VAUCHER et al. - 1982).

Plusieurs souches du HECV caractérisées par immunomicroscopie

électronique seraient reliées, sur le plan antigénique, au HCV-OC43

(Mc INTOSH - 1990).

Des coronavirus pourraient également jouer un rôle dans certaines

maladies neurologiques de l'homme. Deux coronavirus ont été isolés du

cerveau de patients atteints de sclérose multiple. Ces virus SD et SK auraient

des relations sur le plan antigénique et génétique avec le MHV-A59 et le HCV­

OC43 (GERDES et al. - 1981 ; WEISS - 1983).

Si, dans la nature, les coronavirus manifestent une spécificité d'hôte, leur

transmission à d'autres espèces peut cependant être obtenue soit

expérimentalement, soit pour certaines souches, par la voie naturelle de

l'infection. Cependant, la transmission à d'autres hôtes conduit à des affections

inapparentes ou non représentatives de l'affection naturelle observée chez

l'hôte spécifique (WEGE et al. - 1982). C'est ainsi que les coronavirus aviaires,
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ARNg} nucléocapside
~ N hélicoïdale

Fig. nO 1 : Structure du coronavirus (d'après HOLMES - 1986).

N : protéine de la nucléocapside
M : protéine de la matrice
S: protéine du péplomère
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humains et de nombreux mammifères, sont transmissibles à la souris par

inoculation intracérébrale (OSTERHAUS et al. - 1978 ; AKASHI et al. - 1981 ;

ESTOLA - 1967). La spécificité d'hôte semble moins stricte pour les coronavirus

entériques que pour les coronavirus respiratoires. Ainsi, le virus porcin TGEV

peut se répliquer chez le chien, le renard et le chat (LARSON et al. - 1979) et le

coronavirus canin (CCV) chez le porc. STORZ et ROTT (1981) ont décrit un cas

accidentel de diarrhée chez l'homme provoqué par une infection par le

coronavirus bovin (BECV). A l'inverse, le passage du coronavirus entérique

humain (HECV) à l'espèce bovine semble possible (PATEL et al. - 1982 ;

BOBULESCO -1983).

II - ORGANISATION ET STRUCTURE DES CORONAVIRUS

L'observation en microscopie électronique, après coloration négative de

prélèvements cliniques ou de cultures de cellules infectées, révèle la

morphologie caractéristique des coronavirus.

Ce sont des particules pléiomorphes, le plus souvent sphériques, de taille

comprise entre 60 et 220 nm et présentant fréquemment une dépression

centrale opaque aux électrons. Elles sont entourées d'une enveloppe

lipoprotéique hérissée de projections de surface (les péplomères), renflées à

leur extrémité et d'environ 20 nm de long (SIDDELL et al. - 1982).

Des différences morphologiques sont observées selon l'espèce. Le BECV et

parfois aussi le MHV ou le HEV possèdent deux types distincts de péplomères,

de longueur différente, alors que le TGEV n'en possède qu'un seul type

(STURMAN et HOLMES - 1983). Ces péplomères peuvent être facilement

dégradés par un traitement à la bromélaïne rendant ces virions non infectieux.

Un traitement par des détergents (NP-40 ou triton X100) permet la mise en

évidence d'une nucléocapside hélicoïdale interne.

Les nombreuses études réalisées, et concernant surtout le MHV et l'IBV,

ont permis d'établir un modèle structural identique pour tous les coronavirus

(fig. n° 1). Il comprend:

- une enveloppe virale constituée de deux types de protéines M et S,

associées à des glycoaminoglycanes, et implantées dans une double

couche de lipides dont la composition reflète le type de cellules dans

lequel le virus s'est répliqué.

- une nucléocapside interne qui associe une molécule d'ARN génomique

(ARNg) et la protéine de la capside N.
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Tableau III : Caractères généraux et propriétés physico-chimiques
des coronavirus

Structure - virion sphérique 100 nm de diamètre
- enveloppé, présence de spicules
- nucléocapside hélicoïdale 10-20 nm de

diamètre

Génome - ARN monobrin de polarité positive
- Mr: 5,5.HP en moyenne
- polyadénylé, structure cap en 5'
- fonctionne comme un ARNm

Protéines - glycoprotéine du péplomère S (180 à 200 k)
structurales - glycoprotéine de la matrice M (20 à 30 k)

- phosphoprotéine de la nucléocapside N
(50 à 60 k)

Propriétés physico- - densité de 1,16 à 1,23 en saccharose et
chimiques de 1,23 à 1,24 en chlorure de césium

- coefficient de sédimentation variable selon
l'espèce :
HCV : 380 S ; IBV : 330 S ; TGEV : 495 S

- sensibilité au pH : stabilité maximale entre
pH 6etpH 7
Les coronavirus entériques sont stables à
pH2

- sensibilité à la température: inactivation
rapide à 56°C, perte d'infectiosité
(facteur 100) après séjour de 24 h à 37°C ou
de 30 jours à 4°C
conservation à - 80°C

- sensibilité aux solvants organiques:
solubilisés par le chloroforme et l'éther

- sensibilité aux antiseptiques et aux
détergents: inactivés par l'éthanol 70 %,
le SDS et les détergents courants

- radiations: inactivés par les rayons UV
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2.1 L'ARN génomique

Le génome des coronavirus est constitué d'une molécule d'ARN

monobrin, non segmenté, qui est complexé à la protéine de la capside N pour

former une ribonucléoprotéine de structure hélicoïdale (fig. n° 1).

La masse moléculaire du génome varie de 5,4.106 pour le MHV (LAI et

STOHLMAN - 1978 ; WEGE et al. - 1978) à 6,8.106 pour le TGEV et le BECV

(BRIAN et al. - 1980). Cet ARN est de polarité positive et donc infectieux. Il

possède une structure "cap" à son extrémité S'et une chaîne polyadénylique de

70 à 90 résidus adénylate à son extrémité 3' qui en font un ARN messager

potentiel (SIDDELL - 1986).

Ces dernières années, la séquence nucléotidique complète de l'ARNg de

l'IBV a été déterminée (BOURSNELL et al. - 1987) ainsi que les séquences

partielles à partir de l'extrémité 3' de l'ARNg d'autres coronavirus comme le

MHV, le TGEV ou le BECV (SPAAN et al. - 1988). Ces études montrent que le

génome viral est constitué de 27 000 à 30 000 nucléotides, ce qui en fait le plus

long ARNg connu à ce jour. Il est constitué de 6 ou 7 régions, chacune
présentant un ou plusieurs cadres de lecture ouverts, séparés par des séquences

intergéniques contenant les signaux pour la transcription de nombreux

ARNm subgénomiques. Les cadres de lecture codant pour les protéines

structurales M, N et 5 du virion ont été identifiés. A l'extrémité 5' de l'ARNg

de l'IBV, une région constituant les deux tiers de la longueur du génome

semble correspondre à un seul gène codant très vraisemblablement pour des

ARN polymérases ARN dépendantes.

2.2 Les protéines structurales

Tous les coronavirus possèdent trois protéines structurales majeures :

- la protéine de la nucléocapside (N)

- une glycoprotéine de membrane (M ou El)

- une glycoprotéine constitutive des spicules (5 ou E2)

Un petit nombre de coronavirus possèdent une glycoprotéine

supplémentaire (HE, H, HA, E3 ou gp65).

Seules les lettres N - M - 5 - HE sont actuellement recommandées pour la

nomenclature de ces protéines (CAVANAGH et al. - 1990).
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2.2.1 Structure

Protéine de la nucléocapside N

La protéine N, de masse moléculaire 50 à 60 k, est interne et associée à

l'ARN génomique formant ainsi une ribonucléoprotéine constitutive de la

nucléocapside (KAPKE et BRIAN - 1986).

Elle est phosphorylée au niveau des résidus sérine. Une activité protéine

kinase a été associée à la particule virale du coronavirus murin MHV-JHM

purifié. Cette enzyme aurait les caractéristiques d'une protéine kinase AMP

cyclique indépendante et pourrait assurer la phosphorylation de la protéine N

(SIDDELL et al. - 1981).

La séquence en acides aminés de la protéine N est déterminée pour le

MHV (AMSTRONG et al. - 1983), l'IBV (BOURSNELL et al. - 1985), le TGEV

(KAPKE et BRIAN - 1986) et le BECV (LAPPS et al. - 1987 ; CRUCIERE et

LAPORTE - 1988). La protéine est basique avec une région C terminale

hydrophile, riche en résidus acides. Les résidus sérine constituent 8 à 10 % du

nombre total des acides aminés.

Les résidus basiques sont répartis en cinq domaines au niveau desquels se

ferait la liaison protéine-ARNg. l'un de ces domaines est particulièrement

riche en résidus sérine.

Une comparaison entre la séquence en acides aminés des différents

coronavirus, étudiés à ce jour, met en évidence une forte homologie pour

quatre de ces domaines et une homologie moins grande pour la cinquième

région basique" riche en résidus sérine.

Ainsi, la liaison de la protéine N avec l'ARNg s'effectuerait au niveau de

la région riche en résidus sérine, la stabilisation de cette structure ARNg­

protéine étant réalisée par les quatre autres régions basiques (CRUCIERE ­
1988).

ROBBINS et al. (1986) ont démontré que la protéine N se liait à l'ARNg

sous forme d'un trimère, les monomères étant liés par des ponts disulfure.

Glycoprotéine de membrane M

Cette protéine matricielle, de 20 à 30 k, doit son nom à son rôle dans les

interactions entre l'enveloppe et la ribonucléoprotéine.

Elle a tendance à former des agrégats par chauffage à 100°C en présence de

SDS, ce qui a contribué à rendre son étude difficile. De plus, plusieurs bandes

protéiques sont souvent mises en évidence par électrophorèse. Ces
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Fig. nO 2 : Structure de la glycoprotéine transmembranaire M.
(adapté de SAVOYSKY et al. - 1990; ROITIER et al. - 1990)

1 : double couche lipidique de l'enveloppe virale
2 : région transmembranaire hydrophobe
3 : régions hydrophiles
4 : sites de glycosylation potentiels
5 : région N terminale
6 : région C terminale
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polypeptides de masse moléculaire différente correspondent à plusieurs degrés

de glycosylation de la protéine M (KING et BRIAN - 1982 ; STERN et al. - 1982;

JIMENEZ et al. - 1986).

La glycoprotéine M est constituée de trois domaines principaux:

- une petite région N-terminale hydrophile, exposée à la surface externe

de l'enveloppe virale et qui est dégradée par traitement par la pronase ou la

bromélaïne. Sa synthèse en présence de tunicamycine montre qu'elle est 0­

glycosylée sur les résidus sérine et thréonine chez le MHV et le BECV

(HOLMES et al.-- 1981 ; STURMAN - 1981), et N-glycosylée chez le TGEV et

l'IBV (STERN et al. - 1982). Des expérimentations réalisées par NIEMANN et

KLENK (1981) ont montré que la fraction glucidique de la molécule était

constituée de galactose, N-acétylglucosamine, N-acétylgalactosamine, acide

neuraminique et acide sialique.

- une région transmembranaire hydrophobe entièrement intégrée à

l'intérieur de la double couche lipidique et riche en ponts disulfure.

- une région C-terminale présente à la surface interne de l'enveloppe et

associée à l'ARN de la nucléocapside.

L'analyse de la séquence en acides aminés de la glycoprotéine M du BECV

a permis à SAVOYSKY et al. (1990) et ROTTIER et al. (1990) de dégager

certaines propriétés de la molécule et de proposer un modèle de conformation

possible de la protéine (fig. nO 2), en accord avec d'autres modèles proposés par

plusieurs auteurs pour le MHV, le TGEV et l'IBV (AMSTRONG et al. - 1984 ;

BOURSNELL et al. - 1984; KAPKE et al. - 1988).

Selon ces auteurs, la glycoprotéine transmembranaire M est basique et

modérément hydrophobe. La région N terminale hydrophile, composée de

23 acides aminés, est enroulée sous forme d'une hélice a à la surface externe de

la membrane virale.

La région transmembranaire correspondant au 1/3 de la molécule (AA29

à 111) est constituée de 3 feuillets ~ hydrophobes, une courte hélice a de

8 acides aminés étant incorporée dans le feuillet médian le plus long (AA52 à

72). Chaque coude entre les feuillets est constitué d'une courte séquence de

quelques résidus hydrophiles en contact avec la face interne ou externe de la

membrane virale.

La partie C terminale constitue environ la moitié de la molécule (AA111

à 230) et est localisée à la face interne de la double couche lipidique. Elle est

constituée d'une longue chaîne amphiphile formée principalement d'une
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Fig. nO 3 : Structure de la glycoprotéine du péplomère S.
(d'après STURMAN - 1981)

1 : attache d'une extrémité de la protéine
à l'enveloppe virale

2 : liaison covalente à l'acide palmitique
3 : site sensible à la trypsine
4 : groupements SH et ponts disulfure
5 : chaînes oligosaccharidiques latérales
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alternance de courts feuillets ~ et de coudes. Elle possède une charge globale

nettement positive (+ 8) due à sa richesse en résidus basiques, ce qui pourrait

favoriser les interactions avec l'ARN viral chargé négativement.

Cette glycoprotéine M possède une structure très conservée au sein des

différentes espèces de coronavirus, particulièrement au niveau de la région

transmembranaire, et seule la partie N terminale exposée à la face externe

montre une hypervariabilité (5AVOY5KY et al. - 1990).

Glycoprotéine des péplomères

Cette glycoprotéine de 80 à 200 k constitue les péplomères du virion. Elle

émerge totalement de l'enveloppe virale où elle est implantée par

l'intermédiaire d'une courte région hydrophobe (fig. nO 3) (5TURMAN et

HOLME5 - 1983). Une molécule d'acide palmitique est fixée par liaison

covalente à proximité de cette région transmembranaire. Cette protéine est

riche en ponts disulfure interpeptides et en groupements sulfydryls libres,

nécessaires au maintien de la configuration de la molécule (CAVANAGH ­

1983).

Il existe au milieu de la glycoprotéine native du virus, un site de clivage
sensible à la trypsine. Ainsi, cette protéine peut subir, selon les virus et selon

les cellules infectées, une protéolyse post-traductionnelle qui la scinde en deux

sous-unités 51 et 52. Ce clivage s'observe, pour la glycoprotéine 5 de l'lEV

(CAVANAGH et DAVI5 - 1987) et du BECV (DEREGT et al. - 1987), très peu

chez quelques souches de HCV (HOGUE et BRIAN - 1986), mais pas dans le cas

du TGEV, du FIPV ou du coronavirus canin (HORZINEK et al. - 1982). Le

clivage de la protéine 5 du MHV varie de 0 à 100 % en fonction de la souche

virale (STURMAN et al. - 1985). Ce clivage semble nécessaire à l'infectiosité du

virus et à la fusion cellulaire, cependant son caractère inconstant laisse

supposer que d'autres mécanismes interviennent dans la fusion. La sous-unité

51 est constituée de la partie la plus externe du péplomère comprenant la

région N-terminale, la sous-unité 52, l'autre moitié de la protéine comprenant

la région transmembranaire et l'extrémité carboxylée.

Chez tous les coronavirus, la glycosylation de la protéine 5 est sensible à

la tunicamycine. La protéine est riche en mannose, galactose, glucose et N­

acétylglycosamine et, contrairement à la protéine M, elle incorpore le fucose.

Ces sucres sont fixés aux résidus asparagine de la molécule par une liaison N­

glycosidique sous forme de complexes oligosaccharidiques (STERN et 5EFTON

- 1982; 5TURMAN et HOLME5 - 1983).
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La séquence complète du gène codant pour la glycoprotéine 5 est connue

pour l'IBV (BINN5 et al. - 1985a), le MHV (5CHMIDT et al. - 1987), le TGEV

(RA55CHAERT et LAUDE - 1987), le FIPV (DE GROOT et al. - 1987) et le BECV

(BOIREAU et al. - 1990 ; ABRAHAM et al. - 1990).

La protéine comprend 1 400 à 1 800 acides aminés selon l'espèce

considérée et présente, dans son ensemble, un profil hydrophobe. Elle possède

un peptide signal à l'extrémité aminée, un grand nombre de sites de

glycosylation potentiels, un domaine hydrophobe transmembranaire et une

région hydrophile de 35 acides aminés riches en cystéine à l'extrémité

carboxylée.
La séquence en acides aminés suggère la présence de deux longues chaînes

d'hélice ex qui interagissent entre elles pour former des structures

surenroulées, constitutives de la tige du péplomère sur la moitié de sa

longueur, et d'une autre hélice ex impliquée dans l'implantation du spicule

dans la membrane virale.

La comparaison des séquences de différents coronavirus montre que la

sous-unité 51 la plus externe est très peu conservée. Dans 52, plusieurs régions

présentent plus de 30 % d'homologie, notamment la région riche en résidus

cystéine (5PAAN et al. - 1988; BOIREAU et al. - 1990).

Glycoprotéine HE

Des études récentes ont montré que certains coronavirus humains

respiratoires HCV-OC43 et HCV-229E (HOGUE et BRIAN - 1986), de même que

le HEV, le MHV-JHM et le BECV (KING et al. - 1985 ; DEREGT et al. - 1987)

possèdent une glycoprotéine supplémentaire de 65 k appelée hémagglutinine­

estérase (HE). Cette glycoprotéine serait structuralement indépendante de 5

(5PAAN et al. - 1988).

Après électrophorèse, et en absence de mercaptoéthanol, cette protéine

apparaît sous forme d'un dimère de 130 à 140 k.

La séquence en acides aminés de la souche Mébus du BECV a été obtenue.

Elle est constituée de 424 acides aminés. L'expression de la protéine HE in vitro
révèle la présence d'un peptide signal N terminal et une région d'implantation

C terminale. La formation de dimères est observée uniquement après

expression in vivo (HIENZLE et al. - 1990).
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2.2.2 Fonction

Protéine de la nucléocapside N

Elle intervient dans l'encapsidation de l'ARN génomique, facilitant son

incorporation dans le virion en stabilisant la structure en hélice de l'ARNg.

Elle est également impliquée dans le processus de réplication de l'ARN.

COMPTON et al. (1987) ont montré que l'addition d'un antisérum dirigé contre

N (mais pas contre 5 ou M), dans un système de réplication in vitro, inhibait à

90% la synthèse de l'ARN de taille génomique.

Glycoprotéine de membrane M

Son rôle est déterminant dans le bourgeonnement intracellulaire du

virus. ROTTIER et ROSE (1987) ont établi que la protéine matricielle contient

des informations nécessaires à sa fixation sur les membranes de l'appareil de

golgi et que, contrairement à S, elle est indispensable à la détermination du site

de bourgeonnement des virions et à la formation de l'enveloppe virale. En
effet, en présence de tunicamycine, des virions n'ayant pas incorporé la

glycoprotéine 5 peuvent se former et être libérés. De plus, la glycosylation de la

protéine M de l'IBV étant inhibée par la tunicamycine, des virions dépourvus

de 5 et possédant une protéine M non glycosylée sont produits. La

glycolysation de M ne serait donc pas essentielle pour la maturation de l'IBV

(STURMAN et HOLMES - 1983).

Les interactions entre la glycoprotéine M et la nucléocapside sont mal

connues, mais M semble avoir une grande affinité pour l'ARN. En effet,

STURMAN et al. (1980) ont montré qu'après dissociation de l'enveloppe par le

NP-40, et séparation de la nucléocapside et des protéines de l'enveloppe sur un

gradient de densité, une réassociation entre M et la nucléocapside était

observée à 37°C, avec formation d'un complexe stable. Cette interaction aurait

pour but de stabiliser la nucléocapside dans sa forme hélicoïdale.

Glycoprotéine 5 et HE

Il a été démontré que l'attachement des virions aux récepteurs cellulaires

de surface était obtenu par l'intermédiaire de 5 ou de l'ensemble des deux

glycoprotéines 5 et HE quand cette dernière est présente. Les protéines de la

cellule hôte servent probablement de récepteurs car ces cellules sont protégées

contre l'infection après incubation avec des anticorps polyclonaux ou
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monoclonaux homologues (5PAAN et al. - 1988). Par ailleurs, les virus

dépourvus de spicules sont non infectieux (ROTTIER et al. - 1981a).

Des études réalisées avec l'IBV ont montré que l'action de l'urée

éliminant la région 51 de la glycoprotéine 5 supprimait en même temps le

pouvoir infectieux et l'activité hémagglutinante du virus (CAVANAGH et

DAVI5 - 1986). De plus, des anticorps dirigés contre 51 inhibent également cette

activité (MOCKETT et al. - 1984). 51 serait donc impliqué dans le processus

d'hémagglutination, mais pour les virus qui possèdent la glycoprotéine HE,

c'est cette dernière qui serait associée à l'activité hémagglutinante (PARKER et
aL, - 1989). La glycoprotéine HE aurait par ailleurs une activité acétylestérase

(VLA5AK et al. - 1988; PARKER et al. - 1990).

La protéine 5 induit la fusion cellulaire (5TURMAN et al. - 1985). Le

traitement des virions par la trypsine active ce phénomène et pourrait être

nécessaire à l'établissement du pouvoir infectieux (CYR-COAT5 et al. - 1988).

Cette protéine induit la formation d'anticorps neutralisants (MAC

NAUGHTON et al. - 1981 ; 5TURMAN et HOLME5 - 1983).

La glycoprotéine 5 serait également responsable de la thermolabilité pH

dépendante des coronavirus par agrégation de la protéine, cette modification

de conformation apparaissant à pH > 6,5 à 37°C (5TURMAN - 1981).

III - REPLICATION DE5 CORONAVIRUS

Les coronavirus développent une stratégie de réplication différente de

celle des autres virus à ARN simple brin de polarité positive.

L'ensemble des étapes de la réplication (transcription de l'ARN, synthèse

des protéines virales et assemblage des virions) s'effectue dans le cytoplasme

des cellules infectées. En effet, la réplication des coronavirus, telle celle du

MHV, peut se dérouler normalement dans des cellules anucléées (BRAYTON

et al. - 1981 ; WILHELM5EN et al. - 1981).

Les différentes étapes de la réplication, schématisées par HOLME5 (1986)

sont présentées sur la fig. nO 4.

3.1 Adsorption et pénétration du virus

Les coronavirus se fixent sur les récepteurs de la membrane plasmique

des cellules sensibles par le sommet de leurs spicules (PATTER50N et

BINGHAM - 1976). La pénétration du virus dans la cellule cible se fait soit par

fusion avec la membrane plasmique, soit par endocytose. Le fait que l'infection

virale soit inhibée par l'emploi de bases liposolubles (chloroquine), qui
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augmentent le pH des endosomes, suggère que l'endocytose serait le principal

mode d'entrée du virus dans la cellule (MALLUCCI - 1966).

3.2 Synthèse des ARN viraux

Après pénétration dans la cellule et décapsidation, le génome du

coronavirus sert de matrice pour la synthèse d'un ARN de polarité négative,

de même taille que l'ARNg (LAI et al. - 1982). Il s'agit exclusivement d'un

intermédiaire de réplication dont le rendement de synthèse diminue 5 à 6 h

après le début de l'infection (SAWICKI et SAWICKI - 1986).

La synthèse de brins d'ARN de polarité négative nécessite une synthèse

protéique continue. Les protéines virales impliquées n'ont pas encore été

identifiées. Une activité ARN polymérase ARN dépendante a été détectée dans

les cellules infectées par le MHV et le TGEV mais pas dans le virus purifié

(DENNIS et BRIAN - 1982 ; BRAYTON et al. - 1982). Toutefois, les synthèses

cellulaires n'interviendraient pas dans la réplication du virus. En effet,

l'addition d'actinomycine D dans le milieu de culture des cellules infectées ou

la multiplication des virus dans des cellules anucléées n'inhibent pas la

synthèse des ARN viraux (WILHELMSEN et al. - 1981 ; MAHY et al. - 1983). Par

ailleurs, des inhibiteurs de la synthèse des protéines, cycloheximide par

exemple, empêchent l'incorporation d'uridine tritiée dans les cellules infectées

traitées à l'actinomycine D (MAHY et al. - 1983).

BRAYTON et al. (1982-1984) ont décrit deux activités ARN

polymérasiques, l'une précoce 1 h après l'infection, et l'autre plus tardive au

bout de 6 h. Ces deux polymérases auraient des propriétés physicochimiques et

des activités différentes. L'ARN polymérase précoce agirait à pH 7,5 en

présence d'ions potassium et serait impliquée dans la synthèse du brin d'ARN

de polarité négative: l'ARN polymérase tardive agirait à pH 8 et assurerait la

synthèse de l'ARNg de polarité positiv~ ainsi que celle des ARNm

subgénomiques. Cependant, contrairement à BRAYTON et al. (1982-1984),
MAHY et al. (1983) et COMPTON et al. (1987) n'ont détecté qu'une seule

activité polymérasique.

L'ARN de polarité négative sert ensuite de matrice pour la transcription

de l'ARNg et des ARNm subgénomiques.

Dans le cytoplasme des cellules infectées, il est possible de détecter 6 à 7

espèces d'ARN de masse moléculaire s'étageant entre 0,6 et 6.106 (SIDDELL et
al. - 1982). Tous sont monocaténaires, polyadénylés, et possèdent une structure

cap à l'extrémité 5' (WEISS et LEIBOWITZ - 1983). Ces ARN, associés aux
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polyribosomes et pouvant être traduits in vivo et in vitro, sont des ARNm. Il

est impossible de différencier le plus grand d'entre eux et l'ARNg, et leur

longueur totale excède largement celle du génome viral.

Une cartographie par empreintes oligonucléotidiques révèle que l'ARNg

et les ARNm forment une structure particulière, dite emboîtée (en anglais, un

"nested set"), la séquence de chaque ARNm étant contenue dans l'ARNm de

taille supérieure (fig. nO 5). Ces ARNm ont une extrémité 3' commune et

s'étendent sur des longueurs variables vers l'extrémité 5' (STERN et

KENNEDY - 1980). Seule la "séquence unique", située à l'extrémité 5' de

chaque ARNm qui n'est pas contenue dans l'ARN de taille immédiatement

inférieure, est utilisée pour la traduction. Ainsi, bien que structurellement

polycistroniques, ces ARNm sont fonctionnellement monocistroniques et

codent pour la synthèse d'un seul polypeptide. En raison de la nature

monocistronique de ces ARNm, le génome des coronavirus, bien que très

long, ne code que pour 6 ou 7 protéines.

Par la méthode des empreintes nucléotidiques, une séquence de tête

commune (séquence "leader") a été mise en évidence à l'extrémité 5' de tous

les ARNm et de l'ARNg. Elle ne se retrouve nulle part ailleurs sur le génome

(LAI et al. - 1983). Sa mise en évidence directe a été obtenue par analyse de la

séquence nucléotidique de l'extrémité 5' des ARNm du MHV et de l'IBV

(BROWN et al. - 1984 ; LAI et al. - 1984). Ces séquences "leader" de 60

nucléotides pour l'IBV et de 72 nucléotides pour le MHV sont transcrites à

partir de l'extrémité 3' de l'ARN de polarité négative (SPAAN et al. - 1988).

Il a été démontré que les ARNm ne proviennent pas de la fragmentation

d'un précurseur de grande taille. Des études d'inactivation, par irradiation aux

UV des cellules infectées, ont montré que les ARNm sont transcrits de façon

indépendante (JACOBS et al. - 1981).

La fusion de la séquence "leader" au corps de l'ARNm pourrait se faire au

cours ou après la transcription. Or, la présence de cette séquence "leader" a été

mise en évidence sur les chaînes naissantes d'ARNm, associée à un

intermédiaire de réplication (BARIC et al. - 1983). Cette séquence ne serait donc

pas ajoutée après la transcription.

De plus, des homologies ont été mises en évidence entre les séquences

nucléotidiques des régions intergéniques de l'ARNg et de la partie 5' non

codante des ARNm (BUDZILOWICZ et al. - 1985). Ces séquences

constitueraient des sites d'attachement pour la séquence "leader" et

représenteraient le site de fusion entre la séquence "leader" et le corps de

l'ARNm.



Ainsi, un nouveau mécanisme de transcription des ARNm a été proposé

dans lequel un ARN "leader" serait synthétisé à partir de l'extrémité 3' de

l'ARN de polarité négative. Après dissociation de la matrice, cette séquence

"leader" servirait d'amorce pour la transcription des ARNm subgénomiques

sur cette même matrice au niveau des différents sites internes d'initiation

(BUDZILOWICZ et al. -1985).
Certains auteurs ont suggéré que le degré de complémentarité, entre la

séquence "leader" et les différents sites internes d'initiation, pouvait

intervenir dans la régulation de l'expression des ARNm (BUDZILOWICZ et al.

- 1985 ; SHIEH et al. - 1987). En effet, les ARNm sont synthétisés en quantités

variables les uns par rapport aux autres mais toujours dans les mêmes

proportions.

3.3 Synthèse des protéines structurales

La traduction, in vitro, des différents ARNm permet d'obtenir, pour

chacun d'eux, une seule protéine codée par l'extrémité 5' de l'ARNm

(ROTTIER et al. - 1981b ; SIDDELL - 1983) (fig. nO 5). Ce mécanisme est très

différent des autres virus à ARN de polarité positive pour lesquels les

protéines proviennent du clivage protéolytique d'un grand précurseur

polypeptidique.

La protéine de la nucléocapside N et plusieurs protéines non structurales

(30 k - 14 k - 200 k) sont produites au niveau des polysomes (SIDDELL - 1983). Il

Y a accumulation précoce et prépondérante de la protéine N qui doit se

complexer à l'ARNg nouvellement synthétisé. Cette protéine est produite sous

forme de précurseur qui est rapidement phosphorylé sur ses résidus sérine

dans le cytosol (STOHLMAN et al. - 1983).

Les protéines de l'enveloppe virale M et 5 sont toutes deux synthétisées

sur les polysomes associés aux membranes du réticulum endoplasmique

rugueux (RER). Cependant, leur formation et leur transport dans la cellule

s'effectuent différemment.

- la glycoprotéine de membrane M est synthétisée au niveau du RER

avant de migrer vers l'appareil de golgi où elle est glycosylée. Ainsi, les

oligosaccharides sont ajoutés bien après que la synthèse de la protéine soit
terminée (ROTTIER et al. - 1984).



Chez le MHV, l'IBV et le BECV, cette protéine est dépourvue de séquence

signal à son extrémité N terminale (SPAAN et al. - 1988). Or, elle se trouve

fixée aux membranes du RER 5 min après l'initiation de la synthèse in vitro.

Son intégration nécessite une particule reconnaissant un signal d'insertion

qui, n'étant pas retrouvé à l'extrémité de la protéine, pourrait être interne

(ROTIIER et al. - 1985). Ainsi, un ou plusieurs signaux d'insertion pourraient

être situés au niveau des domaines hydrophobes transmembranaires

(MACHAMER et ROSE - 1987). Cependant, cette caractéristique ne se retrouve

pas chez tous les coronavirus ; LAUDE et al. (1987) ont mis en évidence à

l'extrémité NH2-terminale de la glycoprotéine M du TGEV un éventuel

peptide signal de 17 acides aminés qui n'est pas retrouvé dans la protéine

mature.

- la glycoprotéine constitutive des spicules S est synthétisée au niveau du

RER où elle est glycosylée. La glycosylation s'effectue par transfert sur les

résidus asparagine de la chaîne polypeptidique naissante d'oligosaccharides

provenant d'un intermédiaire dolichol phosphate (KLENK et ROTI - 1981).

La protéine glycosylée est ensuite transportée vers l'appareil de golgi où

elle est incorporée aux virions. Durant le transfert, elle subit des modifications

post-traductionnelles sous l'action des enzymes cellulaires: modification des

oligosaccharides et acylation (SCHMIDT - 1982; STERN et SEPTON - 1982).

Des études par immunomicroscopie électronique et immunofluorescence

ont montré que la protéine S non incorporée aux virions était, à la différence

de la glycoprotéine M, transportée au niveau de la membrane plasmique où

elle induit la fusion cellulaire (STURMAN et al. - 1985).

Les spicules sont formés de 2 ou 3 molécules de glycoprotéine S

(CAVANAGH - 1983) mais le site d'assemblage de monomères conduisant à la

formation de ces spicules est encore inconnu.

Le clivage de la protéine par les protéases cellulaires de l'hôte se

produirait au niveau de l'appareil de golgi ou de la membrane plasmique

(STURMAN et al. - 1985).

3.4 Assemblage et libération des virions

La nucléocapside hélicoïdale se forme dans le cytoplasme par interaction

entre l'ARNg synthétisé et les molécules de la protéine N. Les nucléocapsides

des coronavirus sont beaucoup plus fragiles et difficiles à visualiser que celles

des orthomyxo et paramyxovirus. Elles constituent des enroulements plutôt

lâches et flexibles sensibles aux RNases (MAC NAUGHTON et al. - 1978).



Aoe en 1 2 3 4 5 Il 7 8 a 10 11 12 13 14 15 21 30
louri

Fig. nO 6 : Incidence des différentes causes de diarrhée en fonction
de l'âge des veaux (d'après HUNT -1985)

....
.......

Période prépatente.
Période de moindre incidence.
Période d'incidence maximale.



L'assemblage des virions s'effectue selon un processus de

bourgeonnement des membranes du RER et de l'appareil de golgi et non au

niveau de la membrane plasmique comme pour les autres virus enveloppés.

Le lieu de formation des virus est en effet déterminé par la localisation de la

glycoprotéine M mature qui est seule capable de se lier à la nuc1éocapside. Elle

forme des amas serrés sur les membranes intracellulaires définissant ainsi des

sites de bourgeonnement. Les nuc1éocapsides s'aligent au niveau de ces sites.

Les virions en formation acquièrent leurs lipides aux dépens de la cellule et les

protéines cellulaires des membranes sont remplacées par les protéines virales.

Le bourgeonnement et la maturation intracellulaires des virions

s'effectuent à l'abri de toute réponse immunitaire de l'hôte, ce qui peut

contribuer à expliquer l'existence d'affections persistantes (HOLMES et

BEHNKE - 1981).

Les virions accumulés dans l'appareil de golgi et dans les vésicules

d'assemblage intracytoplasmiques sont libérés à l'extérieur par lyse de la cellule

ou par fusion des vésicules avec la membrane plasmique. Toutefois, la capacité

des coronavirus à être libérés sans lyse de la cellule est un facteur important

conduisant à une infection modérée.

CORONAVIROSE BOVINE

La pathologie digestive est certainement la principale cause de mortalité

et de morbidité chez le veau. Elle est dominée par les entérites néonatales au

cours des 15 premiers jours, le relais étant pris ensuite par les diarrhées

blanches, les ulcères de la caillette et les entérotoxémies dues aux différents

sérotypes de Clostridium perfringens (LAVAL, et al. - 1988).

Différents facteurs, infectieux (bactériens, viraux ou parasitaires) et

nutritionnels interviennent dans cette pathologie, seuls ou en synergie, leur

incidence respective variant avec l'âge (Fig. 6).

Au cours des entérites néonatales, des souches d'Escherichia coli dites

entérotoxinogènes (ETEC), des rotavirus, des coronavirus et des

cryptosporidies sont le plus fréquemment isolés. D'après les enquêtes

épidémiologiques réalisées en France (FEDIDA et al. - 1983 ; VALLET et

NAVETAT - 1988), il semble que la souche Escherichia coli K 99 soit la bactérie

le plus _souvent rencontrée, elle représente 58 % des cas d'entérites. Le

rotavirus serait présent, surtout entre le premier et le quatrième jour de la vie,



dans près de 50 % des cas. Le coronavirus est également observé au cours des

trois premières semaines, et ceci dans 37 à 50 % des cas.

A côté de ces principaux agents pathogènes, sont également mis en cause

,des Salmonella, des Campylobacter, et parfois le virus de la maladie des

muqueuses (BVD-MD) ou d'autres virus dont le pouvoir pathogène est mal

connu: astrovirus, parvovirus, calicivirus (SNODGRASS et al. - 1986 ; LAVAL

et al. - 1988). Ces agents infectieux interviennent souvent en association, ce qui

augmente la gravité de la maladie (MORRIN et al. - 1976 ; RUNNELS et al. ­
1980). Ainsi, les travaux de GOUET et al. (1978) ont montré que l'infection

simultanée du veau par le rotavirus et Escherichia coli K 99, à des doses non

pathogènes, entraînait la mort de l'animal.

L'application de mesures sanitaires et les progrès réalisés en

thérapeutique permettent de diminuer la fréquence et surtout la gravité de ces

entérites. Ces mesures sont cependant insuffisantes pour maîtriser les
enzooties, notamment dans les grands élevages. Les conséquences

économiques dues à la mortalité, au retard de croissance et au coût

thérapeutique, sont considérables.

1- PHYSIOPATHOLOGIE

Le pouvoir pathogène du BECV a été étudié par MEBUS et al. (1975) sur

des veaux nouveaux-nés gnotobiotiques, infectés expérimentalement.

Alors que, dans l'entérite collibacillaire, l'induction de la diarrhée est liée

à un processus d'hypersecrétion (ARGENZIO - 1985), dans le cas des entérites à

virus épithéliotropes (coronavirus et rotavirus), il s'agit d'une diminution de

l'absorption intestinale.

Le BECV pénètre par voie orale dans le tube digestif, s'adsorbe sur les

cellules apicales des villosités intestinales et s'y multiplie activement. La

pénétration et le pouvoir infectieux du viru,s sont sans doute favorisés par

l'action des enzymes protéolytiques du tractus intestinal. En effet, des

expérimentations ont montré que l'addition de trypsine au milieu de culture

augmentait sensiblement la croissance du virus in vitro (DEA et al. - 1980 ;

PAYNE et STORZ - 1988). Toutefois, les particules virales obtenues dans ce cas

présentent des projections de surface plus petites que la normale (STORZ et al.
- 1981).

La destruction des entérocytes est plus massive qu'avec le rotavirus,

l'infection se propageant sur toute la longueur des villosités intestinales. En

effet, le _BECV infecte principalement les cellules épithéliales différenciées mais

également les cellules cubiques immatures qui proviennent des cryptes, les



cellules caliciformes, les fibroblastes et les cellules endothéliales de la lamina
propria. Il s'en suit une abrasion puis une atrophie marquée des villosités qui

souvent fusionnent. Les cryptes sont espacées et dilatées (MEBUS et al. - 1973a ­

1975; DOUGHRI et STORZ - 1977 ; TZIPORI - 1981). Ces lésions sont étendues

non seulement à l'intestin grêle comme dans le cas du rotavirus, mais

également au colon et au rectum, ce qui explique la gravité de l'affection.

La réduction de la surface fonctionnelle de l'épithélium intestinal

résultant de l'invasion virale entraîne une diminution notable de sa capacité

d'absorption se traduisant par une diarrhée hydro-électrolytique.

De plus, la destruction des entérocytes différenciés entraîne une

multiplication accélérée des entérocytes germinaux des cryptes. Ces cellules

relativement immatures ont des activités enzymatiques faibles: déficience en

enzymes digestifs, activité réduite des transporteurs spécifiques membranaires

et de la pompe Na-K-ATPase (THIEBAULT - 1988). Le fonctionnement de la

muqueuse intestinale est par conséquent profondément perturbé. On note

ainsi une déficience de l'activité lactasique entraînant une incapacité à digérer

correctement le lait (MEBUS - 1978). L'accumulation de disaccharides dans la

lumière intestinale est à l'origine d'une diarrhée osmotique caractérisée par

une inversion du flux liquidien avec perte importante d'eau et d'électrolytes.

On constate également une déficience en lysozyme et lactoferrine qui jouent

un rôle important dans les défenses antibactériennes locales (LAVAL et al. ­
1988).

Ainsi, l'entérite provoque des pertes importantes d'eau et d'électrolytes

(Na+ et Cl- essentiellement) et donc une déshydratation extracellulaire. En cas

de trouble prolongé, l'accumulation d'acide lactique, les pertes importantes en

ions bicarbonate conduisent à une acidose et à une fuite de potassium

intracellulaire. Malgré un déficit global du potassium corporel, on note une

élévation de la kaliémie (LEWIS et PHILLIPS - 1972). Dans les accès sévères,

l'hypoglycémie est cause de fatigue, léthargie, convulsions et enfin coma. La

mort survient des suites du choc hypovolémique (LEWIS et PHILLIPS - 1978).

II - SYMPTOMATOLOGIE

Il est délicat de faire des distinctions preCIses entre les différentes

étiologies des entérites, d'une part, parce qu'il existe de nombreux symptômes

communs, et que la symptomatologie dépend, en partie, de l'évolution de la

maladie, d'autre part, parce que l'entérite est souvent due à des germes

associés. Notamment, il n'est pas possible de distinguer cliniquement une
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Présence si.ultanée de cryptosporidies

Séroconversion simultanée BVD
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Fig. nO 7 : Répartition de 46 cas de coronavirose en fonction
de l'âge des veaux (d'après VALLET et NAVETAT -1988)

(BVD: virus de la Maladie des Muqueuses)
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entérite à BECV d'une entérite à rotavirus. Toutefois, alors que le rotavirus,

seul, provoque une maladie généralement bénigne (des signes sévères

n'apparaissant que lors d'une infection virale massive), la présence de

coronavirus correspond souvent à des cas d'enzooties graves conduisant

fréquemment à une issue fatale, même en l'absence d'autres germes (VALLET

- 1983). Ces degrés de gravité propres à l'une ou à l'autre étiologie s'observent,

au plan clinique, lors d'infections expérimentales de veaux gnotoxéniques

(GOUET et al. - 1978).

Au cours de ces entérites virales, et contrairement aux collibacilloses, la

consistance des matières fécales est rarement liquide mais plutôt molle ou

crémeuse. Les fécès contiennent souvent du lait mal digéré, du mucus, leur

donnant un aspect "d'omelette baveuse", et, plus rarement, du sang. L'appétit

est faible ou nul. Le veau se déshydrate mais plus lentement que lors d'une

collibacillose : le globe oculaire est modérément enfoncé mais la sécheresse du

pli cutané s'observe après 48 h (VALLET - 1983; VALLET et NAVETAT - 1988).

Le veau perd du poids et manifeste abattement et faiblesse. La température

rectale est normale ou légèrement augmentée au début de l'infection (40 à

40°5 C), puis elle baisse au fur et à mesure de l'évolution.

Dans les cas mortels, la maladie évolue en 3 à 4 jours (GOUET et al. ­
1978). Les veaux qui la surmontent restent dans un état de dénutrition avancée

pendant 4 à 6 semaines en raison sans doute des lésions de la muqueuse

intestinale. Ils récupèrent progressivement sans jamais regagner totalement le

retard accumulé (WELLEMANS et al. - 1977).

III - EPIDEMIOLOGIE

Le coronavirus entérique bovin a été identifié et isolé dans différentes

parties du monde. Tout d'abord aux Etats-Unis (STAIR et al. - 1972), puis en

France (GOUET et al. - 1978), aux Pays-BasJ au Danemark, en Grande-Bretagne

(BRIDGER et al. - 1978) et en Belgique (WELLEMANS et al. - 1977 ; BROES et al.

- 1984). Il est mis en évidence avec une grande fréquence dans les fécès

diarrhéiques des veaux nouveaux-nés, le plus souvent en association avec

d'autres agents infectieux, au cours des trois premières semaines de la vie

(MEBUS et al. - 1973a), le pic d'incidence se situant entre le cinquième et le

onzième jour, comme le révèlent des enquêtes épidémiologiques réalisées en

France, entre 1978 et 1988 (VALLET et NAVETAT - 1988). (Fig. 7).

Le virus trouve un terrain plus propice à sa multiplication chez le veau

nouveau-né que chez l'animal plus âgé. Ceci pourrait être lié au fait que les

cellules intestinales du nouveau-né sont encore capables d'absorber des
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macromolécules par pinocytose et se renouvellent plus lentement que chez

l'adulte, facilitant ainsi la pénétration du virus (SCHERRER et LAPORTE ­

1983). Cette "perméabilité" de la muqueuse intestinale est maximale à la

naissance et diminue rapidement ensuite avec la maturation de l'épithélium

intestinal (KRUSE - 1983).

TI existe un grand nombre de cas d'infections inapparentes aussi bien chez

le jeune que chez l'adulte. Des enquêtes sérologiques ont montré que plus de

50 % des bovins possédaient des anticorps circulants dirigés contre le BECV

(WEGE et al. - 1982).

La transmission du virus par la voie oro-fécale semble la plus fréquente.

Cependant, des tests d'immunofluorescence ont permis la mise en évidence

d'un site de multiplication du coronavirus au niveau de l'épithélium nasal du

veau (REYNOLDS - 1983). Ce virus respiratoire serait étroitement relié au

BECV. En effet, REYNOLDS et al. (1985) ont montré, en infectant des veaux

gnotobiotiques par des coronavirus isolés du tractus respiratoire ou intestinal,

que ces virus se retrouvaient à la fois au niveau des secrétions nasales et dans

les fécès, laissant supposer un double tropisme pour l'épithélium intestinal et

nasal. De plus, l'infection par le BECV induit une immunité vis-à-vis d'une

réinfection au niveau respiratoire. Ces coronavirus semblent appartenir au

même sérotype, quelle que soit la source des virus. Des observations similaires

ont été faites pour le TGEV du porc qui se réplique également dans les tissus

respiratoires (UNDERDAHLet al. - 1974 ; LAUDE et al. - 1984) bien qu'il

manifeste une prédilection et une pathogénicité pour l'intestin. Cette

constatation est importante au point de vue épidémiologique car, si elle se

confirme, elle permet d'envisager la dissémination du BECV aussi bien par

aérosol que par transmission oro-fécale (REYNOLDS et al. - 1985).

Plusieurs facteurs interviennent dans le développement, la gravité et la

fréquence des entérites néonatales, quelle que soit leur étiologie, le plus

important étant l'état immunitaire des vache~ gestantes, puis des veaux. Ces

animaux étant agammaglobulinémiques à la naissance, la transmission

passive des défenses immunitaires spécifiques et non spécifiques de la mère au

nouveau-né se fait essentiellement par absorption de colostrum (KRUSE ­

1983).

Chez les veaux d'élevage ayant reçu une quantité normale de colostrum à

la naissance, la période de protection est d'environ la jours. Cette protection

est toutefois directement liée à l'état immunitaire de la mère et à la quantité de

colostrum ingéré. On constate ainsi que les veaux de génisses, dont le

colostrum est peu abondant et moins riche en immunoglobulines que celui
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des vaches plus âgées, sont plus réceptifs aux infections (LAVAL et al. - 1988).

Dans tous les cas, ce taux d'immunoglobulines décroît brutalement avec les

traites (dès le troisième jour après la mise-bas), si bien que la protection

n'intervient qu'en cas d'infections précoces (VALLET et NAVETAT - 1988).

D'autres facteurs non spécifiques jouent un rôle dans le développement
de ces entérites comme les conditions climatiques (froid et humidité), le stress,

les mauvaises conditions d'hygiène, surtout en période de stabulation

caractérisée par une promiscuité favorisant la propagation des agents

infectieux.

IV - DIAGNOSTIC

Les travaux de recherche ayant trait au BECV, comme aux autres

coronavirus, ont longtemps été limités par le manque de système cellulaire

permettant d'obtenir les quantités d'antigène nécessaires à l'expérimentation et

à la mise au point de tests.

Le BECV se multiplie très mal dans les systèmes cellulaires classiques si

bien que les souches virales ont longtemps été entretenues par passage in vivo.

Les premiers essais d'adaptation du virus sauvage à des cultures primaires de

rein embryonnaire de bovin ont permis d'obtenir, après une vingtaine de

passages, des titres de l'ordre de 1.105 UFP/ml (MEBUS et al. - 1973b; BRIDGER

et al. - 1978; L'HARIDON et al. - 1981).

Tirant parti du tropisme marqué du virus pour les entérocytes de la

muqueuse intestinale, LAPORTE et al. (1980) ont obtenu, après 5 ou 6 passages

seulement, un titre viral infectieux satisfaisant (1 à 5.108 UFP lm!) sur cellules

provenant d'un adénocarcinome rectal humain (HRT 18) et ceci sans

modification apparente des propriétés du virus initial.

Ces cellules HRT 18 (Human Rectal Tumor - 18) présentent à leur surface

libre des microvillosités semblables à la bordure en brosse de l'épithélium

intestinal. Les complexes joignant ces cellules sont également caractéristiques

des entérocytes différenciés. Enfin, ces cellules sont très proches des cellules

intestinales par la présence de récepteurs pour le peptide intestinal vaso-actif

(VIP) et les prostaglandines El et E2 et par la possession d'activités

enzymatiques spécifiques des membranes baso-Iatérales (5' nucléotidase) ou de

la bordure en brosse (aminopeptidase) (BOBULEsCO - 1983). Ces cellules sont

actuellement couramment utilisées pour l'entretien et l'étude de ce virus.

Le diagnostic de la coronavirose bovine est basé essentiellement sur la

détection des virus ou des antigènes dans les matières fécales. Les examens

sérologiques sont certes applicables mais non utilisés à des fins diagnostiques.
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Les anticorps dirigés contre le BECV sont fréquents chez la vache, se

retrouvent dans le colostrum et la plupart des veaux sont séropositifs. Par

conséquent, seule la mise en évidence d'une montée des anticorps est

significative d'une infection, ce qui est trop long pour un diagnostic. L'examen

sérologique ne présente de l'intérêt que pour le suivi sérologique des vaches

gestantes vaccinées dans le cadre de l'étude de vaccins.

La technique la plus ancienne de détection du BECV dans les échantillons

fécaux est l'observation en microscopie électronique après coloration négative

(FLEWETT - 1978). C'est d'ailleurs ce procédé qui a permis la découverte du

BECV par STAIR et al., en 1972. A la suite de ces observations, le virus isolé a

été rattaché au genre coronavirus sur la base de sa morphologie et de ses

propriétés (SHARPEE et al. - 1976).

Contrairement aux rotavirus, les coronavirus sont difficiles à détecter et à

différencier des autres éléments présents sur les préparations microscopiques

(matériel membranaire et autres débris frangés) en raison de leur

pléiomorphisme et aussi, souvent, parce que les spicules sont plus ou moins

détachés. On estime à '30 % le nombre d'échantillons fécaux contenant des

particules ressemblant aux coronavirus et qui ne peuvent être identifiées avec

certitude (EL-GHORR et al. - 1988). Le résultat est ainsi entièrement soumis à

l'appréciation de l'observateur. La technique présente l'avantage d'être rapide

et se caractérise par une limite de détection de l'ordre de 106 particules.

Les techniques plus récentes d'immunomicroscopie électronique utilisant

des antisérums spécifiques facilitent et augmentent la précision de la détection.

La révélation de l'immuncomplexe utilise des anti-immunoglobulines ou la

protéine A marquées à l'or colloïdal (EL-GHORR et al. - 1988; HECKERT et al.­
1989). Ce procédé est spécifique mais présente l'inconvénient d'utiliser des

réactifs et un équipement coûteux.

L'immunofluorescence est également employée pour la détection du

BECV sur des coupes histologiques d'intestin (MEBUS et al. - 1975). Ce test est,

par conséquent, limité au diagnostic post-mortem. Le résultat dépend en

grande partie de la rapidité avec laquelle les prélèvements sont effectués sur

l'animal mort et de l'importance de l'infection (EL-GHORR etaI. - 1988).

L'utilisation de cette technique, pour la détection sur culture de cellules

infectées (BARNETT et al. - 1975), se montre, quant à elle, beaucoup trop

longue.

Les propriétés hémagglutinantes du BECV ont été exploitées dans des

tests d'hémagglutination (HA), d'inhibition de l'hémagglutination (IHA)

(SATO et al. - 1977), d'hémadsorption-élution-hémagglutination (HEHA)



Tableau IV : Diagnostic expérimental des entérites néonatales du veau

(d'après LAVAL et al. -1988).

Agent pathogène

Technique
E. coli Salmonella Rotavirus Coronavirus BVD-MD" Cryptosporidies

Culture +++ +++ + (+) 0 0

Immunofluorescence + 0 +++ +++ +++ 0

EUSA +++ 0 +++ +++ 0 +++

Test du latex 0 0 +++ 0 0 0

Histologie + + ++ ++ + ++

Microscopie
++électronique ++ +++ +++ +++ +++

"
Coloration

0 0(Ziehl Neelsen) 0 0 0 ++

Flottaison au
saccharose 0 0 0 0 0 +++

" BVD-MD : Virus de la maladie des muqueuses.



(ELLENS et al. - 1978 ; VAN BALKEN et al. - 1978-1979) ou encore

d'hémagglutination passive réverse (SATO et al. - 1984). Ces procédés, en

particulier HEHA, donnent parfois lieu à des réactions non spécifiques dues à

la nature complexe des fécès (VISCIDI et al. - 1984).

La nécessité de disposer de techniques sensibles et appropriées aux

enquêtes épidémiologiques et au diagnostic de routine a conduit à la mise au

point de techniques immunoenzymatiques. L'ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) a tout d'abord été réalisée avec des anticorps

polyclonaux (ELLENS et al. - 1978; REYNOLDS et al. - 1984), sans grand succès,

en raison d'un manque de sensibilité et surtout de spécificité. Ces réactions

non spécifiques seraient dues, soit à la présence d'anticorps antirotavirus

apparus chez l'animal au cours de l'immunisation, soit à une purification

insuffisante de la suspension antigénique préparée (CROUCH et al. - 1984).

L'utilisation plus récente d'anticorps monoclonaux (CROUCH et al. - 1984 ;

CZERNY et EICHHORN - 1989) a permis d'améliorer la spécificité de la

méthode ELISA.

La technique donne des résultats reproductibles et permet de tester un

grand nombre d'échantillons. La lecture, réalisée par mesure de l'absorbance,

en fait un test objectif si on le compare à la microscopie électronique ou aux

techniques HA/IHA.

Des kits de détection sont commercialisés permettant le diagnostic

simultané du coronavirus et des agents infectieux qui lui sont souvent associés

(Escherichia coli entéropathogènes - rotavirus - cryptosporidies) et pour

lesquels la technique ELISA est également utilisée (tableau IV).

Grâce aux progrès de la biologie moléculaire et à une meilleure

connaissance du génome viral, les techniques d'hybridation moléculaire sont

actuellement à l'étude.

SHOCKLEY et al. (1987) ont montré que la technique était suffisamment

sensible pour permettre la détection du TGE,,\ dans les fécès de porcs infectés

expérimentalement. Les premiers essais, réalisés avec du BECV purifié ou

présent dans le surnageant de culture de cellules HRT 18, sont prometteurs.

VERBEEK et al. (1987 et 1990) ont réalisé les premiers essais de détection

du BECV dans les fécès de veaux diarrhéiques. La sensibilité de la technique

serait supérieure au test ELISA réalisé en parallèle, mais nécessiterait l'emploi

simultané de plusieurs sondes radioactives. Le problème du traitement

préalable des échantillons fécaux avant fixation sur la membrane de

nitrocellulose est posé. Une extraction au fréon semble faciliter le dépôt et

améliorer la détection. L'utilisation de sondes radioactives est un
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inconvénient mais les sondes froides biotinylées donnent un bruit de fond

trop important pour pouvoir envisager leur utilisation.

v -PROPHYLAXIE

Le traitement de l'entérite virale consiste essentiellement en une

réhydratation entreprise dès l'apparition des premiers signes de la diarrhée et

destinée à corriger le déséquilibre hydro-électrolytique, à lutter contre l'acidose

et à nourrir l'animal (BRUGERE-PICOUX - 1985). Une antibiothérapie lui est

associée dans la mesure où l'intervention des bactéries est quasi constante

(WIDTLOCK -1984).

En l'absence de thérapeutique spécifique, la protection du veau passe par

conséquent, avant tout, par la prévention.

Prophylaxie sanitaire et vaccinale

Elle porte sur plusieurs points:

- la surveillance de la vache, pendant le tarissement et en fin de gestation,
afin de prévenir les mammites et de lui apporter une alimentation équilibrée,

riche en vitamines (A et D3) et en oligo-éléments (LAVAL et al. - 1988). La

correction de la ration alimentaire permet à elle seule d'augmenter de 20 % le

taux de survie des veaux (HUDSON et JOHNSON - 1986).

- l'alimentation du veau nouveau-né: l'administration de colostrum,

riche en anticorps spécifiques, est essentielle et doit être précoce, dès la

deuxième heure, après la parturition. SANDERS (1985) préconise

d'administrer l'équivalent de 8 à 10 % du poids du corps dans les six premières

heures. En effet, la perméabilité de l'intestin aux immunoglobulines

permettant leur absorption par pinocytose est fugace. Elle serait de, 16 h, 22 h et

27 h pour, respectivement, les IgM, IgA et IgG (LAVAL et al. - 1988).

- la vaccination : des vaccins sont actuellement utilisables contre les

principaux agents intervenant dans l'étiologie des entérites néonatales et, en

particulier, contre les rotarivus et coronavirus. Cependant, l'extrême précocité

de ces infections rend aléatoire une tentative de prévention par induction

d'une immunité active chez le veau. En conséquence, la prévention repose

essentiellement sur l'immunisation des vaches gestantes, suivie du transfert

colostral de l'immunité. En effet, il est possible d'augmenter et de prolonger la

secrétion d'anticorps, non seulement dans le colostrum, mais aussi dans le lait

en vaccinant les vaches en fin de gestation (WELLEMANS et VAN

OPDENBOSCH - 1979 ; SNODGRASS et al. - 1980) (fig. 8).
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Un premier vaccin monovalent, destiné à prévenir l'entérite virale des

veaux nouveaux-nés, a été élaboré à partir d'une souche de rotavirus

(SOULEBOT et al. - 1981). Depuis cette date, un vacin bivalent inactivé et

adjuvé associant rotavirus et coronavirus est disponible (BRUN et al. - 1982).

L'immunisation passive du veau est assurée par absorption du colostrum puis

du lait de vaches vaccinées, pendant les trois premières semaines de la vie.

n existe également un vaccin bivalent rota-corona-virus, constitué de

virus vivants modifiés (FREMONT - 1981), pouvant être utilisé, selon l'auteur,

avec des efficacités comparables pour la vaccination de vaches gestantes et du

veau nouveau-né (FREMONT - 1983). Cependant, la vaccination orale des

veaux est discutée en raison du taux d'anticorps colostraux risquant de

neutraliser localement les virus vaccinaux.

Hygiène et environnement

La transmission de la maladie s'effectue vraisemblablement par

l'intermédiaire des adultes porteurs sains ou atteints d'infections persistantes.

Au cours des enzooties, le passage du virus de veau à veau, de mère à veau ou

par l'intermédiaire des locaux infectés, peut se faire aisément. En raison de la

multiplication intense du virus dans les entérocytes, les fécès des veaux

atteints d'entérite aiguë contiennent des quantités très importantes de

particules infectieuses (lOlO particules par gramme), à l'origine d'un

ensemencement sévère du milieu extérieur.

Ainsi, il est important de respecter certaines mesures d'hygiène

essentielles (isolement et surveillance des veaux, aération convenable et

désinfection des locaux après la mise au pré) réduisant la pression d'infection

dans l'étable et diminuant la pollution virale de l'environnement, ces mesures

pouvant faciliter la maîtrise des enzooties.

Dans le cadre de la mise en place de ces mesures d'hygiène, il est apparu

que les responsables professionnels (éleveurs et vétérinaires) semblaient de

plus en plus préoccupés par la qualité de l'eau destinée, notamment, à

l'abreuvement des animaux (POMMIER et HUMBERT - 1989). Ils attribuent à

la mauvaise qualité de l'eau une responsabilité dans divers troubles sanitaires

ou zootechniques observés dans les élevages. Les problèmes les plus souvent

cités sont d'ordre digestif et concernent les entérites des bovins mais également

des porcs, poulets et lapins. Viennent ensuite les troubles de la reproduction et

les affections urinaires. Des études épidémiologiques sont de toute évidence

souhaitables afin de définir le rôle joué par l'eau et l'environnement dans

l'apparition de certaines pathologies et, en particulier, des entérites. Peu
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d'études ont été actuellement réalisées dans ce sens, sans doute en raison des

difficultés rencontrées, surtout dans le domaine de la virologie.

Les techniques classiques de détection des virus portent sur de faibles

volumes d'eau et ne sont pas adaptées à la recherche de particules dispersées

dans l'environnement. Il est nécessaire d'utiliser des méthodes de

concentration des virus présents dans les échantillons prélevés avant de

pouvoir les détecter (BLOCK et SCHWARTZBROD - 1989). Or, ces techniques

ont une efficacité limitée et variable suivant les virus concernés.

Classiquement, la détection des virus concentrés se fait par mise en évidence

de leur effet cytopathogène (ECP) après inoculation à une lignée de cellules

sensible, leur dénombrement s'effectuant soit par une méthode de type

quantique (nombre le plus probable ou NPP - dose cytopathique 50 % ou

DCP 50), soit de type énumératif (technique des plages). Cependant, bon

nombre de virus ne peuvent être caractérisés par leur ECP. Leur identification

sur culture de cellules nécessite alors l'emploi de méthodes utilisées

habituellement en biologie clinique, telles que l'immunofluorescence (SMITH

et GERBA - 1982), l'immunoenzymologie ou la radioimmunolocalisation·

(LEMON et al. - 1983; LIU et al. - 1984).

Dans le cas des virus non cultivables, la seule possibilité réside dans leur

mise en évidence directe dans les échantillons concentrés par des méthodes

telles que la microscopie ou l'immunomicroscopie électroniques, les méthodes
radioimmunologiques, immunoenzymatiques (ELISA) (STEINMANN - 1981),

ou l'hybridation moléculaire actuellement à l'étude. Le problème majeur, dans

ce cas, est de disposer de techniques suffisamment sensibles pour permettre la

détection en absence d'amplification par passage sur culture cellulaire. Pour

l'instant, parmi les virus responsables de diarrhée, seuls les rotavirus de

groupe A, impliqués dans les gastroentérites de l'enfant, ont été recherchés

dans l'environnement (GaYAL et GERBA - 1983; DEETZ et al. - 1984; BOSCH

et al. - 1988; BERIL et SCHWARTZBROD - 1989; JOFRE et al. - 1989).

Il serait donc souhaitable de disposer de moyens d'étude pour l'ensemble

des virus entériques afin d'apprécier leur rôle pathogène respectif dans le

développement des entérites et leur diffusion dans l'environnement.



BUT DU TRAVAIL
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Ces dernières années, des progrès importants ont été réalisés dans la

connaissance de la structure et des mécanismes de réplication des

coronavirus. Toutefois, la pathogénie et l'épidémiologie sont encore mal

connues. Des études plus approfondies seraient en particulier souhaitables

concernant la propagation des enzooties et épizooties, l'influence éventuelle

de l'environnement dans leur survenue, l'existence des maladies persistantes

ou encore le rôle pathogène des coronavirus dans les maladies entériques

humaines. Pour réaliser de telles études, il est indispensable de disposer de

tests efficaces et rapides permettant l'identification et la quantification des

coronavirus présents chez l'homme, l'animal ou les milieux environnants.

Les techniques de détection des coronavirus sont encore peu

performantes et bien des problèmes restent posés. En particulier, aucune étude

n'a été publiée à ce jour concernant la recherche des coronavirus entériques

dans le milieu hydrique. Ces observations nous ont donc incité à entreprendre

des travaux visant à rechercher et améliorer leur détection et leur

identification.

Pour atteindre cet objectif, le coronavirus entérique bovin (BECV souche

FIS) nous a semblé constituer un modèle d'étude intéressant en raison, d'une

part, de sa responsabilité dans le développement d'entérites mortelles d'une

grande incidence économique pour les élevages bovins et, d'autre part, de sa

capacité à se multiplier in vitro sur culture de cellules HRT 18 fournissant

ainsi les quantités importantes de virions nécessaires à l'expérimentation.

Parmi les nouvelles techniques de diagnostic rapide utilisées en

virologie, l'hybridation moléculaire connaît un essor important. C'est

pourquoi nous avons employé ce procédé à la fois sensible, spécifique et

rapide, dans le but d'améliorer la détection et la caractérisation du BECV.

Ce travail est consacré au développement de sondes nucléiques capables

de s'hybrider à l'ARN viral immobilisé sur une membrane par la technique

du dot ou du siot blot.
Sa réalisation a impliqué l'extraction de l'ARN génomique, la

préparation d'un ADN complémentaire (ADNe) et son clonage dans

Escherichia coli, après insertion dans un vecteur. L'analyse de la banque

d'ADNc obtenue a permis, après sélection, de disposer de clones convenant,

par leur taille et leur position sur le génome, à la préparation de sondes.
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L'expérimentation nécessaire à l'étude des conditions d'hybridation et à

la détermination de la spécificité et de la sensibilité de la technique a été

réalisée à partir de cultures de cellules infectées et de l'ARNg extrait du virus

purifié. L'intérêt d'un traitement éventuel des échantillons à hybrider, afin

d'optimiser la détection, a été pris en considération. Un marquage radioactif

de la sonde nous a semblé préférable dans une première étape. Cependant,

peu de laboratoires étant autorisés à manipuler des radioisotopes, une

adaptation de la technique comportant le marquage non isotopique de la

sonde (marquage enzymatique) a également été réalisée.

Notre but était, par la mise au point de ce test, de disposer d'un outil

fiable et efficace pour la détection du BECV dans les prélèvements cliniques

ou pour des recherches au sein de l'environnement.

TI s'agissait, en particulier, de pouvoir l'appliquer à la détection du BECV

présent dans le milieu hydrique. Toutefois, le nombre des virus présents dans

ce milieu étant en général trop faible pour permettre leur détection directe

dans un échantillon d'eau à analyser, une étape de concentration, destinée à

rassembler sous un faible volume les virus initialement dispersés dans

plusieurs litres d'eau, s'avère indispensable avant d'envisager leur mise en

évidence.

Les techniques de concentration virale actuellement proposées montrent

une efficacité variable suivant les virus concernés, c'est pourquoi nous avons

expérimenté deux procédés de concentration du BECV :

- une technique d'immunoaffinité utilisant des anticorps monoclonaux

dirigés contre les déterminants antigéniques du BECV. L'objectif était de

"capturer" les coronavirus de façon spécifique à l'aide d'un immuno­

adsorbant dispersé dans l'eau à analyser. Dans ce but, il a été nécessaire

de prévoir la préparation d'une quantité suffisante d'anticorps

monoclonaux, leur purification,puis leur couplage à un support adapté

à la mise en oeuvre d'une réaction d'affinité réalisée en suspension.

L'immunoadsorbant dispersé a ensuite été rassemblé afin d'effectuer

l'élution des virus concentrés.

- une technique de concentration utilisant un procédé physique

d'adsorption-élution sur poudre de verre, couramment employée dans

le domaine de la virologie des eaux. L'objectif était de déterminer les

conditions physico-chimiques précises d'adsorption puis d'élution des

coronavirus sur la poudre de verre en utilisant du BECV marqué au 14C

afin de faciliter l'expérimentation.
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A la suite de ces étapes de concentration, la détection des virus a été

étudiée:

- soit par inoculation à un système cellulaire sensible présentant

l'avantage de révéler le pouvoir infectieux des particules virales concentrées.

- soit par hybridation moléculaire qui permet, quant à elle, de conclure à

une contamination, même si les particules virales ne sont plus infectieuses.

De plus, en cas de faible contamination des échantillons à analyser, le

passage en culture cellulaire peut constituer un système d'amplification du

matériel viral avant sa détection par hybridation moléculaire.



MATERIEL ET METHODES



· 47

MATERIEL

1- SOUCHES MICROBIENNES

1.1 Souches virales

Coronavirus entérique bovin (BECV)

Ce virus a été isolé à la station INRA de Thiverval-Grignon à partir des

fécès d'un veau mort de diarrhée aqueuse (GOUET et al. - 1978; LAPORTE et
al. - 1980). Deux souches (FIS et G110) provenant de l'adaptation en culture

cellulaire du BECV sauvage sont disponibles:

- la souche FIS a été obtenue par la mise en culture du virus sauvage sur

la lignée cellulaire HRT 18 (LAPORTE et al. - 1979 - 1980). Elle fait l'objet

de ce travail.

- la souche G110 provient de l'adaptation du virus sauvage en culture
primaire de rein d'embryon de veau (LAPORTE et al. - 1979). Ce

coronavirus adapté se réplique également en culture de cellules HRT 18.

Cette souche a été utilisée pour le titrage des anticorps monoclonaux.

Ces deux souches présentent les mêmes caractéristiques morphologiques

et physiques que la souche sauvage. De plus, elles sont toujours pathogènes

pour le veau nouveau-né (BOBULESCO - 1983).

Virus de la gastroentérite du porcelet (TGEV) Souche Purdue 115.

Rotavirus simien Souche SA 11.

1.2 Souche bactérienne

Escherichia coli RRl

Cette souche Rec A+ est utilisée de préférence à la souche E. coli HB 101

Rec A- dont elle dérive. E.coli RRI produit 10 fois plus de recombinants

ADNc obtenus par allongement dG - dC que les souches Rec A-, alors que

l'ADN de pBR 322 intact est transformé par les deux souches avec la même

efficacité (pEACOCK et al. - 1981).

Cette souche permet l'amplification des plasmides recombinés.
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II - CELLULES RRT 18 (Ruman Rectal Tumor)

Elles proviennent d'un adénocarcinome rectal humain (TOMPKINS et

al. - 1974 ; LAPORTE et al. - 1980).

III - MILIEUX DE CULTURE

3.1 Milieu de culture bactérienne

Milieu L Tryptone (DIFCO)

Yeast extract (DIFCO)

NaCI

H20 q~

lOg

5g

0,5 g
11

- Ajuster à pH 7 avec NaOH 1 M.

- Autoclaver 20 min à 120°C.

- Au moment de l'emploi, ajouter 10 ml de glucose à 20 % (p/v), stérilisé

par filtration.

Ce milieu est utilisé liquide ou gélosé (15 g/l d'agar DIFCO)

Il peut être rendu sélectif par addition d'antibiotiques aux concentrations

suivantes:

- ampicilline : 100 /lg/ml de milieu.

- tétracycline: 12,5 /lg/ml de milieu.

3.2. Milieu de culture cellulaire

Le milieu RPMI 1640 (FLOW) est utilisé pour la croissance et l'entretien

des cellules HRT 18 ainsi que pour la production et le titrage du BECV. Il est

tamponné par NaHC03 à raison de 2 g/l, ajusté à pH 7,2, stérilisé par filtration

sur membrane 0,22 /lm et conservé à + 4°C.

Ce milieu de base est additionné de 20 % de SVF (FLOW) pour la

croissance des cellules HRT 18 et de seulement 2 % de SVF pour la

constitution du milieu de survie des cellules ou de titrage du virus.

Des solutions d'antibiotiques sont ajoutées au milieu simple ou

complémenté de SVF :

- solution de tylosine - lincocine : 1 ml/100 ml de milieu.

- solution de streptomycine - spécilline : 0,5 ml/100 ml de milieu.
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Le milieu gélosé pour le titrage du BECV par la technique des plages est

constitué de la façon suivante:

- 1/2 volume d'indubiose 1,2 % (p/v) (pHARMACIA) préparé à

ébullition puis maintenu à 45°C.

- 1/2 volume de milieu RPMI 2X à 4 % de SVF additionné de solutions

d'antibiotiques 2X (tylosine - lincocine, streptomycine - spécilline) à

37°C.

Ces deux milieux sont mélangés extemporanément.

IV - ENZYMES ET LEUR TAMPON

Les enzymes sont le plus souvent fournies par le fabricant avec un

tampon approprié.

Désoxynucléotidyl transférase terminale: Tdt (BRL) 20 V / IJ.I

tampon Tdt 5 X : Cacodylate de K 500 mM - CoCl2 10 mM - DIT 1 mM.

DNase I pancréatique (PHARMACIA)

Enzyme de restriction Pst I (BRL)

tampon Pst I 10 X: Tris HCI (pH 8) 50 mM - MgCl2 10 mM -NaCI 50 mM.

Lysozyme (PHARMACIA) : solution stock à 50 mg/ml dans de l'eau

ultrapure répartie en fractions aliquotes de 500 IJ.I et conservée à - 20°C.

Pronase (SIGMA) : préparée sous forme d'une solution mère à 20 mg /ml

en solution aqueuse.

Protéinase K (BOEHRINGER-MANNHEIM) : préparée sous forme d'une

solution mère à 20 mg/ml et conservée en fractions aliquotes à - 20°C.

Ribonucléase T2 (BRL) : 30 V/lJ.l.

tampon T2 : NaCI 500 mM - NaCOOCH3,3H20 (pH 4,5) 20 mM.

RNase A pancréatique (sans DNase) (PHARMACIA)

solution à 10 mg de RNase A lyophilisée dans 1 ml de tampon Tris
\

10 mM (pH 7,5) - NaCI 15 mM, conservée à - 20°C.

RNasine (GENOFIT) : 10000 V/ml.

Transcriptase réverse (BRL) : 2,5 V / 1J.1.

tampon transcriptase réverse 5 X : Tris HCI (pH 8,3) 500 mM - MgCl2

SOm M - DTT 50 mM.



100000 U/ml

0,015 g/ml

0,1 g/ml

50/lg/ml

V -REACfIFS

Acide trichloracétique (PROLABO)

Acrylamide (BIO-RAD)

Act-Magnogel - AcA 44 (lBF)

ADN:

- de sperme de saumon (SIGMA)

- de thymus de veau - 10 mg/ml (SIGMA)

Agarose pour électrophorèse des acides nucléiques (PHARMACIA)

Amorce oligo dT 12-18 (PHARMACIA)

Solution à 7,5 mg/ml.

Antibiotiques

Solutions stock

*Ampicilline (BOEHRINGER-MANNHEIM) :

solution aqueuse à 25 mg/ml.

* Tétracycline (SIGMA) :

solution hydroalcoolique à 12,5 mg/ml.

* Solution de tylosine-lincocine :

· Lincocine (UPJOHN) 300 mg/ml diluée au 1/6000 20 ml

· Tylosine (BIOMERIEUX) 5 mg/ml diluée au 1/2000 80 ml.

* Solution de streptomycine-spécilline :

· Streptomycine (DIAMANT) 20 mg/ml 50 ml

· Spécilline (SPECIA) 2.1Q4 VI/ml 50 ml

Ces solutions sont stérilisées par filtration sur membrane de 0,22 /lm et

conservées en fractions aliquotes à - 20°C.

Solution d'antibiotiques pour décontamination des concentrats

viraux

· Benzyl pénicillinate de sodium (DIAMANT)

• Néomycine (DIAMANT)

· Sulfate de streptomycine (DIAMANT)

· Amphotéricine B (fungizone) (SQUIBB)

BEt: Bromure d'éthidium (BOEHRINGER-MANNHEIM)

Solution stock à 10 mg/ml. A conserver à 4°C à l'abri de la lumière.

Bisacrylamide (BIO-RAD)

BSA fraction IV : sérum albumine bovine (BRL)

DEPC : diéthylpyrocarbonate (SERVA)

Désoxynucléotides triphosphates (AMERSHAM)

Solutions stock de dATP - dCTP - dGTP - dITP 10 mM.

DMSO: diméthylsulfoxide (SIGMA)



51

Fixateur AU (KODAK)

Immunsérums (INSTITUT PASTEUR)

- Sérum de mouton anti-IgG de souris marqué à l'isothiocyanate de

fIuorescéine.

- Sérum de mouton anti-IgG de souris marqué à la péroxydase.

- Sérum de chèvre anti-IgG de souris de différentes sous-classes (IgGl

- IgG2a - IgG2b - IgG3)
Kits de marquage des sondes (AMERSHAM)

- Système ECL de détection de gènes RPN 2100 pour nitrocellulose.

- Marquage radioactif des sondes "Multiprime DNA labelling

systems" RPN 1601.

Liquides de scintillation

- Cocktail T - Scintran (BDH)

- Instagel (PACKARD).

Marqueurs de masse moléculaire

. Pour électrophorèse de protéines (BOEHRINGER-MANNHEIM)

- Inhibiteur de la trypsine extrait du soja (Mr : 21 500)

- Sérum albumine bovine (Mr : 68 000)

- Différentes sous-unités d'ARN polymérase

(Mr : 39 000 - 155 000 - 165 000)

. Pour électrophorèse d'acides nucléiques (BRL)

- ADN du phage À coupé par Hind TIl : 8 fragments de 23 000 à

100 pb

- ADN du phage 0 X 174 RF coupé par Hae TIl : 11 fragments de

1353 à 72 pb

- ADN du phage À coupé par Eco RI et Hind TIl : 11 fragments de

21 700 à 560 pb

NP - 40: Nonidet P-40 (BRL)

pBR 322 (BRL)

Le plasmide pBR 322 possède deux gènes de résistance aux antibiotiques,

l'ampicilline et la tétracycline, permettant la sélection des recombinants en

fonction de critères de résistance ou de sensibilité à ces antibiotiques.

pBR 322 - dG coupé par Pst 1 (BRL)

Ce vecteur est un plasmide pBR 322 coupé par Pst 1 au niveau du site de

résistance à la tétracycline et possédant 16 à 18 résidus dG à chaque extrémité 3'

PEG : polyéthylène glycol 8 000 ou 20 000 (ALDRICH)

Persulfate d'ammonium (MERCK)
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Phénol saturé (BRL)

Le phénol bidistillé est fondu à 68°C puis extrait plusieurs fois avec un

même volume de tampon Tris 1 M (pH 8), puis Tris 0,1 M (pH 8) jusqu'à ce

que le pH de la phase aqueuse soit supérieur à 7,6.

PIPES: Piperazine-N, N'-bis (2-ethanesulfonic acid) ;

l,4-Piperazinediethanesulfonic acid (SIGMA)

Poudre de verre (SOVIREL) : 100 ~m < 0 < 200 ~m

Protéine A - sépharose CL 4 B (PHARMACIA)

Radioisotopes

- Acides aminés marqués au 14C (CEA)

Activité spécifique 1,75 mCi/mg

- Désoxycytidine triphosphate marquée au 32p (AMERSHAM)

[a-32p] dCTP - solution aqueuse, 3 000 Ci/mmole - 10 mCi/ml

- Désoxycytidine triphosphate tritiée (AMERSHAM)

[5-3H] dCTP - solution éthanol - eau (v/v) 30 Ci/mmole

Révélateur LX 24 (KODAK)

Supports de chromatographie

- Séphadex G 50 medium (PHARMACIA)

- DEAE cellulose DE 52 (WHATMAN)

Tampons et solutions d'usage courant

- Acétate de potassium (pH 4,8)

Acétate de potassium 5 M 600 ml/l - acide acétique glacial 115 ml/l

Une solution 3 M en ions potassium et 5 M en ions acétate est

obtenue.

- Alcalin (extemporané)

N aOH 0,2 M - SDS 1 %

-~e (pour électro12horèse)

Glycérol 50 % - bleu de bromophénol 0,25 % (p/v)

- Citrate-phosphate 0,1 M (pH 5)

C~Ü7, H20 7,3 g/l- Na2HP04, 12 H20 23,84 g/l

Le pH est ajusté en ajoutant de l'acide citrique ou du phosphate

disodique.

- Citrate de sodium - acide citrique 0) M (pH 6 - 4tS - 35 ou 3)

C6HsNa307,2H20 0,1 M - C6HS07, H20 0,1 M

Mélanger ces deux solutions jusqu'à obtention du pH désiré.

- Denhardt's 100 X

Picoll 2 % - Polyvinylpyrrolidone 2 % - BSA 2 %
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- Dissociation ;pour électro12horèse en gel de 12olyacrylamide-SDS

Tris-HCI 124 mM - SDS 6 % - 2-mercaptoéthanol la % - glycérol 20 %

- Electrophorèse en gel d'agarose alcalin la x
NaOH 300 mM - EDTA 20 mM

- Ethanolamine 0,1 M (pH 82

Préparer une solution d'éthanolamine 0,1 M en tampon phosphate

de potassium 0,1 M (pH 6,8).

Ajuster ce pH à 8 à l'aide d'HCI concentré.

- Formaldéh~de-SSC

Formaldéhyde à 37 % (p/p) 2 v - SSC 20 X 3 v

A préparer extemporanément.

- HCI-glycine 0,2 M (pH 2,8 ou 2(2)

A 100 ml d'HCI 2 M, ajouter une solution de glycine 2 M jusqu'à

obtention du pH désiré. Compléter à Il avec de l'EBDS.

- Lavage A I?our h).'.bridation avec sonde radioactive

SSC 2 X - SDS 0,1 %

- Lavage B pour hybridation avec sonde radioactive

SSC 0,1 X - SDS 0,1 %

- Lavage ECL pour hybridation avec sonde enz).'.matiQue

Urée 6M - SSC 0,5 X - SDS 4 g/l

- Ligation la X

NaCII00 mM - Tris-HCI (pH 7,8) 100 mM - EDTA la mM

- Lyse bactérienne {extemporané}

Glucose 50 mM - EDTA la mM - Tris-HCI (pH 8) 25 mM

lysozyme 4 mg/ml

- Migration pour électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS

Tris 24 mM - glycine 0,19 M (pH 8,3) - SDS 0,1 %

- Orthophénylène diamine pour ELISA

la mg d'orthophénylène diamine dans 25 ml de tampon citrate

0,035 M - phosphate 0,066 M (pH 5) contenant 0,012% de peroxyde

d'hydrogène

- PBS

NaCl8 g/l- KCI 0,2 g/l- Na2HP04, 12 H20 2,9 g/l- KH2P04 0,2 g/l

-PEG - NaCI

PEG 8000 13 % - NaCll,5 M

- Phos12hate de potassium 0,1 M (pH 6(8 - 7~6 ou 82

Ajouter à K2HP04 0,1 M la quantité nécessaire de KH2P04

0,1 M.pour obtenir le pH désiré.
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- Phosphate de sodium 0,14 M {pH 81

Ajouter à Na2HP04 0,14 M la quantité nécessaire de NaH2P04 pour

obtenir un pH égal à 8.

- Préhybridation pour sonde radioactive

Formamide désionisé 50 % - Denhardt's 5 X - SDS 0,1 % - SSC 5 X ­

ADN hétérologue de thymus de veau dénaturé et soniqué

200 Jlg/ml.

-SSC 20 X

NaCl3 M - citrate de Na trisodique 0,3 M (pH 7)

-TBE 10 X

Tris 108 g/l- acide borique 55 g/l- EDTA 0,5 M (pH 8) 40 mlll

Solution de travail 1 X : Tris Borate 0,089 M - EDTA 2 mM (pH 8)

-TE 1 X

Tris-HCI (pH 7,4) 10 mM - EDTA (pH 8) 1 mM

-TNE2X

Tris-HCI (pH 8) 20 mM - NaCl200 mM - EDTA (pH 8) 2 mM

- Trypsination

Trypsine (DIFCO) 2 g/l- EDTA 0,4 g/l dans du tamponPBS

La solution de trypsine est stérilisée par filtration et conservée à 4°C.

- Véronal 0,075 M (pH 8(6)

Acide diéthylbarbiturique 2,76 g/l - diéthylbarbiturate de sodium

15,45 g/l.

Temed : N, N, N', N', Tetramethylethylendiamine (MERCK)

Tween 20 (SIGMA)

L'ensemble des réactifs d'usage courant sont des produits MERCK de

qualité Rectapur ou Normapur pour analyse.

VI - EQUIPEMENT

6.1 Appareillage

- Appareil de dépôt en slot blot PR 600 (HOEFER SCIENTIFIC

INSTRUMENTS)

- Appareil ELGASTAT UHQ (APPLIGENE INSTRUMENTS)

- Appareil ISCO pour fractionnement de gradients

- Compteur à scintillation liquide (KONTRON INTERTECHNIQUE)

Modèle SL 3000 équipé d'un système de standardisation externe

- Etuve à atmosphère contrôlée (JOUAN)
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- Générateur Stavip 3000 (APELEX)

- Hotte à flux laminaire (ESI-FLUFRANCE)

- Lecteur de microplaques MDLTISKAN (TITERTEK)

- Microcentrifugeuse SIGMA-201 M pour tubes Eppendorf (BIOBLOCK)

- Microscope électronique (pHILIPS EM 300)

- Microscope à fluorescence (LEITZ)

- Microscope inversé modèle !MT (OLYMPUS)

- Sécheur de gel (APELEX)

- Spectrophotomètre UV-Visible (VARIAN-TECHTRON)

- Table UV (BIOBLOCK)

- Ultracentrifugeuse (BECKMAN)

6.2 Petit Matériel

- Tubes de dialyse (POLY LABO)

- Cassettes pour autoradiographie (KODAK)

- Ecran intensificateur Dupont Cronex Lightning Plus (DUPONT DE

NEMOURS)

- Films radiologiques :
. X Omat AR-5 (KODAK)

. Hyperfilm-ECL (AMERSHAM)

- Filtres de papier WHATMAN GF/C 24 mm

- Flacons plastiques (75 cm2 et 150 cm2), boîtes de Pétri (l0 cm de

diamètre), plaques 6 puits pour culture cellulaire de 75 cm2 (COSTAR)

- Membranes de nitrocellulose BA 85 (SCHLEICHER et SCHUELL)

- Papier WHATMAN 3M

- Saran Wrap (DOW CHEMICAL COMPANY)

- Unités de filtration sur membrane 0,22 ~m (SARTORIUS)
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METHODES

1 - PRODUCTION DU CORONAVIRUS ENTERIQUE BOVIN

1.1 Culture des cellules HRT 18

Les cellules HRT 18 sont cultivées en milieu RPMI 1640 tamponné par

N aHC03, additionné de 20 % de sérum de veau foetal (SVP) et en présence

d'antibiotiques, spécilline-streptomycine et tylosine-lincocine.

Les tapis de cellules confluentes sont traités par une solution de trypsine­

EDTA en tampon PBS. Les cellules sont. rapidement lavées avec 5 ml de cette

solution, puis mises en contact avec quelques gouttes de cette même solution

pendant 3 à 5 min à l'étuve à 37°C. Après dissociation du tapis, les cellules

sont reprises dans du milieu RPMI contenant 20 % de SVP.

Les suspensions cellulaires sont réparties dans des flacons plastiques de

75 ou 150 cm2 à raison de 1,5.104 cellules/cm2 dans 30 à 50 ml de milieu de

croissance. La multiplication cellulaire s'effectue à 37°C sous atmosphère

contenant 5 % de C02 nécessaire au maintien du pH à 7,2. Un tapis continu de

cellules en monocouche est obtenu en 3 à 4 jours. Il peut être maintenu à

l'état de survie pendant 1 à 3 semaines si nécessaire, dans un milieu RPMI

contenant 2 % de SVP et à la température de 30°C.

La constitution d'un stock de cellules HRT 18 est assurée par congélation

de celles-ci à - 80°C dans du milieu RPMI contenant 20 % de SVP, 10 % de

DMSO et des antibiotiques en solution deux fois concentrée.

1.2 Production du virus

La production virale est réalisée sur un tapis de cellules HRT 18

confluentes, en flacons de 150 cm2. Après élimination du milieu de croissance

et rinçage avec du milieu RPMI, les cellules sont inoculées par une

suspension virale correspondant à une multiplicité d'infection de l'ordre de

1 UFP/ cellule. L'adsorption des particules virales est réalisée pendant 1 h à

37°C, puis les cellules infectées sont recouvertes de 30 ml de milieu RPMI

contenant 2 % de SVP et mises à incuber à 37°C sous atmosphère contenant

5 % de C02. Après 3 jours d'incubation, les flacons de culture sont congelés
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puis décongelés et la suspension virale ainsi obtenue est répartie en ampoules

conservées à - 80°e.

1.3 Marquage isotopique des particules virales

La production du virus s'effectue selon le protocole précédemment

décrit. Toutefois, à la fin de la phase d'adsorption, le marquage in vivo des

protéines virales est réalisé en incorporant au milieu RPMI, complémenté de

2 % de SVF, un mélange d'acides aminés marqués au 14C (activité spécifique

de 1,75 mCi/mg) à raison de 2llCi/mi.

1.4 Titrage du virus par la technique des plages

Le titrage du virus produit en culture cellulaire est réalisé par la

technique des plages selon le protocole décrit par VAUTHEROT (1981).

Des tapis de cellules HRT 18 confluentes, cultivées en plaques de
•

6 cupules, sont rincés deux fois avec du milieu RPMI, puis inoculés par des

dilutions en série du BECV (de 10-5 à 10-9) sous un volume de 500 Ill. Deux

cupules sont prévues par dilution ainsi que deux témoins cellules non

inoculées. L'adsorption est réalisée pendant 1 h à 37°C, puis l'inoculum est

éliminé par aspiration. Après deux lavages avec du milieu RPMI, les cellules

sont recouvertes par 2 ml de milieu RPMI complémenté de 2 % de SVF et

contenant 0,6 % d'agarose à 42°C, puis placées sous atmosphère contenant 5 %

de C02 pendant 3 jours à 37°e.

Des plages de lyse circulaires et opalescentes apparaissent

progressivement, visibles à l'oeil nu. Il est cependant préférable de les révéler

par différentes techniques telles que l'hémadsorption des globules rouges de

rat, la coloration au rouge neutre (VAUTHEROT - 1981), ou la coloration au

cristal violet (BLaCK et SCHWARTZBROD - 1989). Cette dernière technique

présente l'avantage d'être simple et rapide. Elle consiste à fixer les cellules

avec une solution d'acide trichloracétique à 10 % pendant 30 min. Après

élimination de la couche gélosée, le tapis cellulaire est recouvert de 2 ml

d'une solution de cristal violet à 0,15 % pendant 3 à 4 min, puis lavé

abondamment à l'eau. Les plages colorées en rose apparaissent nettement sur

le fond cellulaire violet.

Après dénombrement des plages, le titre infectieux de la suspension

virale est exprimé en UFP/ml. Les titres obtenus sont le plus souvent de
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l'ordre de 2 à 4.108 UFP lm!. Toutefois, certaines suspensions virales peuvent

atteindre un titre de l'ordre de 109 UFP lm!.

1.5 Purification du virus

Le protocole suivi est adapté de celui décrit par SHARPEE et al. (1976). Le

lysat cellulaire obtenu après congélation puis décongélation de deux flacons

de culture de cellules HRT 18 infectées est clarifié par centrifugation à 5 000 g

pendant 15 min. Les particules virales contenues dans le surnageant sont

concentrées par ultracentifugation à 100 000 g pendant 90 min à 4°e (rotor

45 Ti). Le culot de virus est homogénéisé dans 5 ml d'eau bidistillée stérile

(EBDS), déposé sur un gradient linéaire de concentration en saccharose (20 à

45 % en solution aqùeuse) de 34 ml, puis soumis à une centrifugation de zone

à 83 000 g pendant 120 min (rotor SW 27).

Le gradient est recueilli par fractions de 1,6 ml au moyen d'un appareil

Iseo pour le fractionnement des gradients permettant un enregistrement en
continu de l'absorbance à 254 nm. Lorsque la purification est réalisée dans un

but essentiellement préparatif, la bande contenant les particules virales,

visible sur fond noir et lumière incidente, peut être collectée par simple

aspiration à l'aide d'une aiguille reliée à une pompe péristaltique.

La suspension virale recueillie est diluée au demi dans de l'EBDS et

centrifugée à 100 000 g pendant 90 min (rotor 45 Ti). Le culot de centrifugation

est repris dans 2 ml d'EBDS, déposé sur un gradient linéaire de concentration
en saccharose (20 à 60 % en solution aqueuse) de 37 ml, puis soumis à une

centrifugation isopycnique à 83 000 g pendant 18 h à 4°e (rotor SW 27). La

bande contenant le virus purifié est collectée selon les méthodes décrites pour

la centrifugation de zone.

Le virus purifié est sédimenté par ultracentrifugation, repris dans

quelques ml d'EBDS et conservé à - 800 e après avoir déterminé la quantité

obtenue par mesure de l'absorbance à 256 nm. On utilise pour ce calcul le

coefficient d'extinction du coronavirus humain 229E, E Il % = 54,3cm
(IDERHOLZER-1976).

II - PREPARATION DE L'ARN GENOMIQUE VIRAL

L'extraction de l'ARNg est réalisée à partir de BECV produit en culture de

cellules HRT 18, puis purifié. La quantité de virus utilisée pour une extraction

correspond à une production de 6 à 8 flacons de 150 cm2.
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A 1 ml de virus purifié en suspension aqueuse sont ajoutés un volume

égal de tampon TNE 2X et 200 Jlg/ml de protéinase K. Après une incubation

de 30 min à 37°C, un égal volume de même tampon contenant 2 % de SDS est

à nouveau ajouté. L'incubation est poursuivie 5 min à 50°C, puis 30 min à

2S0 C.
L'ARNg libéré subit ensuite une double extraction par un mélange

phénol-chloroforme à pH 9,5, puis est précipité à l'éthanol (annexes 2 et 3).

Après centrifugation, le précipité est lavé à l'éthanol à 70 %, dissous dans 50 JlI

d'eau ultrapure, puis conservé en fractions aliquotes à - 20°C.

La quantité et la pureté du matériel obtenu est estimée par mesure de

l'absorbance à 260 et 280 nm (annexe 4).

Dans le cas d'une conservation de longue durée et afin d'assurer une

bonne protection contre l'action des RNases, il est préférable de stocker

l'ARNg sous forme de précipité à l'éthanol.

III - PREPARATION DES AMORCES ALEATOIRES

Un gramme d'ADN de thymus de veau en solution dans 30 ml de

tampon Tris- HCI (pH 7,4) 20 mM, MgCl210 mM est incubé 30 min à 37°C en

présence de 2 mg de DNase 1 pancréatique. Après addition de 3 ml de SDS

10 % et 30 mg de pronase, l'incubation est poursuivie à 37°C pendant 45 min.

Les protéines sont ensuite extraites deux fois au phénol-chloroforme.

L'ADN digéré est dénaturé par chauffage à 100°C pendant 15 min puis
refroidi rapidement dans la glace. La solution est amenée à une concentration

en NaCI de 0,1 M puis déposée sur une colonne de 20 ml de DEAE-cellulose

(DE 52) équilibrée dans un tampon Tris-HCI (pH 7,4) 5 mM, EDTA 1 mM,

NaCI 0,1 M. Le débit d'écoulement est réglé à 50 ml/heure à l'aide d'une

pompe péristaltique.

Après lavage avec environ 300 ml de tampon d'équilibrage jusqu'à

obtention d'une absorbance à 260 nm inférieure à 0,05 en sortie de colonne, les

fragments d'ADN sont recueillis dans du tampon Tris-HCI (pH 7,4) 5 mM,

EDTA 1 mM, NaCI 0,3 M sous un volume approximatif de 150 ml. Ils sont

ensuite concentrés par précipitation à l'éthanol, dissous dans de l'eau

ultrapure à la concentration de 50 mg/ml, puis conservés à - 20°C en fractions

aliquotes.
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IV - CLONAGE DE L'ARN GENOMIQUE VIRAL

4.1 Synthèse d'un hétéroduplex ARN-ADNc

Conditions de la réaction:

ARNg

Amorce oligo dT 12-18

ou Amorces aléatoires

Tris HCI (pH 8,3)

Mg Cl2

DTT

KCI

RNasine

dATP, dGTP, dTTP

dCTP
[ ex - 32p ] dCTP

Transcriptase réverse

H20 qsp

2 Ilg

5 Ilg
10 Ilg

100 mM

10mM

10 mM

70 mM

1V/Ill
1 mM

0,5 mM

10 Il Ci
7,5 V / Ilg d'ARN

50 III

A 2 Ilg d'ARNg sont ajoutés en solution aqueuse sous un volume de

22,5 III :

- soit 5 Ilg d'une amorce oligo dT 12-18

- soit 10 Ilg d'amorces aléatoires

Après dénaturation par chauffage à 65°C pendant 5 min, le mélange est

refroidi rapidement dans la glace. Dans le cas des amorces aléatoires, cette

étape est suivie d'une préincubation de 30 min à température ambiante.

Sont ensuite additionnés 27,5 III du mélange suivant : tampon

transcriptase réverse 5X (10 Il!), KCI 500 mM (5 Il!), RNasine (50 V), mélange

des 4 désoxynucléotides (5 Il!), [ ex - 32p ] dCTP (10 IlCi), transcriptase réverse
(15 V). '

Après incubation à 42°C pendant 1 h 30, la réaction est arrêtée par 2 III

d'EDTA 500 mM.

L'hétéroduplex ARN-ADNc ainsi synthétisé est extrait au phénol­

chloroforme, puis précipité à l'éthanol.

La quantité d'ADNc synthétisé est estimée en comparant la radioactivité

introduite à celle retrouvée après précipitation au TCA d'une fraction aliquote

du mélange. On estime que la quantité de dCTP incorporée est

proportionnelle à la radioactivité retrouvée sous forme de matériel TCA

précipitable.
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Sachant que:

- le nombre de dCTP introduits dans le volume réactionnel de 50 III est de

25 nM

- la masse molaire du dCTP est d'environ 350

- les dCTP incorporés représentent approximativement le quart des

nucléotides de l'ADNc,

la masse d'ADNc synthétisé, exprimée en ng, peut être estimée comme

suit:
cpm incorporés
cpm introduits x 25 x 350 x 4

La taille des ADNc obtenus est analysée par électrophorèse en gel

d'agarose alcalin à 1 % en présence de marqueurs de masse moléculaire

(McDONNELL et al. - 1977). Environ 10 000 cpm de la fraction TCA

précipitable sont déposés dans un puits. Après migration une nuit sous une

tension de 50 V, le gel est neutralisé dans du tampon TE (pH7) pendant

30 min, puis immergé dans une solution de BEt à 0,5 Ilg/ml pour mettre en

évidence les marqueurs par examen en lumière UV. AprèS séchage sous vide

à + 70°C, le gel est placé en autoradiographie à - 80°C pendant une nuit en

présence d'un écran intensificateur (annexe 5).

4.2 Insertion de l'hétéroduplex ARN-ADNc dans un vecteur de clonage

4.2.1 Traitement par la ribonucléase T2

Le précipité d'ARN-ADNc conservé dans l'éthanol est centrifugé puis

repris dans 12,5 III d'eau ultrapure et 12,5 III de tampon T2 . Après addition de

9 U de ribonucléase T2, la solution est incubée 15 min à 37°C. La réaction est

arrêtée par extraction au phénol-chloroforme, puis le volume est ajusté à

100 III par addition de tampon lNE IX. \

Les fragments d'ARN monobrin digérés, ainsi que les dNTPs non

incorporés, sont éliminés par filtration sur Séphadex G50 medium tassé par

centrifugation à 1 600 g dans une seringue à tuberculine de 1 ml et équilibrée

dans du tampon TNE IX ("spun column") (MANIATIS et al. - 1982).

Afin de juger de l'efficacité de la filtration, il est souhaitable de vérifier à

la sortie de la colonne, sur une fraction aliquote, que la radioactivité totale est

à peu près égale à la radioactivité incorporée.



A la fin de cette étape, l'action de la ribonucléase T2 peut être contrôlée

par électrophorèse en gel d'agarose alcalin comme cela a été décrit pour la

synthèse de l'ADNe.

L'hétéroduplex ARN-ADNc ainsi traité est concentré par précipitation à

l'éthanol puis dissous dans de l'eau ultrapure à la concentration de 10 ng/~l.

4.2.2 Addition d'extrémités poly dC

Condi tions de la réaction:

ARN-ADNc

Cacodylate de K

CoC12

DTT

Tris-HCl (pH 6,9)

BSA

dCTP

dCTP3H

Tdt

H20 qsp

100 ng

100 mM

2mM

0,2 mM

25 mM

250 ~g/ml

12~M

10 ~Ci (19 ~M)

10U

20 ~l

A 10 ~Ci de dCTP3H lyophilisé sont ajoutés 10 ~l d'ARN-ADNc en

solution aqueuse et 10 ~l du mélange suivant: tampon Tdt 5X 40 % (v Iv),

Tris-HCl (pH 6,9) 50 mM, BSA 500 ~g/ml, dCTP 25 ~M.

Le mélange est incubé à 37°C pendant 10 min en présence de 10 U de

désoxynucléotidyl transférase terminale (Tdt), puis conservé dans la glace. La

longueur moyenne des extrémités poly dC synthétisées est alors estimée.

Si l'allongement est suffisant, la réaction est arrêtée par addition de 2 ~l

d'EDTA 50 mM, puis le mélange est centrifugé à 10 000 g pendant 2 min. Le

surnageant est récupéré en évitant de toucher le culot.

Calcul du nombre de dC additionnés en 3'

- taille moyenne de l'ARN-ADNc synthétisé: Xpb (estimé par électro­

phorèse)

- Mr moyenne de l'ARN-ADNc : Xpb x Masse molaire d'une pb

- Nombre d'extrémités 3' (picomoles) :
quantité d'ARN-ADNc introduite (ng) x 2

Mr moyenne de l'ARN-ADNc (ng/picomole)



- Nombre de résidus dC en 3' :
nombre de dCTP introduit (picomoles) x cpm incorporés

nombre d'extrémités 3' (picomoles) x cpm introduits

4.2.3 Ligation

Une quantité de 100 ng de pBR322-dG est mise en présence de 20 ng

d'ARN-ADNc en tampon de ligation sous un volume de 20 Ill.
Le mélange est incubé à 65°C pendant 10 min puis le bain-marie est éteint

afin de laisser la température descendre lentement au cours de la nuit.

La non-recircularisation du vecteur sur lui-même est contrôlée en

l'incorporant seul dans une réaction témoin.

4.3 Transformation de la souche E. coli RR1 par un plasmide

4.3.1 Production de bactéries compétentes

Un volume de 10 ml de milieu L est ensemencé avec une colonie de la
souche réceptrice E. coli RRl et incubé une nuit à 37°C sous agitation.

Ensuite, 40 ml de milieu L sont inoculés avec 400 III de cette préculture.

L'incubation se poursuit sous agitation à 37°C jusqu'à obtention d'une culture

bactérienne en phase exponentielle de croissance.(Assonm =0,4). La suspension
bactérienne est alors placée dans la glace 10 min, puis centrifugée à 3 500 g à

4°C pendant 10 min.

Toutes les opérations suivantes sont réalisées dans la glace. Le culot de

bactéries est remis doucement en suspension dans 25 ml de solution CaCb

50 mM, MOPS (pH 7) 10 mM, et laissé 30 min à DoC. Les bactéries sont à

nouveau centrifugées à 3 500 g à 4°C pendant 10 min, remises en suspension

dans 4 ml de CaCl2 50 mM, puis conservées dans la glace jusqu'au lendemain.

4.3.2 Transformation bactérienne

La suspension de bactéries compétentes (200 Ill) est mélangée à 100 ng de

plasmide recombiné (soit 20 III de mélange de ligation).

Sont préparés dans les mêmes conditions, un témoin de compétence

avec 100 ng de pBR322, ainsi qu'un témoin de non-recircularisation du

vecteur sur lui-même avec 100 ng de pBR322-dG.

Après un temps de contact de 45 min dans la glace fondante, les bactéries

subissent un choc thermique de 3 min à 41°C, puis sont remises 3 min au



minimum dans la glace. Elles sont alors diluées dans 500 III de milieu L,

incubées sous agitation douce à 37°C pendant 2 h, puis étalées, à raison de

150 III par boîte, sur milieu L gélosé additionné de tétracycline.

Après incubation à 37°C pendant 16 à 24 h, les clones résistants à la

tétracycline sont dénombrés puis repiqués sur milieu L gélosé additionné, soit

d'ampicilline, soit de tétracycline, afin de sélectionner les clones contenant un

plasmide recombiné.

Les clones TetR AmpS sont conservés par congélation à - 800 e dans du

milieu L additionné de tétracycline et contenant 15 % de glycérol.

v -TECHNIQUES DE PREPARATION ET D'ANALYSE DES PLASMIDES

5.1 Minipréparations (MANIATIS et al. - 1982 ; BIRNBOIM et DOLY ­

1979)

Du milieu L (5 m!), additionné de tétracycline, est ensemencé avec une

colonie d'E. coli RRI porteuse du plasmide à amplifier et incubé à 37°e

pendant une nuit.

La suspension bactérienne est centrifugée 1 min à 10 000 g, puis le culot

est repris dans 100 III de tampon de lyse froid et laissé 5 min à la température

ambiante. Deux cents III de tampon alcalin sont ajoutés pour dénaturer l'ADN

chromosomique et le mélange est maintenu dans la glace 5 min. L'ADN

chromosomique et les complexes SDS-protéines sont précipités par addition

de 150 III de tampon acétate de potassium à pH 4,8 (BOFFEY - 1983).

Après un contact de 5 min dans la glace, le mélange est centrifugé à

10000 g pendant 5 min. Le surnageant contenant l'ADN plasmidique est

extrait au phénol-chloroforme et précipité à l'éthanol. Après centrifugation

30 min à 10 000 g, le précipité, lavé à l'éthanol à 70 %, est repris dans 20 III de

TE contenant 20 Ilg/ml de RNase A.

5.2 Maxipréparations

Cette technique permet d'obtenir en une seule préparation de grandes

quantités d'ADN plasmidique.

Du milieu L (20 m!), additionné de tétracycline, est ensemencé avec une

colonie d'E. coli RRI porteuse du plasmide à amplifier et incubé 2 à 3 h à 37°e

sous agitation.
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Du milieu L (500 m!), additionné de tétracycline, est ensemencé avec la

totalité de cette préculture et incubé à 37°C pendant une nuit sous agitation

forte.

La suspension bactérienne est centrifugée à 4°C 10 min à 3 000 g. Le culot

est lavé avec 100 ml de tampon TNE (pH 8), mis en suspension dans 10 ml de

tampon de lyse bactérienne et laissé à température ambiante 5 min. Vingt ml

de tampon alcalin sont ajoutés, puis, après un séjour de 10 min dans la glace,

15 ml de tampon acétate de potassium (pH 4,8). Le mélange est laissé 10 min

dans la glace puis centrifugé à 10 000 g.

Le surnageant recueilli est extrait au phénol-chloroforme. La phase

aqueuse est récupérée dans des tubes Corex à raison de 18 ml par tube,

additionnée de 12 ml d'isopropanol et laissée à température ambiante 30 min.

Après centrifugation à 10 000 g pendant 30 min, les précipités sont lavés à

l'éthanol à 70 %, séchés, dissous dans 1 ml de TE (pH 8) additionné de 40 ~l

d'une solution de RNase à 10 mg/ml, puis incubés 30 min à 37°C (GRINSTED

et BENNETT - 1984). Le mélange est réparti par fractions de 500 ~l dans des

tubes Eppendorf. Un égal volume de tampon PEG 8 OOO-NaCI est ajouté et

l'incubation se poursuit 30 min dans la glace. Le PEG est éliminé par deux

centrifugations successives de 10 min à 10 000 g. Les culots sont repris dans

100 ~l de TE, extraits au phénol-chloroforme et précipités à l'éthanol. Après

centrifugation 30 min à 10 000 g, les précipités sont lavés à l'éthanol à 70 %,

puis rassemblés dans 100 ~l de TE et conservés à - 20°C.

La quantité d'ADN plasmidique obtenue est estimée par mesure de

l'absorbance à 260 nm.

5.3 Digestion par les enzymes de restriction

Les enzymes de restriction sont utilisées dans des conditions de

température et de tampon conseillées par le fournisseur. Le plus souvent,

l'enzyme est livrée avec son tampon concentré 5 ou 10 fois.

La digestion est réalisée à partir, soit de 1 à 2 ~g de plasmide purifié, soit

de la moitié du matériel obtenu à l'issue d'une minipréparation. La réaction

est effectuée en solution aqueuse sous un volume de 40 ~l en présence de 4 ~l

de tampon de l'enzyme concentré 10 fois et de 1 à 2 U d'enzyme. Dans la

majorité des cas, il est nécessaire d'utiliser un rapport unités d'enzymes/~g

d'ADN plus élevé que celui conseillé par le fournisseur. Après une

incubation le plus souvent à 37°C pendant 1 à 2 h, la réaction est arrêtée par



chauffage à 70°C si une deuxième digestion est envisagée, ou par addition de

tampon de charge d'électrophorèse avant dépôt sur gel.

5.4 Electrophorèse en gel d'agarose

La concentration du gel en agarose est fonction de la taille des fragments

d'ADN à séparer. L'utilisation de gels à 0,8 - 1 ou 1,2 % d'agarose permet

l'analyse de fragments de 0,3 à 10 kb (MANIATIS et al. - 1982 ; THOMAS ­

1984)

Des gels de 5 mm d'épaisseur sont constitués par dissolution de la

quantité requise d'agarose dans du tampon TBE. Après refroidissement à 50°C,

la solution aqueuse de BEt à 10 mg/ml est ajoutée à la concentration finale de

0,5 Jlg/ml. Le gel est coulé dans un appareil à électrophorèse horizontal, le

peigne étant en place. Après complet refroidissement, le peigne est retiré et les

cuves sont remplies de tampon TBE jusqu'à immersion complète du gel.

Les échantillons d'ADN sont additionnés de 1/5 de leur volume de

tampon de charge et déposés dans les puits du gel.

L'électrophorèse est réalisée sous une tension de 80-100 V pendant 2 à 3 h

ou de 30-40 V durant une nuit.

L'incorporation du BEt au gel permet de localiser les bandes d'ADN par

transillumination à 302 nm. Le BEt est un agent intercalant qui se fixe entre

les bases des acides nucléiques en donnant une fluorescence sous UV.

5.5 Electroélution

Le procédé permet, après migration électrophorétique, d'extraire l'ADN à

partir d'un gel d'agarose. La technique peut être réalisée dans la cuve

contenant le tampon TBE ayant servi à l'électrophorèse.

Des tubes de dialyse prétraités (annexe ,7) sont rincés à l'eau ultrapure

avant emploi.

Les bandes d'ADN localisées par transillumination du gel d'agarose à

302 nm sont découpées au scalpel et placées dans un tube de dialyse avec un

peu de tampon TBE. Le tube est fermé en évitant d'emprisonner des bulles

d'air et placé dans la cuve remplie de tampon TBE. L'électroélutîon est

réalisée sous une tension de 110 V pendant 1 à 2 h afin de permettre à l'ADN

de sortir du gel. Après inversion du courant pendant 2 min pour décrocher

l'ADN des parois, l'électroéluat est récupéré avec le tampon de rinçage du

tube. Le BEt est éliminé par deux extractions phénol-chloroforme. L'ADN



isolé est précipité à l'éthanol. Après centrifugation, le précipité est repris par

la III de TE et conservé à - 20°C.

VI - TECHNIQUES D'HYBRIDATION MOLECULAIRE

6.1- Préparation des sondes

6.1.1 Marquage radioactif au 32p

La sonde est marquée en utilisant la technique d'amorçage au hasard. Les

réactifs utilisés sont fournis par le Kit de marquage "Multiprime DNA

labelling systems" commercialisé par AMERSHAM.

AprèS dénaturation par chauffage à 95°C pendant 5 min et

refroidissement dans un bain de glace, 100 à 200 ng d'ADN en solution dans

la Jll d'eau ultrapure sont mis à incuber en présence de la Jll d'un mélange de

désoxynucléotides (dATP, dGTP, dTTP en tampon 5X contenant du Tris-HCl

(pH 7(8), du chlorure de magnésium et du 2-mercaptoéthanol), 5 Jll d'un

mélange d'hexanucléotides en solution aqueuse contenant de la BSA, 5 JlCi de

dCTP [a.32p], 2 U d'ADN polymérase 1 (fragment de Klenow) sous un volume

final de 50 Jll.

AprèS incubation de 30 min à 37°C ou de 1 à 3 h à la température du

laboratoire, le pourcentage d'incorporation des nucléotides est estimé en

comparant la radioactivité introduite à celle retrouvée après précipitation au

TCA d'une fraction aliquote du mélange. Si le taux d'incorporation est

satisfaisant (60 à 80 %), la réaction est arrêtée par addition de 5 Jll d'EDTA

0,5 M et 1 Jll de SDS à la % en solution aqueuse. La sonde peut se conserver à

- 20°C quelques jours (la demi-vie du 32p est de 14,3 jours) et doit être

dénaturée avant hybridation.

\

L'activité spécifique de la sonde (exprimée en dpm/Jlg) est estimée selon

le calcul suivant:
Radioa<tivité incorporée (dpm)

ADN matrice (Jlg) + ADN néosynthétisé (Jlg)

où la radioactivité incorporée (dpm) =
dNTP (JlCi) x 2,2.104 x % incorporation

et ADN néosynthétisé (ng) =
dNTP (JlCi) x 13,2 x % incorporation
activité spécifique dNTP (Ci/mmol)



6.1.2 Marquage enzymatique

Nous avons utilisé le protocole et l'ensemble des réactifs fournis par le

Kit "ECL gene detection system" (Enhanced Chimiluminescence)
commercialisé par AMERSHAM .

La quantité d'ADN à marquer (200 ng d'ADN au minimum), diluée à la

concentration de 10 ng/1l1 dans de l'eau ultrapure stérile, est dénaturée par

chauffage à 95°C pendant 5 min, puis refroidie dans un bain de glace. Un

volume équivalent de réactif de marquage (peroxydase), puis de

glutaraldéhyde, sont ajoutés à l'ADN dénaturé. Le mélange est incubé 10 min

à 37°C. Si l'utilisation n'est pas immédiate, la sonde marquée peut être

conservée 10 à 15 min dans la glace ou 6 mois dans du glycérol à 50 % et à ­

20°C. Le marquage étant très rapide, il est souhaitable de mettre en route le

protocole de préhybridation avant la préparation de la sonde.

6.2 Préparation des échantillons à hybrider

6.2.1 ARN génomique viral

Des dilutions successives d'ARNg sont réalisées en tampon TE puis,
selon le cas, deux techniques différentes sont employées:

- après dénaturation par chauffage à 95°C pendant 5 min, puis

refroidissement dans la glace, les dilutions sont déposées sur la

membrane de nitrocellulose, soit directement, soit après addition de

100 III de SSC 20 X.

- aux dilutions d'ARNg réalisées sous un volume de 25 III est ajouté un

égal volume de NP-40 en solution à 1 % dans du tampon TE, puis 50 III

d'un mélange de formaldéhyde/SSC. Les échantillons sont portés à 60°C

pendant 15 min, puis déposés sur la membrane de nitrocellulose

(SHOCKLEY et al. - 1987; WHITE et BANCROFT -1982).

6.2.2. Virus produit en culture cellulaire

Des cultures de cellules infectées ou non infectées par du virus sont

préparées suivant le protocole décrit au paragraphe 1 et traitées

simultanément.



Après trois cycles de congélation-décongélation, la suspension virale est

clarifiée par centrifugation à 5000 g pendant 10 min, puis, selon le cas,

différents traitements sont envisagés:

- dépôt direct de la suspension virale sans traitement préalable

Des dilutions successives de la suspension virale sont réalisées dans du

tampon TE. Après dénaturation par chauffage à 95°C pendant 5 min, et

refroidissement dans la glace, ces dilutions sont déposées sur la membrane de

nitrocellulose, soit directement, soit après addition de SSC 1 X (l00 ~l).

- lyse des virus par le NP-40

Des dilutions successives de suspension virale sont réalisées dans du

tampon TE sous un volume de 25 ~l, puis un égal volume de NP-40 en

solution à 1 % dans du tampon TE est ajouté dans chaque tube. Après une

incubation de 10 min à DoC et addition de 50 ~l d'un mélange de

formaldéhyde/SSC, les échantillons sont portés à 60°C pendant 15 min, puis

déposés sur la membrane de nitrocellulose (SHOCKLEY et al. - 1987).

- extraction des acides nycléiques après action de la protéinase K

Les acides nucléiques sont extraits après action de la protéinase K suivant

le protocole décrit pour la préparation de l'ARNg viral (paragraphe II). Après

extraction et purification, ils sont repris en tampon TE, puis des dilutions

successives sont réalisées dans ce même tampon. Après dénaturation, les

dilutions sont déposées sur la membrane de nitrocellulose, soit directement,

soit après addition de SSC 20 X (l00 ~l).

- extraction des acides nucléiques au phénol (CRUCIERE - 1988 ; FLORES
et al. - 1983)

Le protocole suivi est identique à celui décrit précédemment. Toutefois,

dans le cas présent, les acides nucléiques sont simplement extraits par un égal

volume de phénol, de phénol-chloroforme, puis de chloroforme avant d'être

précipités à l'éthanol et repris en tampon TE.

6.2.3 Fécès de veaux

Les prélèvements fécaux en attente d'être traités sont conservés à - 80°C.

Une partie aliquote (environ 500 Jll) est homogénéisée dans 750 JlI de PBS,

puis clarifiée par centrifugation à 20 000 g pendant 30 s dans une centrifugeuse

pour tube Eppendorf afin de sédimenter les plus gros débris.
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Les différents traitements envisagés pour la préparation du virus produit

en culture cellulaire (paragraphe 6.2.2) sont appliqués sur 25 J.ll de surnageant

pur ou dilué au 1/10 en tampon TE, ce qui correspond respectivement à la et

1 J.ll de fèces.

6.2.4 Echantillons d'eau

L'éluat récupéré après concentration des virus est centrifugé 1 h à

35 000 tlmin en 45 Ti, puis le culot est repris et homogénéisé dans 1 à 1,5 ml

d'eau ultrapure. La suspension virale est centrifugée de nouveau pendant 30 s

à 20 000 g dans une centrifugeuse pour tube Eppendorf afin de sédimenter les

plus gros débris et les traces de poudre de verre. Le surnageant est récupéré,

puis l'extraction des acides nucléiques est réalisée après action de la protéinase

K suivant le protocole décrit pour la préparation de l'ARNg viral. Après

purification et précipitation à l'éthanol, les acides nucléiques sont repris dans

50 J.ll de tampon TE, puis des dilutions successives sont réalisées dans ce

même tampon. Après dénaturation par chauffage à 95°e pendant 5 min et

refroidissement dans la glace, 100 J.ll de sse 20 X sont ajoutés dans chaque

tube, puis les dépôts sont réalisés sur la membrane de nitrocellulose.

6.3 Dépôt des échantillons sur membrane de nitrocellulose

Les échantillons préparés sont déposés sur une membrane de

nitrocellulose suivant deux techniques.

6.3.1 Dépôt manuel en dot blot

La membrane est imprégnée de sse 20 X puis séchée à température

ambiante. Les échantillons à déposer sont préparés sous le volume le plus

petit possible (2 à la J.ll) puis, après dénaturation, sont déposés à l'aide d'un fin

capillaire. La membrane est séchée, les acides nucléiques sont ensuite fixés par

chauffage au four à BOoe pendant 2 h.
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6.3.2 Dépôt par filtration sur un appareil de slot blot

L'appareil PR600 slat blat HOEFER utilisé est constitué de trois parties

principales :

- un bloc supérieur creusé de 24 cupules de dépôt dont le fond est

constitué d'une fente étroite de 6 mm x 0,8 mm.

- un bloc médian creusé de fentes identiques à celles du bloc supérieur et

servant de support à la membrane de nitrocellulose.

- un bloc inférieur permettant le recueil des liquides écoulés et relié à une

trompe à vide

La dépression provoquée par le vide oblige chaque échantillon à passer

au travers d'une fente étroite, les acides nucléiques étant retenus sur la

membrane.

Un erlenmeyer intercalé entre l'appareil et la trompe à vide permet de

récupérer les liquides contaminés.

La membrane de nitrocellulose imprégnée de SSC 20 X est déposée

mouillée dans la dépression du bloc médian prévu à cet effet. L'appareil est

assemblé et relié à la trompe à vide. Un vide de 5 à 10 mm en pression de

mercure est créé puis coupé le temps des dépôts. Les échantillons, après

dénaturation, sont déposés sous un volume de 100 JlI dans chaque cupule,

puis aspirés rapidement. Dans le cas des ARN purifiés, un temps de contact de

30 s est observé avant aspiration (SHOCKLEY et al. - 1987). Le vide est

maintenu jusqu'à démoulage de la membrane puis, après séchage à l'air, les

acides nucléiques sont fixés par chauffage au four à 80°C pendant 2 h.

6.4 Hybridation

6.4.1 Sonde radioactive

- Préb.yP.lW.il.1i9n

Les membranes de nitrocellulose préparées sont placées dans un sac

plastique thermosoudable et imprégnées de tampon de préhybridation à

raison de 4 ml pour 100 cm2 de membrane. Une incubation de 1 à 2 h à 42°C

sous agitation lente est nécessaire pour saturer les sites non spécifiques de la

membrane.

- Hybridation

Après élimination du tampon de préhybridation, les membranes sont

incubées une nuit sous agitation lente à 42°C dans le même tampon que
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précédemment auquel est ajouté la quantité requise de sonde radioactive,

dénaturée par chauffage 5 min à 95°C (0,5 à 1.106 cpm/cm2).

Lavages

Les membranes sont ensuite lavées, sous agitation, dans des solutions de

force ionique décroissante (à raison de 1 ml de solution/cm2 de membrane)

en faisant varier la température des lavages.

C'est ainsi que, en général, deux lavages successifs de 15 min chacun sont

réalisés en tampon A à température ambiante, puis deux autres lavages

également de 15 min en tampon B à 52°C. L'efficacité des rinçages est suivie,

au compteur, entre chaque étape; en fin de lavage, une activité de l'ordre de 2

à 5 coups/s est enregistrée (DAVID et al. - 1989).

- EXI2osition et détection du signal radioactif

Après séchage à l'air, les membranes sont placées en autoradiographie à ­

80°C dans une cassette en présence d'un écran intensificateur. Les films sont
révélés après 24 à 72 h d'exposition (annexe 5).

6.4.2 Sonde marquée à la peroxydase

Comme pour le marquage enzymatique de la sonde, le protocole et

l'ensemble des réactifs fournis par le Kit "ECL gene detection system"

commercialisé par AMERSHAM ont été utilisés.

- Préhxbridation

Les membranes de nitrocellulose préparées sont placées dans un sac

plastique thermosoudable et imprégnées de tampon d'hybridation pour

système ECL à raison de 0,25 ml/cm2 de membrane. Ce tampon, fourni avec le

Kit, est additionné avant emploi de NaCI jusqu'à une concentration finale de

0,5 M. Une incubation de 10 min à 42°C et sous agitation lente est suffisante.

- Hybridation

Une partie du tampon d'hybridation est prélevée, mélangée à la sonde

d'ADN marquée à la peroxydase et réintroduite dans le sac thermosoudable.

La concentration finale de la sonde doit être de 20 ng/ml de tampon.

L'incubation se poursuit pendant une nuit à 42°C sous agitation.

- Lavages

Les membranes sont lavées deux fois dans du tampon de lavage ECL (2

ml de tampon/cm2 de membrane) pendant 20 min à 42°C sous agitation lente,

puis deux fois dans un même volume de SSC 2X pendant 5 min à

température ambiante. Cette deuxième série de lavages est simplement

destinée à éliminer toute trace de réactif avant l'étape de détection.
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- Détection du signal

Cette étape se déroule entièrement en chambre noire et à température

ambiante.

Les membranes encore humides sont recouvertes d'un mélange à

volume égal des réactifs de détection 1 et II (0,125 ml/ cm2 de membrane).

L'incubation dure exactement 1 min. Après élimination de l'excès de tampon,

les membranes sont enveloppées dans une feuille de polyéthylène (Saran­

Wrap), puis placées le plus rapidement possible à l'obscurité dans une cassette

au contact d'un film radiologique (hyperfilm ECL). Au bout d'un temps

d'exposition de 1 min, le film est retiré et développé immédiatement tandis

qu'un deuxième film est placé dans la cassette au contact de l'hybride. Des

temps d'exposition de 1, 2, 5, 10 min ou plus sont ainsi effectués et analysés. Le

temps d'exposition total ne peut excéder 1 h.

VII - PURIFICATION DES ANTICORPS MONOCLONAUX SPECIFIQUES DU
BECV

7.1 Précipitation des ascites au sulfate d'ammonium à 50 % de saturation

L'ascite de souris, diluée de moitié dans de l'eau physiologique, est

additionnée d'un égal volume d'une solution saturée de sulfate

d'ammonium. Après 30 min d'incubation, la suspension est centrifugée à

10 000 g pendant 15 min. Le culot de centrifugation est repris dans un volume

de PBS égal au volume initial de l'ascite, puis dialysé contre ce même tampon

pendant 48 h.

7.2 Purification des immunoglobulines sur protéine A-sépharose

Une colonne de protéine A-sépharose CL4B est préparée à partir de 0,5 g

de gel dans 15 ml de tampon phosphate de potassium 10 mM (pH 8). Le gel est

lavé avec 10 à 15 ml de tampon citrate de sodium/acide citrique 0,1 M (pH 3),

puis équilibré dans un tampon phosphate de potassium 0,14 M (pH 8).

La préparation contenant les anticorps, obtenue après précipitation par le

sulfate d'ammonium, est équilibrée dans du tampon phosphate de sodium

0,14 M (pH 8), puis 2 ml de cette solution sont déposés sur la colonne de

protéine A-sépharose (débit de filtration 0,1 ml/min). La colonne est ensuite

lavée avec 50 ml de tampon phosphate de sodium 0,14 M (pH 8) jusqu'à ce

que l'absorbance de l'éluat à 280 nm soit inférieure à 0,02.
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L'élution des IgG fixées sur la protéine A est réalisée par un gradient de

pH discontinu constitué de tampon citrate de sodium/acide citrique 0,1 M de

pH décroissant: pH 6, 4,5 et enfin 3,5. L'éluat est recueilli par fractions de

1,5 ml dans des tubes contenant du tampon Tris-HCl 1 M (pH 8,5) afin de le

neutraliser rapidement. Le débit de filtration est de 0,5 ml/min.

Pour chaque pH d'élution, les fractions correspondant à un pic

d'absorption de la lumière à 280 nm sont rassemblées dans un tube de dialyse,

concentrées sous vide ou en présence de PEG 20 000, dialysées contre du PBS à

4oC pendant une nuit, puis conservées à - 20°e.

L'estimation de la concentration en IgG purifiées de la solution est

calculée comme suit: 1,5 UA 280 nm = 1 mg/ml d'IgG.
La colonne de protéine A-sépharose est ensuite régénérée par lavage à

l'aide de tampon citrate de sodium/acide citrique 0,1 M (pH 3), puis

rééquilibrée dans le tampon phosphate de sodium 0,14 M (pH 8) contenant

0,05 % d'azide de sodium.

7.3 Contrôle de la qualité des anticorps monoclonaux purifiés

7.3.1 Electrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS

La technique utilisée est celle décrite par LAEMMLI (1970) avec un

appareil confectionné suivant le modèle de STUDIER (1973).

Le gel, préparé en plaque de 1 mm d'épaisseur, est constitué d'un gel de

séparation, de 14 cm de long (acrylamide 12,5 % - bisacrylamide 0,33 % en

tampon Tris-HCl 375 mM pH 8,8 - SDS 0,1 %) surmonté d'un gel de

concentration, de 1 cm de long (acrylamide 5 % - bisacrylamide 0,13 % en

tampon Tris-HCl 125 mM pH 6,8 - SDS 0,1 %). Le gel est coulé en présence de

10 ~l de Temed et de 120 ~l de persulfate d'ammonium en solution à 10 % qui

en assurent la polymérisation en 30 à 45 min à 37°e. Le tampon de migration

est un tampon Tris-glycine (pH 8,3) contenant 0,1 % de SDS.

Les échantillons à analyser, de même qu'un mélange de marqueurs de

poids moléculaire, sont additionnés d'un égal volume de tampon de

dissociation puis dénaturés par chauffage pendant 2 min à lOO°e. Du bleu de

bromophénol à la concentration de 0,001 % est ajouté à chaque préparation

avant dépôt sur le gel.
La migration s'effectue d'abord sous un courant de 12 mA (50V) dans le

gel de concentration, puis de 24 mA lorsque l'indicateur coloré de migration
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(bleu de bromophénol) atteint le gel de séparation. Après 3 à 4 h (12 cm de

migration), le gel est démoulé puis coloré.

La coloration est réalisée par la technique aux sels d'argent décrite par

MERRIL et al. (1980). Le gel est tout d'abord fixé par un mélange méthanol

50 %-acide acétique 12 % pendant 20 min, puis l'excès de SDS est éliminé par

trois lavages successifs de 10 min avec un mélange éthanol 10 %-acide

acétique 5 %. Il est ensuite placé pendant 5 min dans une solution d'acide

nitrique 3,2 mM-bichromate de potassium 3,4 mM, lavé quatre fois dans de

l'eau désionisée puis recouvert d'une solution de nitrate d'argent 12 mM

pendant 30 min.

La révélation s'effectue en plaçant le gel dans une solution de carbonate

de sodium 0,28 M contenant 0,5 ml/l de formaldéhyde. Quand l'intensité de la

coloration souhaitée est atteinte, le développement est arrêté par immersion

du gel dans une solution d'acide acétique à 1 %. Après lavage à l'eau

désionisée et séchage sous vide, l'électrophorégramme peut être

photographié.

7.3.2 Caractérisation des immunoglobulines purifiées par la technique
d'Ouchterlony

Un gel d'indubiose à 2 % préparé en tampon véronal est coulé sur une

plaque de verre. Après solidification de l'agarose pendant une nuit à 4°C, une

série de puits sont confectionnés à l'emporte-pièce.

Le dépôt des échantillons à tester est effectué dans les puits disposés à la

périphérie à raison de 10 III par échantillon. Le sérum anti-IgG de souris est

déposé dans le puits central. La diffusion est réalisée en chambre humide

pendant 24 à 48 h à température ambiante.

Après précipitation, les plaques sont lavées pendant 1 à 2 jours dans de

l'eau physiologique puis recouvertes de papier-filtre et séchées complètement

à l'étuve à 37°C pendant une nuit. Elles sont ensuite colorées pendant 30 à

60 min au bleu de Coomassie à 2 %0 en solution aqueuse contenant 10 %

d'acide acétique glacial et 40 % de méthanol, puis lavées à l'acide acétique à

10 % jusqu'à décoloration complète du fond de la préparation.

Les plaques sont alors observées afin de déceler la présence éventuelle

d'arcs de précipitation.
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7.3.3 Titrage des anticorps

7.3.3.1 Technique d'immunofluorescence indirecte

Des plaques de 96 cupules à fond plat, présentant un tapis continu de

cellules HRT 18, sont inoculées avec du BECV souche G 110 purifié, à raison

de 100 UFP par cupule. Après une incubation de 48 h à 37°C, en atmosphère

enrichie en C02, les cellules sont fixées par un mélange éthanol 75 %-acétone

25 %. Les plaques ainsi préparées peuvent être conservées à - 20°C.

Des dilutions appropriées de chaque solution à titrer sont réalisées dans

du tampon PBS (pH 7,2) contenant 0,05 % de Tween 20 sous un volume de

100 Ill, puis distribuées dans les cupules. Après incubation 1 h à 37°C, les

cellules sont lavées trois fois avec du tampon PBS-Tween 20 0,05 %. Un

conjugué fluorescent dilué au 1/100 (sérum de mouton anti-IgG de souris

marqué à l'isothiocyanate de fluorescéine) est réparti dans chaque cupule

sous un volume de 100 Ill. Après contact 1 h à 37°C, suivi de trois lavages
successifs avec du tampon PBS-Tween 20 D,OS %, les tapis cellulaires sont

observés en microscopie à fluorescence.

Le titre des solutions analysées est exprimé par l'inverse de la dernière

dilution permettant d'obtenir une fluorescence intracytoplasmique.

7.3.3.2 Technique ELISA

Des plaques de 96 cupules à fond plat sont sensibilisées par dépôt dans

chaque cupule de 0,5 Ilg de BECV souche G 110 purifié, en suspension dans

100 III de tampon PIPES 50 mM-NaCI 150 mM (pH 6,4). Après une nuit

d'incubation à 37°C, les plaques sont lavées 4 fois dans du tampon PBS-Tween

20 D,OS %, puis saturées avec une solution de gélatine à 1 % dans du tampon

Tris 50 mM-NaCI 150 mM (pH 7), à raison de 100 III par cupule. Après 1 h

d'incubation, les plaques sont de nouveau lavées 4 fois avec du tampon PBS­

Tween 20 D,OS %.

Des dilutions appropriées de chaque solution à titrer sont réalisées dans

du tampon PB5-Tween 20 0,05 % sous un volume de 100 Ill, puis distribuées

dans les cupules. Après incubation 75 min à 37°C, suivie de 4 lavages en

tampon PBS-Tween 20 D,OS %, 100 III de conjugué marqué à la péroxydase et

dilué au 1/1000 (sérum de mouton anti-IgG de souris) sont répartis dans

chaque cupule. Les plaques sont placées 75 min à 37°C puis lavées 3 fois avec
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du tampon PBS-Tween 20 0,05 % et 1 fois avec du tampon citrate-phosphate

0,1 M (pHS).

Le substrat de l'enzyme (100 J.l. 1 d'une solution d'orthophénylène

diamine préparée extemporanément) est ensuite ajouté. Après 12 min

d'incubation, la réaction colorée est arrêtée par addition de 50 J.l.I d'une

solution d'acide sulfurique à 20 %.

La lecture est réalisée par mesure de l'absorbance à 510 nm. Le titre des

solutions est exprimé par l'inverse de la plus forte dilution présentant encore

une absorbance égale à 0,2.

VIII - CONCENTRATION DES CORONAVIRUS PRESENTS DANS LE
MILIEU HYDRIQUE

8.1 Concentration par immunoaffinité

8.1.1 Préparation de l'immunoadsorbant

La préparation est réalisée dans un dispositif filtrant permettant

d'effectuer l'ensemble des opérations dans le même récipient sans avoir à

transvaser.

L'immobilisation des anticorps spécifiques sur le support préactivé au

glutaraldéhyde (ACT-Magnogel-AcA 44) se déroule en 4 étapes successives:

- Un volume de 10 ml d'ACT-Magnogel-AcA 44 est introduit sur le filtre,

lavé avec 5 à 10 volumes d'eau déminéralisée afin d'éliminer toute trace de

glutaraldéhyde libre, puis équilibré dans 2 à 3 volumes de tampon de couplage

(tampon phosphate 0,1 M pH 7,6) ne contenant aucun groupement NH2.

- Le gel est ensuite mis en suspension dans un égal volume de ce même

tampon contenant 5 mg/ml d'anticorps spécifiques, puis placé sous agitation

rotative lente, une nuit à température ambiante.

- Après fixation des IgG, la solution est éliminée par filtration sous

pression. Le filtrat est recueilli et l'absorbance à 280 nm mesurée afin de

déterminer la quantité d'immunoglobulines non fixées. L'immunoadsorbant

est lavé avec 8 à 10 volumes de tampon de couplage et mis en suspension

dans un égal volume d'éthanolamine 0,1 M tamponnée pH 8 afin de bloquer

les groupements réactionnels restant éventuellement disponibles. Après

agitation douce pendant 1 à 2 h à température ambiante, la solution est

éliminée par filtration sous pression et l'immunoadsorbant est de nouveau

lavé avec 8 à 10 volumes de tampon phosphate 0,1 M (pH 7,6).
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- Avant utilisation, l'immunoadsorbant est testé par un tampon de

dissociation des liaisons Ag-Ac afin de contrôler l'état de fixation des

immunoglobulines sur la matrice. Le gel est traité par 2 volumes de tampon

HCI-glycine 0,2 M (pH 2,2) pendant 15 min à 4°C sous agitation rotative.

L'absorbance à 280 nm du filtrat est contrôlée afin de s'assurer que les

immunoglobulines ne sont pas éluées. Après neutralisation avec une

solution de KH2P04 1 M, le gel est lavé avec 2 à 3 volumes de PBS (pH 7,4).

L'immunoadsorbant est prêt à l'emploi. Il peut être conservé à 4°C en

suspension dans du PBS en présence de 0,02 % d'azide de sodium. Entre

chaque utilisation, le gel est régénéré par lavage avec du tampon HCI-glycine

0,2 M (pH 2,2) jusqu'à ce que l'absorbance à 280 nm soit voisine de 0,

neutralisé, puis conservé à 4°C en PBS comme indiqué précédemment.

8.1.2 Concentration des virus sur immunoadsorbant

8.1.2.1 Phase d'adsorption

Les expérimentations ont été réalisées en mettant en suspension 3 ml

d'immunoadsorbant dans 20 ml de PBS contaminé expérimentalement par

duBECV. Après 1 h de contact sous agitation rotative à température

ambiante, le gel est immobilisé au fond du tube à l'aide d'un aimant afin de

recueillir le surnageant, puis lavé 3 à 4 fois avec un égal volume de PBS. Le

surnageant et les eaux de lavage sont rassemblés, additionnés du 1/10 de leur

volume de milieu RPMI 10 X contenant des antibiotiques, puis titré par la

technique des plages en même temps qu'une fraction aliquote de la

suspension virale de départ.

8.1.2.2 Phase d'élution

- EIg!iml"p.ÊLl'gÊ.1L9iê.til,lgg : après la phase d'adsorption, le gel est lavé

2 fois avec un égal volume d'EBDS puis laissé au repos pendant un temps

variable suivant les essais. L'élution est enfin réalisée dans 2 volumes

d'EBDS sous agitation rotative lente à température ambiante. Le gel est

ensuite immobilisé par un aimant au fond du tube, l'éluat est recueilli puis

additionné de 1/10 de son volume de milieu RPMI 10 X contenant des

antibiotiques. Une fraction aliquote est titrée par la technique des plages afin

de déterminer le nombre des virus élués. Le reste de l'éluat est soumis à une

ultracentrifugation à 100 000 g pendant 60 min à 4°C afin de sédimenter les
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particules virales. Le culot de centrifugation contenant les particules virales

est observé en microscopie électronique (annexe 6).

- Elution en tampon glycine pH acide: après la phase d'adsorption et

lavage dans du PBS, le gel est remis en suspension dans 2 volumes de tampon

HCI-glycine 0,2 M (pH 2,8), puis soumis à une agitation rotative douce à 4°C

pendant 10 min. Après recueil de l'éluat, le gel est à nouveau mis en

suspension dans 2 volumes d'HCI-glycine 0,2 M (pH 2,2) sous agitation

pendant 10 min. Les deux éluats recueillis sont immédiatement neutralisés

avec une solution de K2HP04 1 M et mélangés. Une fraction aliquote est

utilisée pour un titrage par la technique des plages, la fraction restante étant,

comme précédemment, observée en microscopie électronique après

concentration.

8.2 Concentration par adsorption-élution sur poudre de verre

8.2.1. Détermination des conditions optimales d'adsorption-élution

L'adsorption du BECV sur la poudre de verre est réalisée selon les

conditions opératoires suivantes:

- eau bidistillée stérile (EBDS) : 10 ml

- BECV marqué au 14C et purifié: 50 III

- poudre de verre: 1 ou 5 g (suivant les expérimentations)

- AICl3 0,5 M : 10 III (présent dans certaines expérimentations)

Les tubes sont agités doucement pendant 5 min par un mouvement de

bascule afin de maintenir la poudre de verre en suspension dans l'eau, puis

laissés à sédimenter pendant 10 min. Le surnageant est prélevé et la

radioactivité correspondant à la quantité de BECV non fixée sur la poudre de

verre est mesurée. Connaissant la radioactivité introduite dans chaque tube,

on obtient par différence la quantité de radioactivité localisée au niveau de la

poudre de verre et, par conséquent, le pourcentage de matériel viral adsorbé.

L'élution du BECV de la poudre de verre est ensuite réalisée avec l'une

des deux solutions éluantes suivantes:

- solution de glycine 0,05 M pH 3 à 11

- solution d'extrait de boeuf 3 % pH 3 à 9

Chaque tube contenant le virus adsorbé sur la poudre de verre reçoit 4 ml

de la solution éluante à un pH donné, puis est soumis à une agitation douce
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pendant 5 min pour faciliter l'élution. Après décantation de la poudre de

verre, la radioactivité de chaque éluant est déterminée. Pour chacune des

solutions éluantes sont ensuite calculés:

- le pourcentage de virus élués par rapport au nombre de virus fixés sur

la poudre de verre définissant ainsi le rendement d'élution.

- le pourcentage de virus élués par rapport au nombre de virus introduits

au début de l'expérimentation définissant ainsi le rendement global

d'adsorption-élution.

8.2.2 Concentration des coronavirus présents dans un grand volume
d'eau

L'appareil utilisé dans ce but est celui décrit par SCHWARTZBROD et

LUCENA-GUTIERREZ (1978) et présenté sur la fig. nO 9.

li est constitué de deux éléments:

- l'élément nO 1 formé par une colonne en verre pyrex prolongée à sa

partie supérieure par une chambre d'expansion munie d'une tubulure

d'évacuation (1) et de deux tubulures latérales (2 et 3).

- l'élément nO 2 composé d'une tubulure en verre pyrex comprenant à sa

partie supérieure un rétrécissement destiné à supporter un tampon de

coton, 2 robinets (A et B) et une tubulure latérale (5).

Les éléments n° 1 et 2 sont réunis par l'intermédiaire d'un joint

caoutchouté souple (4). L'élément nO 2 est relié à un flacon de 125 ml muni

d'un bouchon percé à deux entrées. Toutes les tubulures sont équipées de

tuyaux en caoutchouc bouchés à leur extrémité par du coton cardé, puis 150 g

de poudre de verre sont introduits dans l'élément n° 1 et l'ensemble est

stérilisé à 120°C pendant 20 min.

L'échantillon d'eau à analyser est amené à pH 3,3 et additionné de

chlorure d'aluminium (AICI3 6H20 0,5 M) de façon à obtenir une

concentration finale en ions AI+++ de 5.10-4 M.

L'appareil est alors connecté d'une part, au réservoir d'eau à analyser par

l'intermédiaire de la tubulure (3) et d'autre part à une source de vide par

l'intermédiaire des tubulures (1) (2) (5) et (6). Ces dernières sont fermées à

l'aide de pinces de Mohr.

Les tubulures (1) puis (3) sont ouvertes, l'eau est aspirée dans l'appareil

entraînant la poudre de verre qui se met rapidement en suspension pour

former un filtre dynamique s'étendant sur toute la hauteur de la colonne et

jusqu'au tiers inférieur de la chambre d'expansion. Le débit de filtration est de

601/h.
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Quand tout l'échantillon d'eau à analyser a ainsi filtré au travers de la

poudre de verre, la tubulure (3) est fermée rapidement en évitant l'aspiration

d'air et la tubulure (1) est mise en communication avec l'atmosphère. La

poudre de verre décante dans le bas de l'élément nO 1.

La tubulure (2) est ouverte. La plus grande partie de l'eau subsistant dans

la colonne et la chambre d'expansion est alors éliminée, aspirée par le vide. Le

reste de l'eau s'écoule par la tubulure (5), le robinet (A) ainsi que les pinces (4)

et (5) étant ouverts.

L'élution des virus adsorbés sur la poudre de verre peut être réalisée

suivant deux protocoles:

- 100 ml de liquide d'élution sont introduits par la tubulure (1). Lorsque

le front de l'éluant arrive à la partie inférieure de la colonne, la tubulure (5)

est fermée et le robinet (B) ouvert de façon à recueillir le liquide d'élution

dans le flacon de récupération qui est alors connecté au vide par la tubulure

(6). Le liquide d'élution ainsi recueilli est immédiatement neutralisé.

- l'ensemble des tubulures situées sous la pince (4) est retiré et remplacé

par un simple flacon à large col. Cent ml de liquide d'élution sont introduits

par la tubulure (1). La pince (4) est ouverte permettant le recueil de la totalité

de la poudre de verre et de l'éluant. L'ensemble est soumis à une agitation

magnétique lente pendant 5 min puis filtré sur büchner afin d'extraire le

liquide d'élution qui est immédiatement neutralisé. Après ultracentrifugation

à 100 OOOg pendant 90 min (rotor 45 TO, le culot de centrifugation, contenant

les virus, est homogénéisé dans 5 ml de milieu RPMI à 2 % de SVF.

Dans tous les cas, l'éluat est décontaminé par addition d'une solution

antibiotique et antifongique à raison de 0,1 ml/ml, puis incubé à 37°C pendant

3 h avant d'être soumis à une analyse virologique.



RESULTATS - DISCUSSIONS



84

séquence nucléotidique

ARN génomique -----ll>ondes ARN 1l """""" .------------------.
,,,,,,,

ARN m

prot~incs '--so_n_d_e_s_A_A§IJ_N..... ïN
c (cloné)

1ARN c ou ribosondes 1

1
1

1
1
1

1
1

1
1

1
1
'r--~__-

;' 1oligonucléolides 1
1
1
1

1
1
1
1

1
1

séquence' cn "
acidc~ aminés----------------------------------.J

Fig. nO 10 : Production de sondes à partir d'un ARN.
(d'après MIFFLIN - 1989)

Voie principale de production de sondes.

Voie mineure de production de sondes.

Détermination de banques de séquences peptidiques et
nucléotidiques permettant la synthèse d'oligonucléotides.



85

DEVELOPPEMENT DE SONDES MOLECULAIRES POUR LA DETECfION DU

CORONAVIRUS ENTERIQUE BOVIN

Ce travail est consacré au développement de sondes d'ADNc permettant

la détection du BECV par hybridation moléculaire.

La préparation de sondes à partir de l'ARNg peut être envisagée selon

différentes voies schématisées sur la fig. nO 10 (LANDRY et FONG - 1986 ;

MIFFLIN - 1989).

Parmi elles, les techniques récemment proposées sont la synthèse

d'oligonucléotides et la préparation de ribosondes (BAILY et al. - 1983;

MELTON et al.- 1984 ; ALBRETSON et al.- 1988). Leur obtention suppose

toutefois le clonage préalable de l'ARNg et une connaissance, même partielle,

de sa séquence nucléotidique. Par ailleurs, les sondes ARN sont très sensibles

à l'action des RNases et leur emploi impose des précautions particulières
rendant leur utilisation délicate (annexe 1).

Au moment où nous avons commencé ce travail, aucune information

sur la séquence nucléotidique de l'ARNg du BECV n'avait été publiée. La voie

la plus simple par conséquent était d'envisager le clonage de cet ARNg. La

constitution d'une banque d'ADNc cloné dans Escherichia coli devait

permettre la production de sondes capables de détecter les ARN viraux du

BECV présents dans divers échantillons.

1- CLONAGE DE L'ARN GENOMIQUE

L'ARN matriciel, étant polyadénylé à son extrémité 3', le procédé le plus

fréquemment utilisé dans ce cas, pour son clonage, consiste à amorcer la

synthèse d'ADNc par une courte chaîne d'oligo dT à partir de laquelle

s'effectue la transcription (BOURSNELL et al. - 1984; KAPKE et BRIAN - 1986 ;

LAPPS et al. - 1987).

Cependant, le clonage d'un ARN de grande taille pose un certain nombre

de problèmes: une dégradation partielle de l'ARN peut empêcher l'initiation

(extrémité poly A trop courte) ou bloquer l'élongation de la synthèse (ARN

coupé ou dégradé en 5'). Cette élongation peut également s'arrêter
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spontanément ou être interrompue par la présence de structures secondaires

entraînant des zones d'arrêt de transcription.

Pour pallier à ces inconvénients, il est possible d'employer d'autres

amorces : il s'agit, soit d'oligonucléotides de synthèse reproduisant une

séquence nucléotidique connue du génome, soit d'un mélange

d'oligonucléotides assurant l'initiation de la transcription au hasard, tout le

long de l'ARN matriciel.

Le clonage, puis le séquençage, de la totalité de l'ARNg du virus de la

bronchite infectieuse aviaire (IBV) a pu être réalisé en utilisant ces trois

procédés (BINNS et al. - 1985b; BOURSNELL et al. - 1984-1987).

En conséquence, afin de constituer une banque de clones la plus complète

possible, nous avons testé deux types d'amorces:

- une amorce oligo dT (12-18), d'une part

- un mélange d'amorces aléatoires préparées par digestion de l'ADN de

thymus de veau, d'autre part.

La constitution de la banque d'ADNc s'est déroulée en cinq étapes
successives (fig. nO Il).

1.1 Préparation de l'ARNg matriciel

L'extraction de l'ARNg a été réalisée à partir de BECV cultivé et purifié
suivant le protocole décrit dans "Matériel et Méthodes" (SPAAN et al. - 1981).

La technique utilise l'action conjointe de la protéinase K et du SDS. Le

SDS contribue à amplifier l'action protéolytique de l'enzyme (HILZ et al. ­
1975) et assure une protection contre l'action de ribonucléases.

A partir d'une suspension de 1 mg de virus purifié, titrant 1,5.109

UFP Iml, nous avons obtenu, suivant les préparations, 40 à 50 Jlg d'ARNg. La

détermination d'un rapport A 2601A 280 (annexe 4) voisin de 2 nous a permis

de constater que l'ARNg extrait était suffisamment pur pour servir de matrice

à la synthèse de l'ADNc.

1.2 Synthèse de l'ADNe

La synthèse de l'ADNc est catalysée par la transcriptase réverse (ADN

polymérase ARN dépendante extraite du virus myéloblastique aviaire) à

partir de l'ARNg, d'une amorce complémentaire (oligo dT ou amorces

aléatoires) et de triphosphonucléotides précurseurs (RETZEL et al. - 1980).
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Le protocole suivi est décrit dans "Matériel et Méthodes". La RNasine a été

ajoutée au milieu réactionnel afin d'inhiber l'activité ribonucléasique de type

RNase H associée à la transcriptase réverse qui dégrade l'ARN des hybrides

ARN-ADNc par une attaque exonudéasique.

Nous nous sommes limités à la synthèse du premier brin d'ADNc et à

l'obtention d'un hétéroduplex ARN-ADNc comme cela a été décrit pour le

clonage de l'ARNg du virus de la gastroentérite transmissible du porcelet

(TGEV) (LAUDE et al. - 1987 ; RASSCHAERT et LAUDE - 1987) sans chercher,

suivant la technique classique, à synthétiser le deuxième brin d'ADNc

(EFSTRATIADIS et VILLA-KOMAROFF - 1979 ; GUBLER et HOFFMAN ­

1983; FORDE - 1983a; WATSON et JACKSON - 1985).

Les amorces aléatoires ont été préparées par digestion de l'ADN de

thymus de veau par la DNase 1 pancréatique et fractionnement sur résine

échangeuse d'ions en augmentant la force ionique du tampon d'élution

(MANIATIS et al. - 1982).

A partir de 1 g d'ADN, nous avons obtenu environ 60 mg d'amorces

aléatoires. Bien que le rendement de la technique soit faible (6 %), ceci est

suffisant pour réaliser un grand nombre de synthèses. Nous avons constaté

par électrophorèse sur gel d'agarose, en présence de marqueurs de masse

moléculaire, que la population d'oligonucléotides obtenue était de taille

homogène et inférieure à 70 pb (taille du plus petit marqueur).

Des essais préliminaires, réalisés au laboratoire, ont montré que 2 Ilg

d'ARNg suffisaient pour une réaction de synthèse (SAVOYSKY - 1989). Les

résultats obtenus avec les deux amorces sont présentés sur la fig. nO 12 et le

tableau V.

L'analyse des ADNc en gel d'agarose ~lcalin, après autoradiographie,

révèle une grande hétérogénéité de la taille des molécules synthétisées. La

grande majorité des transcrits sont incomplets.

Dans le cas d'amorces oligo dT, le taux d'incorporation des dCTP32p est

relativement faible, ce qui se traduit par un rendement de synthèse de 16 %.

Sur l'ensemble des expériences réalisées, dans le meilleur des cas, nous

n'avons jamais dépassé un rendement de 30 % (rendement moyen 15 à 20 %).

La taille des ADNc synthétisés varie de 0,5 à 10 kb.

Dans le cas des amorces aléatoires, le taux d'incorporation des dCTP32p,

très élevé, permet d'atteindre un rendement de synthèse de 70 %. L'intensité
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Tableau V : Rendement de synthèse de l'ADNc en fonction du type
d'amorce utilisé.

ADNc synthétisé à ADNc synthétisé à
partir d'une amorce partir d'amorces

oligo dT aléatoires

Quantité d'ARNg utilisée 2 Jlg 2Jlg

Radioactivité introduite (dCTp32p, 16210700 cpm 17500 000 cpm
3000 Ci/mmole-lO mCi)

Radioactivité incorporée 151000cpm 724250cpm

Quantité d'ADNc synthétisé 0,326 Jlg 1,4 Jlg

Rendement de synthèse du premier brin 16,3 % 70%

Quantité d'hétéroduplex ARN-ADNc 0,652 Jlg 2,8 Jlg
obtenue

Radioactivité détectée après action de
la RNaseT2 et de la "spun column" :
- totale 200 400 cpm 533160cpm
- TCA précipitables 86000cpm 425520cpm

\

Rendement après action de la RNaseT2
et passage sur "spun column" 56% 58 %

Quantité d'ARN-ADNc récupérée 0,365 Jlg 1,6 J..Lg

Rendement global de synthèse
de l'ARN-ADNc 18 % 80%
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de la bande observée en autoradiographie confirme ce résultat. Cependant, les

brins d'ADNc synthétisés sont moins longs que ceux obtenus avec une amorce

oligo dT, leur taille variant entre 0,2 et 3 kb.

Par ailleurs, les amorces aléatoires peuvent, dans une certaine mesure,

servir de matrice à la synthèse d'ADNc. Afin d'estimer l'importance de ce

bruit de fond, nous avons réalisé une réaction de synthèse témoin en absence

d'ARNg matriciel. Le rendement de synthèse comparé, par rapport à la même

expérience réalisée en présence de matrice, est de 0,6 %. Ce taux, qui selon

MANIATI5 et al. - 1982 doit être inférieur à 1 % , est acceptable.

Après synthèse de l'ADNc, les fragments d'ARN monobrin qui subsistent

sur la matrice ont été coupés par l'action de la ribonucléase T2 puis éliminés,

ainsi que les nucléotides précurseurs non incorporés, par filtration sur "spun

column". Une électrophorèse de contrôle réalisée après ce traitement n'a

révélé aucune modification sensible de la taille des ADNc synthétisés. Un

peu moins de la moitié de la radioactivité incorporée au cours de l'étape de

synthèse est ainsi éliminée au cours de l'opération de purification.

1.3 Insertion de l'hétéroduplex dans un vecteur de clonage

La construction des plasmides recombinés a été réalisée par appariement

de chaînes homopolymériques (ROYCHOUDBURY et al. - 1976).

Le vecteur de clonage employé est le plasmide pBR322 linéarisé par

ouverture du site Pst 1 et dont les extrémités 3' ainsi générées sont complétées

par des chaînes de 15 à 20 résidus dG (pBR322-dG). Ceci présente l'avantage de

restaurer le site Pst I et ainsi permettre, par la suite, d'exciser facilement le

fragment inséré.

En parallèle, les molécules d'ARN-ADNc linéaires ont été allongées par

des chaînes d'oligo dC complémentaires. Cette réaction est catalysée par la

désoxynucléotidyl transférase terminale, en présence de cobalt et de

désoxynucléotides triphosphates précurseurs. Le protocole suivi est décrit

dans "Matériel et Méthodes".

Après plusieurs essais, nous avons estimé à 10 min le temps nécessaire à

l'addition de 20 à 40 résidus de aux extrémités 3' de l'hétéroduplex.
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Tableau VI : Sélection des clones recombinants à l'aide de marqueurs de
résistance aux antibiotiques.

clones préparés à partir d'une clones préparés à partir des
amorce oligo dT amorces aléatoires

nombre de clones

TetR 233 299

nombre de clones
TetR- AmpS 178 205

Taille des inserts 0,3 < T:s: 2,2 kb :s: 0,3 kb
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1694 cpm

0,14 picomole

34 résidus
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Exemple de calcul du nombre de résidus de ajoutés:

- Taille moyenne de l'ARN-ADNc 2 kb

- Mr moyenne de l'ARN-ADNc 1400 ng/picomoles

- Quantité de dCTP3H introduite 380 picomoles

- Quantité de dCTP froid introduite 240 picomoles

- Radioactivité introduite

(dCTP3H, 30 Ci/rnmole)

- Radioactivité incorporée

- Extrémités 3'

- Nombre de dC additionnés

Ce nombre de résidus est estimé suffisant pour un appariement avec le

vecteur pBR322-dG, la ligation s'effectuant selon le protocole décrit dans

''Matériel et Méthodes",

1.4 Clonage des plasmides recombinés dans la souche E. coli RRl

Les plasmides recombinés ont été utilisés pour transformer la ~ouche

E. coli RR1 rendue compétente (Matériel et Méthodes).

La compétence n'est pas un état naturel chez E.coli. Elle peut s'acquérir

par un traitement au chlorure de calcium (MANDEL et HIGA - 1970; COHEN

et al. - 1972). L'efficacité du traitement a été contrôlée par un témoin de

compétence réalisé avec un pBR322 circulaire. Le taux de transformation est

environ de 2.106CFU !J.lg de pBR322. L'efficacité de la transformation est

cependant beaucoup plus faible avec les plasmides recombinés, de l'ordre de

102 C}<LJ/~g de plasmide.

Grâce aux marqueurs de sélection portés par pBR322, les bactéries ayant

incorporé un plasmide ont été sélectionnées en présence de tétracycline. Ces

clones TetR ont ensuite été testés pour leur résistance simultanée à la

tétracycline et à l'ampicilline. Les clones recombinants (TetR -AmpS) ont été

retenus. En effet, une insertion dans le site Pst 1 entraîne une inactivation du

gène de la bêta-Iactamase qui confère la résistance à l'ampicilline. Les clones

non recombinants (TetR - AmpR) sont dus à la transformation par des

plasmides non coupés ou linéarisés.

Les résultats obtenus avant et après sélection sont présentés dans le

tableau VI. Après sélection, 205 clones préparés à partir des amorces aléatoires

et 178 clones préparés à partir d'une amorce oligo dT ont été retenus et

analysés.
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Fig. nO 13 : Carte de restriction sommaire des clones sélectionnés
sur le génome.
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NS : protéines non structurales ; S : péplomère)
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1.5 - Analyse des clones recombinants

Une étude a été entreprise afin de déterminer la taille des fragments

d'ARN-ADNc clonés.

Les plasmides recombinés ont été amplifiés et purifiés par la technique

des minipréparations qui permet d'obtenir rapidement un ADN plasmidique

suffisamment pur (A26ü/ A28ü = 2) pour effectuer une digestion par des

enzymes de restriction.

Les inserts ont été excisés des plasmides recombinés par action de

l'enzyme de restriction Pst 1 (site de clonage de l'hétéroduplex dans le pBR322)

et analysés par électrophorèse sur gel d'agarose en présence de BEt. Leur taille

a été déterminée par comparaison à celle du pBR322 et de marqueurs de masse

moléculaire.

Les inserts issus des clones TetR - AmpS préparés à partir des amorces

aléatoires sont tous de très petite taille, inférieure à 0,3 kb. Un bon nombre

d'entre eux sont trop petits pour pouvoir être détectés sur le geL

Les inserts issus des clones TetR - AmpS préparés à partir d'une amorce

oligo dT sont de taille variable:

- 27 sont de très petite taille, inférieure à 0,3 kb

- 123 ont une taille comprise entre 0,3 et 1 kb

- 24 ont une taille comprise entre 1 et 2,2 kb. De plus, 6 d'entre eux

présentent un site interne Pst 1

A la suite de cette étape de sélection, il apparaît donc que les clones TetR ­

Am pS, obtenus avec les amorces oligo dT, sont exploitables. Ainsi, les 24

clones de taille comprise entre 1 et 2,2 kb devraient permettre la préparation

de sondes de sensibilité satisfaisante.

II - DETECTION DU CORONAVIRUS ENTERIQUE BOVIN PAR
HYBRIDATION MOLECULAIRE AVEC UNE SONDE D'ADNe

Les 24 clones sélectionnés ont été étudiés dans notre laboratoire dans le

cadre d'un travail de recherche consacré à l'étude du génome du BECV. Parmi

eux, les clones 160, 174 et 216 (fig. n° 13) ont été retenus en raison de leur taille

et de leur position sur le génome, puis sous-clonés dans le phage M13 et

séquencés par la méthode de SANGER. Ces travaux ont permis la
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détermination des séquences nucléotidique et protéique de la glycoprotéine de

la matrice M, ainsi que l'étude de sa structure (SAVOYSKY et al. - 1990).

Ces clones, de séquence nucléotidique connue, et dont la taille est

comprise entre 1,8 et 2 kb, conviennent parfaitement pour la préparation de

sondes. lis sont constitués des gènes codant pour la nucléocapside N et la

protéine de matrice M. Ces deux protéines dont l'une, la nucléocapside est

interne, et l'autre, la protéine M est dans sa majeure partie intramembranaire,

ont été particulièrement bien conservées au cours de l'évolution. Seule la

partie N-terminale de la protéine M, exposée à la face externe du virion,

présente une hypervariabilité observée chez les coronavirus des mammifères

ou aviaires. Une étude comparative de la souche F15 du BECV isolée en

France (GOUET et al. - 1978) et de la souche MEBUS isolée aux Etats-Unis

(MEBUS et al. - 1973a), montre qu'il n'existe que des différences mineures au

niveau de la séquence de la protéine N (CRUCIERE - 1988).

On n'observe par ailleurs que deux mutations ponctuelles dans la

séquence nucléotidique de la protéine M n'entraînant aucune modification de

la séquence en acides aminés (LAPPS et al. - 1987 ; SAVOYSKY et al. - 1990).

Par conséquent, l'ADNc correspondant à la séquence nucléotidique codant

pour ces protéines devrait permettre de détecter par hybridation moléculaire

différentes souches de BECV et de mettre au point un test de diagnostic.

Dans l'ensemble de ce travail, les sondes ont été préparées

essentiellement à partir de l'insert 174. Ce fragment cloné a l'avantage,

contrairement aux fragments 160 et 216, de ne pas présenter de site interne
.Pst I (fig. nO 13) et peut donc être excisé facilement du plasmide recombiné,

sans fragmentation (le site Pst I correspond au site de clonage de l'ADNc dans

le plasmide). L'analyse de la carte de restriction du génome, réalisée à l'aide du

programme Microgénie de BECKMAN, n'a pas permis de sélectionner

d'autres enzymes de restriction permettant l'excision des inserts 160 et 216 des

plasmides recombinés sans coupures internes ou délétions, de façon plus

satisfaisante que l'enzyme Pst 1.

Par ailleurs, des essais d'amplification du signal de détection

d'hybridation nous ont amené, pour certaines expérimentations, à utiliser

également le clone PG 7-8 (banque d'ADNc - INRA - BOIREAU et al. - 1990).

Ce clone mesure 2,3 kb et se situe à l'extrémité 5' du gène codant pour la

protéine des péplomères S (fig. nO 13). La digestion par l'enzyme de restriction
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Pst 1 permet d'obtenir deux fragments, PG 7-8a de 1,3 kb et PG 7-8b de 0,8 kb,

utilisés comme sondes.

Deux types de marquage des sondes ont été testés:

- marquage radioactif au phosphore 32, la détection étant réalisée par

autoradiographie.

- marquage enzymatique par couplage à la péroxydase et détection par

chimiluminescence.

La technique d'hybridation moléculaire utilisée est dite de dot blot ou de

slot blot. Elle consiste à immobiliser les échantillons sur un support solide

avant hybridation avec la sonde en solution (GILLESPIE et SPIEGELMAN ­

1965 ; THOMAS - 1980). Des membranes de nitrocellulose ont été choisies

comme support.

Le protocole d'hybridation comporte plusieurs étapes décrites dans le

chapitre "Matériel et Méthodes" et schématisées sur la fig. nO 14 :

- la préparation des échantillons et leur dépôt, après dénaturation, sur la

membrane de nitrocellulose.

- la fixation irréversible des acides nucléiques immobilisés sur la

membrane.

- une préhybridation destinée à saturer les sites de fixation aspécifiques de

la sonde sur la membrane.

- l'hybridation spécifique de la sonde marquée et dénaturée avec l'ARN

viral immobilisé.

- les lavages destinés à éliminer la sonde non fixée.

- la détection du signal émis par la sonde.

2.1 Préparation des sondes

La préparation de sondes nécessite la production de grandes quantités

d'ADN.

Les plasmides recombinés 174, 160 et PG 7-8, clonés dans la souche

bactérienne E. coli RR1, ont été amplifiés puis purifiés par la technique des

maxipréparations.

A partir d'une culture de 500 ml, nous avons obtenu, en moyenne, après

purification, 250 à 300 ~g de plasmide recombiné.
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Les inserts 174, 160 et PG 7-8 ont été excisés des plasmides par digestion

par l'enzyme de restriction Pst 1. Après séparation des fragments de digestion

par électrophorèse sur gel d'agarose, chaque insert a été extrait du gel par

électroélution puis purifié. La digestion de 24 Ilg de plasmide recombiné

permet ainsi d'obtenir environ 3 Ilg d'insert 174 purifié.

2.2 Hybridation moléculaire avec une sonde d'ADNc marquée au 32p

L'ARN viral a été immobilisé sur membrane de nitrocellulose par la

technique du dot blot ou du slot blot , puis hybridé à la sonde 174 marquée au

phosphore 32 et dénaturée.

L'hybridation s'est déroulée, suivant la technique classique, à 42°C, en

tampon contenant 50 % de formamide. Un des facteurs intervenant dans la

cinétique de la réaction d'hybridation est la réassociation possible des deux

brins complémentaires de la sonde en solution. Une forte concentration en

formamide, de l'ordre de 50 à 65 % (VERBEEK et TIJSSEN - 1988) permet une

hybridation optimale avec formation préférentielle d'hybrides ARN-ADN

plutôt que de duplex ADN-ADN. Cette diminution du taux de réassociation a

pour conséquence une augmentation de la concentration relative de la sonde

disponible pour l'hybridation ARN-ADN (CASEY et DAVIDSON - 1977 ;

KAFATOS et al. - 1979; ANDERSON et YOUNG - 1988).

Les lavages ont été effectués en faisant varier la température et la

concentration en sels du tampon afin d'éliminer la sonde en excès et de

dissocier les hybrides instables. La sélection des hybrides présentant un haut

degré d'homologie peut être obtenue en augmentant la température des

lavages jusqu'à 65°-70°C. AprèS quelques essais, nous avons constaté qu'une

température de 50°-55°C était suffisante pour éliminer toute hybridation non

spécifique.

Le protocole détaillé du marquage de la sonde, de la préparation des

échantillons et de l'hybridation est décrit dans "Matériel et Méthodes".

2.2.1 Marquage radioactif de la sonde 174

Le marquage de la sonde au phosphore 32 a été réalisé par la technique

d'amorçage au hasard décrite par FEINBERG et VOGELSTEIN (1983). Ce

procédé permet d'obtenir des sondes d'activité spécifique élevée, de l'ordre de

0,7 à 4.109 dpm/Ilg (l'activité spécifique des sondes préparées par translation de

coupure est de l'ordre de 108 dpm/Ilg).
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La technique consiste à hybrider, après dénaturation, l'ADN simple brin

avec des hexanucléotides dont la séquence est déterminée au hasard. Ces

hexanucléotides servent d'amorce pour la synthèse d'un brin complémentaire

catalysée par l'ADN polymérase 1 (fragment de Klenow) en présence de

desoxynucléotides triphosphates marqués en alpha par du 32p.

Les premiers essais de préparation de sonde ont été réalisés à partir de

25 ng d'insert suivant le protocole proposé par AMERSHAM. Dans ces

conditions, le taux d'incorporation des nucléotides s'est avéré très insuffisant,

de l'ordre de 10 à 20 %. Nous avons alors augmenté la quantité d'insert

introduite dans le milieu réactionnel. Après plusieurs essais, il a été établi que

100 à 200 ng d'ADN matriciel étaient nécessaires pour obtenir un taux

d'incorporation satisfaisant, de l'ordre de 60 à 80 %. Ce sont ces conditions qui

ont été adoptées au cours des différents marquages.

Nous avons ainsi préparé des sondes dont l'activité spécifique variait de

2 à 5.1OS dpm!J.lg.

2.2.2 Essais préliminaires d'hybridation par la technique du dot blot

L'expérimentation a porté sur l'étude de la spécificité, puis de la

sensibilité de la technique.

2.2.2.1 Etude de la spécificité

Afin de détecter une éventuelle hybridation non spécifique liée à la

reconnaissance par la sonde de séquences nucléotidiques d'origine cellulaire,

la spécificité de la sonde radioactive 174 a tout d'abord été testée vis-à-vis

d'une suspension de cellules HRT 18 non infectées et, en parallèle, vis-à-vis

d'une quantité équivalente de cellules infectées par du BECV et titrant

2,1.108 UFPlm!.
De plus, deux souches virales, également responsables d'entérites et

susceptibles d'être présentes dans les selles ou dans le milieu hydrique, seules

ou associées au BECV, ont également été testées. Ce sont:

- le virus de la gastroentérite du porcelet (TGEV souche Purdue 115),

coronavirus appartenant à un groupe antigénique différent de celui du

BECV. La suspension virale utilisée, titrant 5.107 UFPIml, a été obtenue

par culture du virus sur cellules rénales de porc de la lignée RP.
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- le rotavirus (souche SA 11) cultivé sur cellules MA 104, la suspension

virale utilisée titrant 2,5.108 UFP lm!.

Différentes dilutions de ces suspensions virales clarifiées ont été réalisées

sous un volume de 10 Jll (25 JlI pour les échantillons non dilués) puis

déposées sur une membrane de nitrocellulose après dénaturation par la

chaleur. L'hybridation a été réalisée avec la sonde 174 marquée au 32p. Ainsi,

des quantités de 5,25.106 à 3,25.105 UFP ont été testées pour le BECV et le

rotavirus et de 1,3.106 à 3,25.105 UFP dans le cas du TGEV (fig. nO 15).

La lecture de l'autoradiogramme permet de dégager les points suivants:

- un très léger bruit de fond est observé aux concentrations les plus

élevées avec les cellules HRT 18 non infectées. Toutefois, le signal est

très faible.

- avec les cellules infectées par le BECV, le signal d'hybridation est

beaucoup plus intense et permet la détection du virus jusqu'à la

dilution correspondant à 1,31.106 UFP.

- aucune hybridation n'est constatée ni avec le rotavirus, ni avec le

TGEV, dans les conditions de notre expérimentation.

2.2.2.2 Etude de la sensibilité

La sensibilité a tout d'abord été déterminée par hybridation avec l'ARNg

du BECV. Nous avons ensuite étudié l'influence de la préparation des

échantillons à hybrider sur la sensibilité de la détection du BECV produit en

culture de cellules HRT 18.

a - Détection de l'ARN génomique purifié

La sensibilité de la réaction d'hybridation a été étudiée en déterminant la

plus petite quantité d'ARNg pouvant être détectée par hybridation avec la

sonde 174 radioactive. Ainsi, des quantités de 360 à 0,7 ng d'ARNg, purifié,

sous un volume de 4 Jll, ont été déposées par dot blot sur la membrane de

nitrocellulose avant hybridation avec la sonde dénaturée.
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Fig. nO 16 : Essais préliminaires.: sensibilité de la sonde 174 marquée au 32p.
Détection de l'ARNg du BECV.
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Les résultats sont portés sur la fig. nO 16.

Un signal est encore observé en présence de 11 ng d'ARNg mais aucun

spot n'est plus détectable avec 5,5 ng.

La sonde reconnaît donc bien les régions homologues de l'ARNg et

permet de détecter une quantité minimale d'ARN viral de Il ng. Considérant

que la masse moléculaire du génome du BECV est de 6,9.106 (MAC

NAUGHTON - 1978 ; BRIAN et al. - 1980), la sonde 174 marquée au 32p serait

donc capable de détecter 109 copies du génome.

b - Détection du BECV produit en culture de cellules HRT 18 : influence
de différents traitements

Afin de s'hybrider, l'ARN viral doit être accessible à la sonde. Les

protéines et macromolécules présentes dans la suspension de cellules

infectées, de même que les protéines virales de l'enveloppe et de la

nucléocapside, peuvent perturber l'hybridation. Pour pallier à ces

inconvénients, nous avons extrait les acides nucléiques des suspensions de

cellules infectées avant dépôt sur membrane. En effet, il est à prévoir que de

tels traitements soient à envisager avec certains prélèvements, tels les fécès,

fortement chargés en protéines et en pigments colorés.

Deux procédés d'extraction ont été testés:

- traitement par la protéinase K puis extraction des acides nucléiques au

phénol-chloroforme et précipitation à l'éthanol.

- simple extraction au phénol, puis au phénol-chloroforme et

précipitation à l'éthanol.

Dans les deux cas, des dilutions des acides nculéiques extraits ont été

réalisées dans un très petit volume de tampon TE (4 Jll) puis déposées sur la

membrane de nitrocellulose après dénaturation. Des dépôts correspondant à

des quantités de virus comprises entre 2,1.107 et 4.104 UFP ont été ainsi

effectués. En parallèle, des quantités équivalentes de suspension virale non

traitée et simplement dénaturée par chauffage ont été déposées à titre de

comparaison.
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sonde 174 marquée au 32p.

A : suspension virale non traitée
B : acides nucléiques extraits par le phénol
C : acides nucléiques extraits par le phénol après traitement

par la protéinase K



106

L'autoradiogramme obtenu est présenté sur la fig. nO 17.

En absence de traitement, comme nous l'avons constaté précédemment,

nous observons un signal d'hybridation jusqu'à une dilution de la suspension

de cellules HRT 18 infectées correspondant à 1,31.106 UFP.

La technique d'extraction au phénol est peu satisfaisante avec une

détection de 2,1.107 UFP. Une diminution de la sensibilité d'un facteur 20 par

rapport à un dépôt direct des suspensions virales ne peut s'expliquer que par

la perte importante du matériel nucléique au cours de la manipulation due,

sans doute, à une extration inefficace.

Dans le cas du traitement par la protéinase K, suivi de l'extraction des

acides nucléiques, nous détectons un signal d'hybridation jusqu'à une

dilution correspondant à 3,25.105UFP. La sensibilité de la détection est donc 4

fois plus grande que lors du dépôt direct de la suspension virale.

En conclusion, les résultats des expérimentations préliminaires

montrent que-la sonde d'ADNc 174 peut être utilisée pour la détection du

BECV. La limite de détection obtenue est de Il ng d'ARNg, ce qui correspond à

109 copies du génome.

Les résultats sont en accord avec ceux obtenus par CRUCIERE (1988) qui

atteint une sensibilité de 15 ng par hybridation de l'ARNg du BECV FIS avec

une sonde correspondant au gène de la nucléocapside N. Cependant, des

seuils de sensibilité de 25 pg (SHOCKLEY et al. - 1987) ou de 1 pg (VERBEEK et

TIJSSEN - 1988) ont été récemment obtenus pour la détection du. coronavirus

entérique bovin (souche MEBUS) ainsi que pour celle d'autres virus comme

la détection du cytomégalovirus dans les urines (CHOU et al. - 1983), du virus

de l'hépatite B dans le sérum (BERNINGER et al. - 1982), ou du rotavirus dans

les fécès (FLORES et al. - 1983).

Ces constatations nous incitent à penser que des améliorations peuvent

être apportées à notre test afin d'abaisser le seuil de détection.

Le BECV peut être détecté directement à partir d'une culture de cellules

HRT 18 infectées, ce qui présente l'avantage de constituer une technique

simple et rapide. Cependant, un traitement par la protéinase K, suivi de

l'extraction des acides nucléiques, abaisse d'un facteur 4 le seuil de détection.

La sonde est spécifique du BECV, aucun signal d'hybridation n'ayant été

observé ni avec le TGEV, ni avec le rotavirus. Seul un très léger bruit de fond

est observé avec les cellules HRT 18 non infectées. Ainsi, à partir d'un

surnageant de culture de cellules HRT 18 infectées, la sonde est capable de
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reconnaître sélectivement l'ARN viral qui, selon WEISS et LEIBOWITZ (1983)

ne représenterait que 1 % des ARN intracellulaires totaux.

2.2.3 Hybridation moléculaire par la technique du slot blot

Le dépôt des échantillons sur membrane de nitrocellulose à l'aide d'un

capillaire ne peut être réalisé que sous de petits volumes (1 à la Ill) et, par sa
lenteur, ne favorise pas le traitement d'un grand nombre de prélèvements. Le

calibrage des microgouttes est difficile à standardiser et leur tendance à s'étaler

entraîne une diminution de la sensibilité.

Nous avons remédié à ces problèmes en utilisant pour la suite de ce

travail un appareil de dépôt par filtration sous vide suivant la technique du
slot blot. L'appareil présente l'avantage de permettre le dépôt simultané et
rapide de 24 prélèvements.

Au cours du passage par aspiration des échantillons au travers de la
membrane de nitrocellulose, les acides nucléiques sont retenus et concentrés

sur une très petite surface en forme de fente, ce qui devrait augmenter la
sensibilité de la technique par rapport au dépôt manuel en dot blot.

De plus, ce procédé permet éventuellement la mesure par densitométrie
de l'intensité du signal détecté (DAVID et al. - 1989).

Enfin, les dépôts peuvent être effectués sous un volume de 100 à 400 Ill,
ce qui facilite la préparation du matériel à fixer.

Au cours des premières expériences utilisant l'appareil de dépôt par

aspiration, nous avons suivi le protocole conseillé par le fabricant en rinçant

chaque cupule après dépôt des échantillons avec 1 à 2 ml de tampon de dépôt.
Nous avons constaté, après hybridation et autoradiographie, la présence d'un

bruit de fond très élevé au niveau de chaque fente, perturbant les résultats et

empêchant toute interprétation. Après plusieurs essais, nous avons pu relier
ce phénomène à la concentration saline des différents tampons. Nous avons

alors modifié le protocole en supprimant les rinçages et en nous contentant

d'effectuer les dépôts sous un volume de 100 III , volume minimum

nécessaire à une répartition homogène sur la surface de la fente. Cette simple

modification suffit à supprimer tout bruit de fond comme le montrent les

autoradiogrammes présentés dans la suite de ce travail.

L'étude réalisée au cours des essais préliminaires a été reprise en y
apportant des modifications destinées à améliorer la sensibilité de la
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technique. Les expériences ont été réalisées comme précédemment avec la

sonde 174 marquée au 32p par la technique d'amorçage au hasard.

2.2.3.1 Etude de la sensibilité

La sensibilité de la technique a tout d'abord été étudiée par hybridation de

l'ARNg avec la sonde 174 seule, puis avec un mélange de plusieurs sondes

dans le but d'amplifier le signal de détection.

a - Hybridation avec la sonde 174

Des dilutions successives d'ARNg (100 ng à 0,1 pg) ont été déposées par la

technique de siot blot sur une membrane de nitrocellulose, puis hybridées

avec la sonde radioactive 174.

Différentes conditions d'immobilisation de l'ARNg sur la membrane de

nitrocellulose ont été expérimentées:

- SHOCKLEY et al. (1987), s'inspirant d'une technique décrite par WHITE

et BANCROFT (1982) ayant montré que le NP-40 augmentait de façon

sensible la fixation de l'ARN sur la nitrocellulose, nous avons alors

testé'le protocole proposé par ces auteurs.

- Les acides nucléiques se fixant plus facilement sur la nitrocellulose dans

des conditions de force ionique élevée, les dilutions d'ARNg dénaturé

ont été additionnées de tampon SSC 20X, immédiatement avant leur

dépôt sur la membrane.

L'autoradiogramme obtenu pour ces deux techniques est présenté sur la
fig. nO 18.

Les dépôts positifs pour l'ARN viral correspondent à des bandes de plus

ou moins forte intensité. Les dépôts négatifs correspondent aux fentes

invisibles ou à celles dont les bords sont légèrement ombrés.

Contrairement à toute attente, l'immobilisation de l'ARNg en présence

de NP-40 ne donne que des résultats médiocres avec un seuil de détection de

100 ng.

Dans des conditions de force ionique élevée, la limite de détection de la

sonde est de l'ordre de 1,5 à 3 pg d'ARNg, soit l'équivalent de 1 à 2.105 copies

du génome. Ces conditions, associées à une meilleure concentration de

l'ARNg sur la membrane, permettent donc d'améliorer la sensibilité de la



pg d'ARNg

100.10
3

10,10
3

3
1.10

100

50

25

12,5

6

3

1.,5

0,1

l l 0

A

t .-

B

~..

Fig. nO 19 : Amplification du signal de détection avec un mélange de
sondes radioactives.

A: sonde 174
B : mélange des sondes 174, 160, PG 7-8 a et PG 7-8 b



III

technique d'un facteur de 1()4 par rapport aux résultats obtenus lors des essais

préliminaires pour lesquels la sensibilité est de Il ng.

b - Amplification du signal de détection en utilisant plusieurs sondes

VERBEEK et TIJSSEN (1988) ont montré qu'il était possible d'amplifier le

signal de détection en utilisant, au lieu d'une seule sonde, un mélange de

plusieurs sondes. Dans ce but, nous avons réalisé des expérimentations en

utilisant un cocktail de sondes:

- l'insert 174

- l'insert 160 (le plus grand fragment obtenu après digestion par l'enzyme

de restriction Pst 1)

- l'insert PG 7-8 (scindé en deux fragments PG 7-8a et 7-8b par l'enzyme

Pst I)

Les inserts 174 et 160 présentent entre eux des zones de recouvrement de

séquences. Par contre, l'insert PG 7-8, situé dans le gène codant pour la

protéine des péplomères S, ne présente aucune zone de recouvrement avec

les deux autres inserts.

Deux séries de dilutions d'ARNg ont été déposées, aprés dénaturation, en

tampon SSC 20X sur une membrane de nitrocellulose, puis hybridées, l'une

avec la sonde radioactive 174, l'autre avec une quantité équivalente (en dpm)

d'un mélange des sondes radioactives 174/ 160/ PG 7-8a et PG 7-8b.

L'autoradiogramme obtenu est présenté sur la fig. nO 19.

Nous n'observons pas de différence significative entre les

autoradiogrammes A et B. Toutefois, avec le mélange de sondes, l'intensité du

signal est légèrement amplifiée pour les dilutions les plus fortes permettant

une meilleure visualisation des bandes les moins intenses. L/utilisation d'un

mélange de sondes n'apporte donc pas d'amélioration de la sensibilité de la,
détection.

2.2.3.2 Détection du BECV à partir d'une culture de cellules infectées

Des dilutions ont été réalisées à partir de 10 JlI de surnageant de culture

de cellules HRT 18 infectées titrant 2/1.108 UFPlm!.
Nous avons tenté, par différents traitements, de définir les conditions
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D : TGEV (échantillon non dilué: 5.105 UFP)
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optimales permettant de fixer et de rendre l'ARN viral accessible à la sonde:

- dépôt direct des suspensions virales après dénaturation par chauffage,

sans traitement préalable.

Les dépôts ont été réalisés en tampon de faible force ionique par addition

de SSC lX. En effet, VERBEEK et TIJSSEN (1988) ont montré, qu'à l'inverse de

l'ARN purifié, le virus se fixe mieux sur la ni trocellulose dans un

environnement salin de faible concentration. Le mécanisme de fixation des

acides nucléiques et des protéines sur la nitrocellulose est complexe et fait

intervenir des liaisons hydrophobes, des liaisons hydrogènes et des ponts

salins. Dans le cas présent, il s'agirait surtout de liaisons hydrophobes.

-lyse partielle des virus par action du NP-40 avant dénaturation et dépôt.

- extraction des acides nucléiques par action successive de la protéinase K

et du phénol-chloroforme puis, après dénaturation, dépôt en tampon SSC

20X.

De plus, afin de vérifier la spécificité de la sonde, nous avons appliqué ce

même protocole à des quantités équivalentes de :

- suspension de cellules HRT 18 non infectées.

- suspension de cellules rénales de porc de la lignée RF, infectées par le

TGEV et titrant 5.107 UFP1ml.

- suspension de cellules MA 104 infectées par du rotavirus et titrant

2,5.108 UFP1ml.

AprèS dépôt sur membrane de nitrocellulose et fixation, les échantillons

biologiques ont été hybridés à la sonde 174 marquée au 32p et dénaturée.

Les résultats obtenus après autoradiographie sont présentés sur la fig.
nO 20.

La sonde s'hybride de façon spécifique avec l'ARN du BECV. Aucun

signal n'est détecté avec le rotavirus , le TGEV ou les cellules HRT 18 non

infectées quels que soient le traitement et la dilution envisagés, ce qui

confirme les résultats précédemment obtenus par hybridation moléculaire en

dot blot.
La limite de détection est de 2,1.1()4 UFP pour les échantillons non traités

et de 2,1.103 UFP pour les acides nucléiques extraits après traitement par la

protéinase K. Ces mêmes données, obtenues lors des essais préliminaires, sont

respectivement de 1,31.106 UFP et 3,25.106 UFP.

Nous confirmons donc que la détection directe du virus à partir d'un

surnageant de culture de cellules HRT 18 est possible sans autre traitement
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préalable qu'une simple dénaturation par chauffage avant dépôt. Cependant,

l'extraction des acides nucléiques après traitement par la protéinase K permet

de reculer la limite de détection d'une dilution, soit d'un facteur 10 par

rapport au dépôt direct.
Par ailleurs, les modifications apportées dans le protocole de dépôt des

échantillons sur la membrane de nitrocellulose permettent d'améliorer la

sensibilité de la technique d'hybridation moléculaire d'un facteur 50 pour les

échantillons non traités et d'un facteur 150 après traitement par la protéinase

K et extraction des acides nucléiques, par rapport aux essais préliminaires.

Le traitement des échantillons au NP-40, avec un seuil de détection de

2,1.105 UFP, donne des résultats aussi médiocres que ceux obtenus lors de

l'hybridation de l'ARNg. Cette limite de détection est notamment 10 fois plus

élevée qu'avec les échantillons non traités. Dans ce cas, il est à noter que, lors

du dépôt des échantillons sur la membrane de nitrocellulose, nous avons

rencontré des problèmes de colmatage. Ceci nous a obligé à diluer fortement

les échantillons afin de favoriser leur aspiration qui, néanmoins, s'est avérée

plus ou moins complète. Ces difficultés peuvent en partie expliquer les

résultats décevants obtenus avec cette technique.

<

En conclusion de cette étude, la technique la plus sensible permettant la

détection du BECV à partir de cellules infectées requiert l'extraction des acides

nucléiques après traitement par la protéinase K.

Dans ce cas, un signal positif est observé jusqu'à la dilution 10-3, c'est-à­

dire pour un dépôt correspondant à un volume de la suspension virale non

diluée de 0,01 ~I. En tenant compte des résultats précédemment obtenus avec

l'ARNg, la présence de ce signal positif indique qu'il doit y avoir au moins

3 pg d'ARN viral dans l'échantillon déposé, soit 2,6.105 copies du génome et

par conséquent, 2,6.105 particules virales dans 0,01 ~l de surnageant de culture.

Le titre correspondant de la suspension virale devrait donc être de 2,6.1010

UFP1ml. Dans le meilleur des cas, après culture du BECV sur cellules HRT 18

et titrage par la technique des plages, des titres supérieurs à 2.109 UFP Iml

n'ont jamais été obtenus. En l'occurence, la suspension virale utilisée pour

cette étude indique un titre de 2,1.108 UFP/mI.

Il apparaît donc que, dans une suspension virale provenant d'une

culture de 3 jours sur cellules HRT 18, pour une particule virale infectieuse

détectée par titrage, il y aurait 100 particules non infectieuses.

Ces observations sont en accord avec celles de SHOCKLEY et al. (1987) qui

estiment que, dans une culture de cellules infectées, le nombre de particules
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non infectieuses est 100 à 400 fois plus important que celui des particules

infectieuses.

2.3 Hybridation moléculaire avec une sonde d'ADNc marquée à la
peroxydase

Lors du marquage d'une sonde radioactive, la structure de l'ADN n'est

pas modifiée. L'hybridation peut ainsi s'effectuer dans des conditions

optimales permettant la meilleure sensibilité. Cependant, la demi-vie du 32p

est courte (14,3 jours), ce qui nécessite la préparation fréquente de nouvelles

sondes. De plus, comme pour tous les radioisotopes, son utilisation impose

des contraintes qui limitent son emploi à quelques laboratoires (autorisation

administrative - manipulation délicate - stockage et élimination des

déchets...).

Devant ces inconvénients, nous avons envisagé de tester un des

nombreux systèmes de marquage non radioactif qui se sont développés depuis

quelques années.
La plupart des techniques utilisent un marquage indirect. Un

groupement chimique est introduit dans la sonde puis mis en évidence après

hybridation par un système de reconnaissance porteur du signal. Il s'agit, le

plus souvent, d'une enzyme détectée par son activité catalytique. C'est le cas

du système biotine-avidine (LEARY et al. - 1983 ; MURASUGI et WALLACE ­

1984) ou de procédés utilisant un analogue de base, la 5-bromo-désoxyuridine

(TRAINCARD et al. - 1983) ou la digoxigénine, détectés par un système

immunoenzymatique.

Certains procédés permettent actuellement de coupler directement de

manière covalente des enzymes à l'ADN, ce qui réduit au maximum les

étapes nécessaires à la détection des hybrides. C'est ainsi que RENZ et KURZ

(1984) ont mis au point un protocole de couplage de la péroxydase à l'ADN par

l'intermédiaire du glutaraldéhyde. Ce procédé, associé à un système de

détection par chimiluminescence (WHITEHEAD et al. - 1983), est à l'origine de

la mise au point d'un test de détection de l'hybridation moléculaire

commercialisé par AMERSHAM sous le nom de "ECL gene detection system".
Nous avons choisi d'expérimenter ce procédé en raison de sa rapidité

d'exécution et de sa sensibilité. Selon ENNS (1988), la sensibilité du marquage

par chimiluminescence serait équivalente à celle d'un marquage radioactif.
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La méthode de marquage de l'ADN consiste à modifier la péroxydase de

raifort par la parabenzoquinone et la polyéthyléneimine afin de créer des

charges positives favorisant sa fixation sur l'ADN chargé négativement.

l'enzyme modifiée est ensuite couplée à l'ADN dénaturé par l'intermédiaire

du glutaraldéhyde. Le rendement du marquage est en moyenne d'une

molécule d'enzyme pour 30 nucléotides.

Le protocole d'hybridation proprement dit est sensiblement identique à

celui utilisé avec les sondes radioactives.

Le tampon d'hybridation contient de l'urée, agent dénaturant qui permet

la formation de l'hybride à une température qui respecte la stabilité de

l'enzyme, soit 42°C au maximum. Une concentration en urée de 6 M

correspond à une concentration en formamide de 50 % à la température

d'incubation de 42°C. Un polymère inerte est ajouté au tampon d'hybridation.

Occupant un .certain volume, sa présence entraîne une augmentation de la

concentration de la sonde en solution avec, pour conséquence, une

amélioration du rendement d'hybridation. Ainsi, avec une sonde double-brin,

le rendement serait multiplié par un facteur 100 (ANDERSON et YOUNG ­
1988).

Les lavages sont réalisés dans du tampon de faible force ionique et saturé

en urée. TI n'est pas possible ici de faire varier la température au-delà de 42°C

pour les raisons invoquées précédemment.

Le principe de détection des hybrides est basé sur le phénomène de
chimiluminescence (fig. nO 21).

La péroxydase est utilisée pour catalyser l'oxydation du luminol en

présence de péroxyde d'hydrogène. Après oxydation, le luminol se trouve

dans un état activé et revient progressivement à son état fondamental en

produisant une émission lumineuse de couleur bleue pouvant

impressionner un film radiologique (WHITEHEAD et al. - 1983). Certains

composants, comme les dérivés du phénol, permettent d'augmenter

l'émission lumineuse d'un facteur 1000 (THORPE et al. - 1985 ;

MOT5ENBOCKER - 1988). Ces dérivés n'agissent pas en augmentant le

rendement quantique de la réaction mais régulent la réaction entre la

péroxydase, l'oxydant et le luminol, et seraient en fait des accélérateurs de

l'activité enzymatique (LUNDIN et HALLANDER - 1986).

Le protocole détaillé du marquage de la sonde, de l'hybridation et de la

détection du signal est décrit dans le chapitre "Matériel et Méthodes".
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Afin d'établir une comparaison entre sondes radioactives et

luminescentes, les différents paramètres intervenant dans la sensibilité de la

détection du BECV par hybridation moléculaire ont été testés. Toutes les

expérimentations ont été réalisées en déposant les échantillons selon la

technique du siot blot.

2.3.1 Etude de la sensibilité

2.3.1.1 Détection d'ARNg par hybridation avec la sonde 174

Des dilutions successives d'ARNg (100 ng à 0,1 pg) en tampon SSC 20X ou

en tampon contenant du NP-40 ont été déposées, après dénaturation, par la
technique de siot blot , sur une membrane de nitrocellulose, puis hybridées

avec la sonde 174 marquée à la péroxydase. Après développement de la

réaction de chimiluminescence, des films radiologiques ont été placés au

contact des dépôts pendant l, 2, 5 et 10 min.

Les autoradiogrammes sont présentés sur la fig. nO 22.

Considérons tout d'abord les dépôts d'ARNg réalisés en tampon SSC 20X.

Après un temps de contact de 1 min, l'autoradiogramme révèle 4 bandes

positives correspondant aux concentrations les plus fortes en ARNg.

Des temps d'exposition plus longs (2 à 5 min ou plus) renforcent

l'intensité de ces bandes mais favorisent également le développement d'un

bruit de fond uniforme sur l'ensemble des dépôts pouvant être à l'origine de

fausses interprétations.

Ce bruit de fond s'observant également avec un témoin négatif réalisé

avec du tampon de dépôt, il laisse supposer que la forte concentration en sels

de celui-ci intervienne dans ce phénomène. Par ailleurs, la firme

AMERSHAM signale que l'utilisation de certains appareils de dépôt par

aspiration peuvent endommager les membranes et peut être à l'origine

d'artéfacts gênants. Néanmoins, une lecture au bout d'un temps d'exposition

de 1 à 2 min permet d'évi ter en grande partie ce phénomène.

Dans ces conditions de temps d'exposition, la limite de détection est de

100 pg d'ARNg, soit 9.106 copies du génome. La sonde marquée à la péroxydase

et couplée au système de détection ECL serait donc approximativement 50 fois

moins sensible que la sonde radioactive capable, elle, de détecter 1,5 à 3 pg

d'ARNg.
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Comme nous l'avons constaté au cours de l'hybridation avec la sonde

radioactive, les dépôts d'ARNg en tampon NP-40 sont décevants. Un temps de

contact de 2 à 5 min est nécessaire pour faire apparaître une bande de faible

intensité correspondant à un dépôt de 100 ng d'ARNg.

2.3.1.2 Amplification du signal de détection en utilisant plusieurs sondes

Comme pour les sondes radioactives, et afin d'améliorer la sensibilité de

la détection, nous avons hybridé l'ARNg du BECV avec, d'une part, la sonde

174, et d'autre part, un mélange des sondes 174, 160, PG 7-8a et PG 7-8b.

L'autoradiogramme obtenu après 2 min d'exposition du film

radiologique est présenté sur la fig. nO 23.

Les résultats sont comparables à ceux obtenus avec les sondes

radioactives. L'hybridation avec le mélange de sondes conduit à une légère

augmentation de l'intensité du signal de détection dans le cas des dilutions les

plus fortes, ce qui permet une meilleure visualisation de ces bandes.

L'amplification du signal est cependant plus nette que lors de l'utilisation des

sondes radioactives.

2.3.2 Détection du BECV à partir d'une culture de cellules infectées

Nous avons reproduit la même expérimentation que lors de l'utilisation

de la sonde marquée au 32p en traitant parallèlement des suspensions de

cellules HRT 18 infectées ou non par du BECV ainsi que des suspensions de

rotavirus et de TGEV (fig. nO 24).

De plus, trois types de traitements ont été appliqués aux suspensions,
virales avant dépôt sur membrane de nitrocellulose et hybridation avec la

sonde 174 marquée à la péroxydase:

- dépôt direct des suspensions virales après dénaturation par chauffage.

-lyse des particules virales par action du NP-40.

- extraction des acides nucléiques après traitement par la protéinase K.
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En ce qui concerne le dépôt direct des échantillons, nous observons une

hybridation avec les deux plus fortes concentrations de BECV.

Cependant, les cellules HRT 18 non infectées donnent également une

réponse positive pour ces mêmes concentrations. Toutefois, l'observation de

l'intensité du signal donné avec les échantillons non dilués permet de faire la

différence entre les cellules infectées ou non. En effet, à la dilution 10-1, le

signal émis, identique dans les deux cas, ne peut être pris en compte. En

conséquence, la limite de détection du BECV, correspondant au dépôt de

l'échantillon non dilué, est de 2,1.106 UFP. De fausses réactions positives

s'observent également aux plus fortes concentrations avec les suspensions de

rotavirus et de TGEV.

Avec la technique de lyse des virus par le NP-40, la limite de détection du

BECV en culture cellulaire est également de 2,1.106 UFP. De fausses réactions

positives s'observent avec les suspensions non diluées de cellules HRT 18 non

infectées et de TGEV. Cependant, l'intensité du signal est trop faible pour

gêner l'interprétation de l'autoradiogramme. Les résultats obtenus avec cette

technique sont peu significatifs en raison des problèmes de colmatage

rencontrés pour le dépôt des échantillons sur la membrane de nitrocellulose,

comme nous l'avons déjà signalé précédemment.

Comme pour les expérimentations réalisées avec la sonde radioactive,

nous constatons que le procédé qui consiste, après traitement par la

protéinase K, à extraire les acides nucléiques, permet d'obtenir la meilleure

sensibili té.

La limite de détection du BECV, augmentée d'un facteur 100 par rapport

aux deux autres procédés de traitement des échantillons, est de 2,1.104 UFP. La

sensibilité est cependant 10 fois plus faible qu'avec la sonde radioactive qui

donne un signal positif jusqu'à une dilution correspondant à 2,1.103 UFP.

De plus, ce procédé d'extraction des acides nucléiques avant hybridation

présente l'avantage d'éviter l'apparition de faux positifs, liée sans doute à la

fixation non spécifique de la péroxydase sur les protéines présentes dans les

échantillons. En effet, aucun signal n'est détecté, quelle que soit la dilution, ni

avec les cellules HRT 18 non infectées, ni avec les suspensions de rotavirus et

de TGEV.



124

2.4 Application du test d'hybridation moléculaire à la recherche du BECV
dans les fécès

Ce test d'hybridation moléculaire présente un intérêt diagnostic en

biologie clinique. Aussi, nous avons envisagé son application potentielle à la

détection du BECV dans les fécès de veau. Pour cette expérimentation, nous

avons utilisé la sonde 174 marquée au 32p qui, comme montré

précédemment, s'est révélée plus sensible que la sonde marquée à la

péroxydase.

De plus, la détection du BECV dans les fécès de veaux étant actuellement

réalisée par la méthode ELISA, il était intéressant de comparer les résultats

obtenus par ces deux méthodes appliquées en parallèle aux mêmes
échantillons. fécaux.

Selon CRUCIERE (1988), la méthode ELISA permet de détecter 5 ng de

BECV. Si l'on assimile la masse moléculaire du BECV à celle du coronavirus

humain HCV-OC43 qui, d'après HIERHOLZER (1976), est de 18 ± 10-17g, et si

l'on considère qu'une particule infectieuse est l'équivalent d'une particule
physique, 5 ng correspondraient à 2.107 particules virales. Dans ce cas, la

technique d'hybridation moléculaire réalisée avec la sonde radioactive devrait

être 100 fois plus sensible que la technique EUSA.

Pour cette étude, trois prélèvements de fécès de veaux atteints d'entérite

nous ont été fournis par le laboratoire des services vétérinaires du

département de Meurthe-et-Moselle, qui a réalisé l'analyse microbiologique de

ces échantillons. Celle-ci a été effectuée par ~éthode immunoenzymatique

(TETRA KIT - Diagnostic Laboratoire LTP) permettant la mise en évidence

simultanée des coronavirus, rotavirus, Escherichia coli K 99 et

Cryptosporidium dans les matières fécales. Le principe du test consiste à

incuber le prélèvement avec des anticorps spécifiques adsorbés sur une phase

solide. La formation des immuncomplexes est révélée par des anticorps

monoclonaux conjugués à la péroxydase.

Les résultats de l'analyse immunologique sont rapportés dans le
tableau VII.

Ces échantillons ont été préparés, en vue de l'hybridation moléculaire,

selon le protocole décrit dans le chapitre "Matériel et Méthodes". Comme

pour la recherche du BECV dans le surnageant de culture cellulaire, trois types
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dilutions

[
pur ~>1',,"b.'

Fécès nO 1
10- 1

Fécès nO 2 [ pur

10- 1

Fécès n° 3 l
pur

~

10-1
; ;';~~i:~i\" .

,

Fig. nO 25: Détection du BECV dans les fécès de veau par hybridation
moléculaire avec la sonde 174 marquée au 32p.

Tableau VII : Analyse par test ELISA des échantillons fécaux

Coronavirus Rotavirus Cryptosporidium E. Coli K 99

Fécèsno 1 + - - -

Fécès n° 2 - - - -

Fécèsno 3 + + - -
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de dépôts ont été réalisés:

- dépôt direct des fécès après dénaturation par chauffage.

- dépôt après lyse des particules virales par le NP-40.

- dépôt des acides nucléiques extraits après traitement par la protéinase K.

Des quantités correspondant à la et 1 ~l de fécès ont été déposées par la

technique du sIat blat sur la membrane de nitrocellulose, puis hybridées avec

la sonde 174 marquée au 32p et dénaturée.

Les échantillons préparés pour la recherche directe du virus et ceux

traités au NP-40 ont une consistance qui rend très problématique leur dépôt

en sIat blat par aspiration. Le colmatage presque immédiat de la membrane ne

permet qu'un passage partiel des échantillons, même après dilution. Ces

protocoles ne peuvent donc pas être adoptés dans le cas de prélèvements
fécaux. Par conséqueht, seuls les acides nucléiques extraits après traitement par

la protéinase K ont été hybridés avec la sonde 174.

Les résultats de l'autoradiogramme sont présentés sur la fig. nO 25.

Un signal d'hybridation est observé pour les échantillons 1 et 3 révélant

la présence du BECV. Une réponse positive pour la dilution 10- 1

(correspondant à 1 ~l de prélèvement) montre que le test est suffisamment

sensible pour permettre la détection du BECV dans les fécès de veaux atteints

d'entérite. Aucune hybridation n'est détectée avec l'échantillon 2, témoin

négatif. On note ainsi une bonne corrélation entre les résultats obtenus par

hybridation moléculaire et par immunoenzymologie.

Ces essais, bien que portant sur un nombre restreint d'échantillons,

laissent à penser que la recherche du BECV dans les fécès de veaux peut être

envisagée par la technique d'hybridation moléculaire.

III - DISCUSSION

Cette étude a été consacrée au développement d'un test de détection du

BECV par hybridation moléculaire à l'aide d'une sonde d'ADNe.

3.1 Clonage de l'ARN génomique

Nous avons choisi de cloner l'ARNg du BECV en réalisant la synthèse

d'ADNe à partir d'amorces aléatoires ou oligo dT.
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Bien que le taux d'incorporation des dCTp32p soit très élevé dans le cas

des amorces aléatoires, les fragments d'ADNc synthétisés sont de taille

relativement modeste. Par contre, l'allongement des chaînes d'ADNe, à partir

d'une amorce oligo dT, s'est avéré nettement plus efficace, malgré l'existence

de zones préférentielles d'arrêt de transcription à l,S, 2 et 3 kb. Ces zones

correspondent vraisemblablement à des structures secondaires situées le long

de l'ARNg et s'observent de façon constante sur toutes les électrophorèses

réalisées.

Le taux de transformation obtenu avec les plasmides recombinés est assez

faible (102 CFU / Ilg de plasmide recombiné) en regard des taux de 103 à 104

relevés dans la littérature (FORDE - 1983b ; SAUNDERS et al. - 1984 ; BINNS et
al. - 1985b). Il semble que le clonage d'un hybride ARN-ADNc soit plus

difficile à réaliser que celui d'un duplex ADN-ADN obtenu après synthèse du

deuxième brin d'ADNc. Cependant, le procédé que nous avons choisi présente

en principe l'avantage de conserver l'intégralité de la séquence copiée

(WEISSENBACH et al. - 1986).

Après analyse des clones TetR - AmpS, la technique utilisant des amorces

aléatoires s'est avérée décevante, seuls des fragments de taille inférieure à

0,3 kb ont été clonés. BINNS et al. (1985b), par le même procédé, ont obtenu

des clones de taille comprise entre 0,6 et 3,5 kb. Ce résultat peut s'expliquer par

le fait que les polynucléotides de petite taille, très nombreux dans le cas

présent, sont statistiquement plus faciles à cloner que les grands fragments.

Les clones TetR - AmpS, obtenus avec les amorces oligo dT sont

davantage exploitables. Le plus grand insert obtenu mesure 2,2 kb. Le pBR322

ne permet pas l'insertion de fragments de grande taille. Les tailles maximales

relevées dans la littérature pour l'IBV se situent entre 3 et 5 kb (BOURSNELL

et al. - 1984; BINNS et al. - 1985a). Cependant, les 24 clones de taille comprise

entre 1 et 2,2 kb peuvent être retenus pour la préparation de sondes de

sensibilité satisfaisante.

3.2 Test d'hybridation moléculaire

Nous avons étudié les conditions d'utilisation de Pa technique

d'hybridation moléculaire en vue de la détection du coronavirus entérique

bovin.

L'hybridation moléculaire a été réalisée sur membrane de nitrocellulose,

soit par dépôt manuel de l'ARN viral suivant la technique du dot blot, soit à
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Tableau VIII: Analyse comparative des résultats obtenus avec les deux types
de marquage de la sonde d'ADNc 174.

Limite de détection

Marquage radioactif Marquage enzymatique

1 à 3 pg d'ARNg 100 pg d'ARNg
Sensibilité soit soit

2.1oS génomes 9.106 génomes

++
Spécificité +++ faux positifs avec les

échantillons non
déprotéinisés

BECV produit en culture de cellules HRT 18

Hybridation directe 2,1.104 UFP 2,1.106 UFP

Hybridation après lyse au NP-40 2,1.105 UFP 2,1.106 UFP

Hybridation après extraction 2,1.103 UFP 2,1.104 UFP
des acides nucléiques
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l'aide d'un appareil de dépôt par filtration sous vide suivant la technique du

slot blot.
Nous avons recherché le BECV dans le surnageant de culture de cellules

HRT 18 infectées et différents traitements des échantillons à hybrider ont été

envisagés afin d'optimiser la détection.

Deux types de marquage de la sonde d'ADNc ont été testés:
- marquage radioactif au 32p par la technique des amorces aléatoires et

détection par autoradiographie.

- marquage enzymatique par couplage à la peroxydase et détection par

chimiluminescence.

La sensibilité et la spécificité du test ont ainsi été définies pour chaque

type de sonde.

3.2.1 Etude de la sensibilité

3.2.1.1 Influence du marquage de la sonde sur la détection du signal
d'hybridation

La sonde d'ADNc 174 marquée au 32p permet de détecter de très petites

quantités d'ARN viral homologue, de l'ordre de 1 à 3 pg, soit

approximativement 2.105 génomes.

Le marquage enzymatique de la sonde, couplé au système de détection

ECL, ne permet pas d'atteindre la même sensibilité. Le seuil de détection,

50 fois plus élevé qu'avec la sonde radioactive, limite la détection à 100 pg

d'ARN viral, soit l'équivalent de 9.106 génomes (tableau VIII).

Cette diminution de la sensibilité s'observe également lors de

l'hybridation de la sonde avec l'ARN du BECV présent dans le surnageant de

culture de cellules HRT 18 infectées. Dans ce cas, la sonde marquée à la

péroxydase se montre 10 à 100 fois moins sensible que la sonde radioactive. De

plus, lors de l'hybridation avec les suspensions virales, directement ou après

lyse par le NP-40, le marquage enzymatique, contrairement au marquage

radioactif, entraîne l'apparition de faux positifs, ce qui contribue à élever le

seuil de détection. Dans ce cas, la sonde se fixe vraisemblablement, sans

sélectivité, sur les substances biologiques contenues dans l'échantillon. En
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effet, ce phénomène est évité par extraction des acides nucléiques après

traitement par la protéinase K.

3.2.1.2 Préparation des échantillons à hybrider

Nous avons montré que la détection directe du BECV dans le surnageant

de culture de cellules HRT 18, après simple dénaturation par la chaleur, est

possible. La littérature fait état d'observations similaires. C'est ainsi que

FLORES et al. (1983) ont constaté que le prétraitement des échantillons

biologiques avait peu d'incidence sur la détection du rotavirus qui peut être

détecté directement après dénaturation. Ce protocole est simple et rapide. Il

permet d'éviter la préparation du matériel et des tampons nécessaires à la

manipulation délicate des ARN et, en dépit de ces précautions, d'exposer le

génome viral à l'éventuelle action des RNases.

Cependant, comme nous l'avons constaté au cours des essais

préliminaires et confirmé par la sui te de ce travail, la détection est nettement

optimisée après traitement par la protéinase K, puis dépôt des acides

nucléiques extraits et purifiés (tableau VII!), bien qu'une partie du matériel

nucléique soit perdue au cours de cette étape d'extraction. Les protéines et

macromolécules, pouvant entrer en compétition avec l'ARN viral au niveau

des sites d'adsorption de la membrane de nitrocellulose, sont éliminées et

l'accessibilité de la sonde à l'ARN est ainsi facilitée.

L'hybridation moléculaire après lyse de particules virales par traitement

au NP-40. présente l'avantage d'éviter l'extraction des acides nucléiques.

Toutefois, ce procédé donne des résultats très médiocres, contrairement à ceux

de SHOCKLEY et al. (1987). Nous avons rencontré des difficultés pour

effectuer le dépôt en slot blot des échantillqns les plus concentrés dont la

viscosité entraîne un colmatage de la membrane de nitrocellulose. Ceci peut

expliquer que la détection soit inférieure à celle du dépôt direct d'une quantité

équivalente de suspension virale.

3.2.1.3 Mode de dépôt des échantillons

L'utilisation de l'appareil de dépôt en slot blot par filtration sous vide a

contribué à améliorer la sensibilité de la technique d'hybridation moléculaire

par une meilleure concentration de l'ARN cible sur la membrane de
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nitrocellulose. De plus, ce procédé, par sa rapidité, facilite le traitement en

série des échantillons. Cependant, des problèmes de colmatage, non résolus

même en diluant fortement les échantillons, limitent son utilisation.

3.2.1.4 Essai d'amplification du signal de détection avec un mélange de
plusieurs sondes

L'utilisation d'un mélange des sondes 174 ·et 160 codant pour les

protéines de la nucléocapside N et de la matrice M, ainsi que PG 7-8, codant

pour la protéine des peplomères S, n'a pas permis d'amplifier de façon

significative le signal d'hybridation. Il est possible que la présence de zones de

recouvrement de séquences entre les inserts 174 et 160 favorise le phénomène

de réassociation des fragments d'ADN en solution, au détriment de

l'hybridation sur la membrane. Cette réassociation doit être plus facile avec la

sonde radioactive, le marquage ne modifiant pas la structure de l'ADN,

qu'avec la sonde couplée à la péroxydase. Ceci permettrait d'expliquer que,

bien que discrète, l'amplification du signal de détection pour les

concentrations les plus faibles soit plus marquée avec la sonde enzymatique.

3.2.2 Etude de la spécificité

La sonde d'ADNc 174, dont la séquence nucléotidique correspond au gène

de la matrice M et à la plus grande partie de celui de la nucléocapside N, ne

s'hybride pas avec les acides nucléiques hétérologues comme l'ARN du

rotavirus ou les acides nucléiques des cellules HRT 18. Elle permet

l'identification spéci.fi.que de la souche F15 du BECV et cette reconnaissance

doit pouvoir s'étendre à la souche MEBUS dont la séquence nucléotidique,

dans cette région du génome, présente un haut degré d'homologie, voisin de

100 %, avec celle de la souche F15.

Cette reconnaissance ne s'étend pas à l'ensemble des membres de la

famille des Coronaviridae, comme le montre l'absence d'hybridation avec

l'ARN du TGEV. Ceci s'explique aisément par le faible pourcentage

d'homologie, inférieur à 50 %, existant entre les séquences nucléotidiques des

gènes codant pour les protéines N et M de ces deux coronavirus. Pour les

mêmes raisons, la sonde ne devrait pas vraisemblablement détecter l'ARN de
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Tableau X : Etude comparée des techniques de marquage et
d'hybridation moléculaire en fonction du type de sonde.

Marquage radioactif Marquage enzymatique

Marqueur 32p Péroxydase

Méthode de marquage Technique d'amorçage Couplage par l'intermédiaire du
au hasard glutaraldéhyde

100-200 ngd'ADN 200ngd'ADN
30 min à 37°C ou 10 min à 37°C
1 à 3 h à T.O.

Quantité d'ADN utilisée Ing/on2de~mbrane 5 ng/on2de ~mbrane

Préhybridation 1 à 2 h à 42°C 10 min à 42°C

Hybridation 1 nuit à 42°C sous agitation 1 nuit à 42°C sous agitation
formamide 50 % urée6M

Lavages 55°C 42°C
force ionique décroissante urée6M

faible force ionique

\

Détection Autoradiographie Chimiluminescence
24 à 72 h à - BO°C 1 à 5 min

Conservation des sondes Quelques jours à - 20°C 6 mois en glycérol 50 %
marquées à - 20°C
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l'IBV (KAPKE et BRIAN - 1986 ; LAPPS et al. - 1987 ; SHOCKLEY et al. - 1987)

(tableau IX). Cette constatation est à relier à la différence observée sur le plan

antigénique entre ces coronavirus appartenant à des groupes différents.

BECV - FIS

gène de la nucléocapside N

gène de la matrice M

MHV

72 %

79 %

TGEV

37 %

51 %

IBV

43 %

35 %

Tableau IX : Pourcentage d'homologie des séquences nucléotidiques des
gènes codant pour les protéines N et M du BECV vis-à-vis
de celles d'autres coronavirus

Par ailleurs, SHOCKLEY et al. (1987) ont montré qu'une sonde d'ADNc

correspondant à l'extrémité 3' du génome ne reconnaissait pas de façon

uniforme tous les coronavirus au sein du même groupe antigénique. Ces

auteurs constatent une hybridation avec le génome du HEC et du HCV OC43

mais pas avec le MHV. Ceci est surprenant quand on considère que les

séquences nucléotidiques du MHV et du BECV présentent plus de 70 %

d'homologies dans cette région du génome (PFLEIDERER et al. - 1986 ;

SPAAN et al. - 1988) (tableau IX).

Ainsi, l'utilisation de la technique d'hybridation moléculaire pourrait

être envisagée pour l'identification des différents groupes antigéniques au

sein de la famille des Coronaviridae. Il devrait également être possible, par le

choix judicieux des séquences nucléotidiques, de faire une discrimination

entre les membres d'un même groupe antigénique, comme le montre

l'absence d'hybridation avec l'ARN du MHV. Une connaissance plus

complète du génome des différents coronavirus devrait faciliter une telle

étude.

3.2.3 Intérêt comparé de l'utilisation des sondes enzymatiques et
radioactives

Comme nous l'avons constaté, le test de détection utilisant la sonde

radioactive présente une meilleure sensibilité que le test enzymatique.

Toutefois, la sonde marquée à la peroxydase et couplée au système EeL justifie

son emploi par certains critères. Ainsi, nous avons comparé les avantages et

les inconvénients des deux types de sonde, tant pour l'étape de marquage que

pour l'étape d'hybridation (tableau X).
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Le marquage enzymatique permet d'éviter tous les problèmes liés à la

manipulation des produits radioactifs. Il se caractérise par sa facilité d'emploi

et par sa rapidité aussi bien au cours du marquage que lors de l'étape

d'hybridation et de détection. Cependant, le signal ECL est d'interprétation

plus délicate que le signal autoradiographique. il engendre un bruit de fond

uniforme de nature à perturber la détection lorsque les dépôts sur la

membrane de nitrocellulose sont réalisés en tampon de force ionique élevée.

Un temps d'exposition de 1 à 2 min s'est révélé suffisant afin de minimiser ce

phénomène et permettre une détection optimale.

3.2.4 Intérêt potentiel en diagnostic

Nous avons montré, à partir de quelques échantillons fécaux, que la

technique d'hybridation moléculaire, réalisée avec la sonde 174 radioactive,

était suffisamment sensible pour permettre la détection du BECV dans les

fécès de veaux atteints d'entérite.

Cette détection est possible à partir de très petites quantités de fécès, de

l'ordre de 1~1. Ceci est en accord avec les résultats obtenus par SHOCKLEY et
al. (1987) pour la détection du TGEV dans des fécès de porcs inoculés

expérimentalement, ou par FLORES et al. (1983) pour la recherche du

rotavirus dans les selles d'enfants atteints de gastroentérites.

Toutefois, nous avons constaté qu'un traitement des échantillons par la

protéinase K, suivi de l'extraction des acides nucléiques avant dépôt, était

nécessaire afin d'éviter le colmatage de la membrane de nitrocellulose. De

plus, dans l'optique d'un marquage non radioactif de la sonde, un tel

traitement semble indispensable afin d'éviter, autant que possible, l'apparition

de faux positifs, comme nous l'avons montré avec le système de marquage

ECL.

L'analyse d'un plus grand nombre de prélèvements devrait nous

permettre, ultérieurement, de comparer la sensibilité de la technique

d'hybridation moléculaire avec d'autres procédés de détection utilisés en

diagnostic courant, en particulier avec les techniques d'immunodétection.
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RECHERCHE DU CORONAVIRUS ENTERIQUE BOVIN
DANS LE MILIEU HYDRIQUE

A ce jour, aucune étude n'a été publiée concernant le rôle joué par l'eau

et l'environnement dans l'apparition des entérites à coronavirus, sans doute

en raison des difficultés rencontrées pour la détection de ce virus dans des

milieux où il est présent en faible quantité. Aussi, sa recherche nécessite au

préalable une étape de concentration destinée à rassembler, sous un petit

volume, les particules virales initialement dispersées dans l'eau.

Dans ce but, nous avons testé deux techniques de concentration:

- un procédé basé sur le principe de l'immunoaffinité et jusqu'alors non

appliqué dans le domaine de la virologie des eaux.

- un procédé physique d'adsorption-élution sur poudre de verre.

La détection sera ensuite envisagée par inoculation à un système

cellulaire sensible afin de révéler leur pouvoir infectieux, ainsi que par

hybridation moléculaire.

1- DETECTION DU BECV DANS LE MILIEU HYDRIQUE APRES
CONCENTRATION PAR IMMUNOAFFINITE

Les immunoadsorbants sont couramment utilisés pour la purification et

des anticorps ou des antigènes (AVRAMEAS et TERNYNCK - 1969 ;

GUESDON et AVRAMEAS - 1976). Ainsi, l'anticorps (ou l'antigène)
\

immobilisé par liaison covalente et irréversible sur un support activé permet

de fixer de façon spécifique l'antigène (ou l'anticorps) contre lequel il est dirigé.

Le complexe antigène-anticorps est ensuite dissocié par une technique de

désorption non spécifique faisant intervenir des modifications du milieu telles

que des variations de pH ou de force ionique (BORDENAVE - 1977). Après

régénération, l'immunoadsorbant peut être réutilisé.

Nous avons envisagé d'appliquer ce principe à la recherche des

coronavirus dans le milieu hydrique en préparant un immunoadsorbant avec
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des anticorps spécifiquement dirigés contre les sites antigéniques de la particule

virale.
Cette étude s'est déroulée en deux étapes :

1 - l'obtention de l'immunoadsorbant comprenant

. le choix du support nécessaire à la réalisation de l'immunoadsorbant

. la purification d'un stock d'anticorps monoclonaux anti-coronavirus

bovin

. la préparation de l'immunoadsorbant : activation du support et

couplage des anticorps

2 - les essais de concentration sur l'immunoadsorbant du BECV dispersé

dans le milieu hydrique.

1.1 Obtention de l'immunoadsorbant

1.1.1 Choix de la matrice

Les techniques de chromatographie d'affinité sont habituellement

réalisées sur colonne. Cependant, la recherche des virus dans le milieu

hydrique suppose le maniement de grands volumes d'eau qu'il est

inconcevable, dans la pratique, de faire passer sur colonne, leur débit étant

faible et le risque de colmatage important. Il est donc nécessaire de mettre au

point un procédé permettant de maintenir l'immunoadsorbant en suspension

dans l'eau à analyser. Le problème se pose alors du choix du support qui doit

répondre à plusieurs critères:

- il doit être constitué de billes petites et nombreuses afin de favoriser au

maximum le contact entre les virus et l'immunoadsorbant.

- il doit pouvoir être activé afin de permettre la fixation des anticorps par

liaison covalente.

- ces billes étant dispersées dans un gral'\d volume d'eau, il est nécessaire

de pouvoir les rassembler facilement à la fin de la phase d'adsorption,

sans perte de matériel.

Les supports fréquemment utilisés en chromatographie d'affinité, tels que

le sépharose ou un mélange agarose-polyacrylamide, permettent le couplage

aisé des anticorps. De plus, leurs taille et densité assurent une bonne

répartition de l'immunoadsorbant dans l'échantillon d'eau. Toutefois, la

récupération du gel après dispersion est difficilement envisageable.
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Le Magnogel permet de répondre à cet impératif. Il s'agit d'un gel

magnétique permettant d'effectuer facilement les réactions d'affinité en

suspension (GUESDON et AVRAMEAS - 1977). Les billes de Magnogel, d'un

diamètre compris entre 60 et 140 !lm, sont constituées d'un gel mixte d'agarose

et de polyacrylamide dans lequel sont emprisonnés de petits cristaux de

magnétite.

Ce gel magnétique, mis en suspension, peut être facilement séparé du

milieu dans lequel il se trouve dispersé par immobilisation contre les parois

du récipient à l'aide d'un aimant. Le phénomène peut aisément être contrôlé

par simple observation à l'oeil nu, les billes étant colorées en noir par la

présence d'oxyde de fer.

Ainsi, le Magnogel est fréquemment utilisé pour des dosages

immunoenzymatiques, radioimmunologiques ou d'immunofluorescence car

son emploi permet de simplifier les manipulations en supprimant les

nombreuses centrifugations qu'implique ordinairement le lavage des gels.

En plus de ses propriétés magnétiques intéressantes, le Magnogel présente

l'avantage de pouvoir être activé aisément en utilisant les procédés de

couplage soit de l'agarose, soit du polyacrylamide. Notamment, il est possible

de l'activer par le glutaraldéhyde (GUESDON et al. - 1978). Ce support a donc

été choisi pour l'expérimentation.

1.1.2 Purification d'anticorps monoclonaux anti-coronavirus entérique
bovin

La conception d'une technique de concentration des virus, à partir du

milieu hydrique par immunoaffinité nécessite la production de grandes

quantités d'anticorps spécifiques. Depuis la mise au point de la technique

d'hybridation cellulaire par KOHLER et MILSTEIN (1975), il est possible de

produire en quantité illimitée des anticorps dits "monoclonaux" dirigés contre

un déterminant antigénique donné. Ces anticorps présentent l'avantage de

constituer des populations homogènes et monospécifiques, contrairement aux

populations d'anticorps obtenues à partir d'immunsérums traditionnels.

Utilisant les possibilités offertes par cette technologie, nous avons envisagé la

préparation d'un immunoadsorbant avec des anticorps monoclonaux dirigés

contre les déterminants antigéniques du BECV.
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Tableau XI : Spécificité des anticorps monoclonaux anticoronavirus entérique
bovin utilisés

Classe des Immunofluoœsœnce Séro- Activité
Hybridomes Immuno- indirecte neutralisation anti-GP

globulines 125
produites

BECV BECV
C 110 F15 NCDCV C110 F 15

4 IgG2a + + + + + +

120 IgG2a + + + - - +

18 IgG2a + + + + + +
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1.1.2.1 Origine des anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux utilisés nous ont été fournis par

VAUTHEROT (INRA - Jouy-en-Josas).

Afin d'élargir le spectre de spécificité de l'immunoadsorbant, il a semblé

préférable d'utiliser un cocktail d'anticorps monoclonaux. Les caractéristiques

des immunoglobulines secrétées par les hybridomes sélectionnés pour la

réalisation de ce travail sont rassemblées dans le tableau XI (ROSETO et al. ­
1982; VAUTHEROT et al. - 1984).

Ces immunoglobulines appartiennent toutes à la classe des IgG2a. Elles

réagissent positivement en immunof1uorescence indirecte vis-à-vis des

souches françaises G 110 et F15 du BECV, ainsi que vis-à-vis de la souche

américaine NCDCV. Toutes possèdent une spécificité anti-GP125
(glycoprotéine constitutive des spicules - Mr 125 000 ). De plus, les anticorps

produits par les hybridomes C6 et J8 sont neutralisants vis-à-vis des

coronavirus G 110 et F 15.

Des quantités importantes de ces anticorps monoclonaux ont été obtenues

par inoculation des hybridomes à des souris Balb/c (ROSETO et al. - 1982). Les

liquides d'ascite ainsi obtenus ont servi de base pour la préparation d'anticorps

monoclonaux purifiés.

1.1.2.2 Purification des anticorps monoclonaux

Etant donné l'hétérogénéité des liquides d'ascite, il est souhaitable de

séparer les anticorps monoclonaux des autres constituants présents dans

l'ascite avant de les utiliser pour la réalisation d'un immunoadsorbant.

L'isolement à l'état pur et avec de bons rendements d'immunoglobulines

de souris est aléatoire par les méthodes ~hromatographiques classiques.

Cependant, les travaux de différents chercheurs (EY et al. - 1978; CHALON et
al. - 1979 ; MACKENZIE et al. - 1978) ont montré que certaines classes et sous­

classes d'immunoglobulines du sérum ou d'ascite de souris pouvaient être

purifiées par chromatographie d'affinité sur colonne de protéine A-sépharose.

La protéine A (isolée de la paroi cellulaire de Staphylococcus aureus ) présente

la propriété de pouvoir se combiner au fragment Fc des IgG provenant de

différentes espèces de mammifères (KRONVALL et al. - 1970) et notamment de

la souris. Ainsi, les IgG1, IgG2a, IgG2b et IgG3 de souris se fixeraient sur la
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Fig. n° 26 : Profil de purification de l'ascite 120 sur protéine A - sépharose.
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protéine A avec, cependant, des degrés différents d'affinité (LANGONE - 1982).

En revanche, les IgM, IgA, IgE ne se combineraient pas ou peu à la protéine A

Les anticorps monoclonaux en notre possession étant des IgG2a, nous les
avons purifiés par ce procédé. Les liquides d'ascite ont tout d'abord subi une

prépurification par précipitation au sulfate d'ammonium à demi-saturation.
Après ajustement à pH 8, la purification a été réalisée par passage sur

colonne de protéine A-sépharose selon la technique proposée par EY et al.
(1978) dont le protocole est décrit dans le chapitre "Matériel et Méthodes".
Selon ces auteurs, dans des conditions de non saturation de la colonne, il est

théoriquement possible de fixer 20 mg d'IgG/ml de gel. Toutes les IgG se fixent

par leur fragment Fc à la protéine A, les autres constituants de l'ascite étant
éliminés dans l'effluent. A l'issue de la fixation, la colonne est lavée et les IgG
sont éluées successivement à pH 6, pH 4,5 et finalement à pH 3,5. En effet, EY et
al. ont montré qu'en faisant varier le pH de l'élution, il était possible d'éluer
séparément et d'obtenir ainsi à l'état pur les différentes sous-classes d'lgG.

Ainsi, les IgGl seraient éluées à pH compris entre 6 et 7, les IgG2a à pH compris

entre 5 et 4,5 et les IgG2b à pH compris entre 4 et 3,5.

Ce procédé de purification a tout d'abord été testé sur une ascite contenant

les anticorps monoclonaux 120 avant d'être appliqué systématiquement à

l'ensemble des ascites. Un contrôle des différentes étapes de la purification,
puis de l'activité biologique des anticorps monoclonaux ainsi isolés, a été
réalisé pour chaque type d'ascite.

Nous présentons ici, à titre d'exemple, les résultats obtenus pour la

purification d'une fraction aliquote (2 ml) d'une ascite 120.

1.1.2.2.1 Profil de purification d'une ascite, ho

Le profil d'élution obtenu (fig. nO 26) met en évidence trois pics

d'absorption de la lumière en UV. Le matériel biologique non retenu par la

protéine A est rassemblé dans l'effluent et le liquide de lavage de la colonne à

pH 8 (pic d'élution 1). Quant au matériel fixé sur la protéine A, en principe des

IgG, une petite quantité est éluée à pH 6 (pic d'élution 2) et la plus grande partie

à pH 4,5 (pic d'élution 3). Aucune protéine n'est éluée à pH 3,5 ou 3.
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Fig. nO 27 : Electrophorèse en gel de polyacrylarnide - SDS des fractions
obtenues au cours de la purification des 19G présentes
dans une ascite 120.

M : marqueurs de Mr
A: ascite 120 prépurifiée diluéeau 1/10
B : pic d'élution 1 (pH 8)
C : pic d'élution 2 (pH 6)
D : pic d'élution 3 (pH 4,5)
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Après concentration (2 mg/ml) et dialyse de l'ensemble des fractions

correspondant à chaque pic d'élution, différents tests ont été envisagés. TI est en

effet indispensable de :

- vérifier que toutes les IgG se sont bien fixées sur la protéine A et que le

pic d'élution 1 n'en contient pas.

- contrôler que les IgG ainsi isolées sont pures et qu'elles ont conservé

leur activité biologique spécifique vis-à-vis du BECV.

1.1.2.2.2 Contrôle de qualité des IgG purifiées

Trois contrôles ont été efffectués :

- contrôle de la pureté des IgG obtenues

- caractérisation de la sous-classe à laquelle elles appartiennent

- contrôle de leur activité biologique

a) Contrôle de pureté

Le degré de purification des immunoglobulines a été évalué par

électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS, réalisée dans des conditions
dénaturantes et suivie d'une coloration au nitrate d'argent, selon le protocole

décrit dans le chapitre "Matériel et Méthodes".

L'électrophorégramme de l'ascite prépurifiée, diluée au 1/10, ainsi que des

différentes fractions d'élution obtenues après purification sur protéine A­

sépharose, est présenté sur la fig. nO 27.

Il est ainsi possible de constater que, bien que prépurifiée, avant passage

sur protéine A-sépharose, l'ascite est encore fortement chargée en matériel

protéique varié (électrophorégramme A).

En revanche, les électrophorégramples C et D, correspondant

respectivement aux liquides d'élution à pH' 6 (pic d'élution 2) et 4,5 (pic

d'élution 3), présentent essentiellement deux bandes protéiques majeures

correspondant aux chaînes lourdes et légères des IgG. TI est à remarquer que le

pic d'élution 3 est nettement plus riche en IgG que le pic 2, comme le laissait

supposer la courbe d'enregistrement d'absorbance. Ainsi, la pureté des IgG

isolées à pH 6 et 4,5 est pratiquement voisine de 100 %, la quasi totalité du

matériel protéique autre que les IgG étant éliminée dans l'effluent et le liquide

de lavage de la colonne à pH 8 (pic d'élution 1 - électrophorégramme B).
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Fig. nO 28 : Caractérisation des IgG isolées après purification sur
protéine A - sépharose par double diffusion en milieu gélifié.

A : ascite prépurifié 120
B : pic d'élution 1 (pH 8)
C : pic d'élution 2 (pH 6)
D: pic d'élution 3 (ph 4,5)
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Le rendement de la technique est donc satisfaisant puisque pratiquement

aucune trace d'IgG ne peut être détectée dans l'effluent à pH 8. Toutefois si,

dans les conditions expérimentales précitées, toutes les IgG se fixent sur la

protéine A, nous ne pouvons pas affirmer qu'elles sont bien éluées en totalité

à pH acide. Nous pouvons cependant préciser qu'il est possible d'utiliser une

même colonne de protéine A-sépharose 20 fois de suite sans observer la

moindre baisse du rendement d'adsorption.

b) Çaractérisation des 19:~urifiées

La sous-classe des IgG isolées a été déterminée par la technique de

précipitation par double diffusion en milieu gélifié, selon la méthode

d'OUCHTERLONY.

Une fraction aliquote de l'ascite prépurifiée, ainsi que des différents pics

d'élution obtenus après purification sur protéine A-sépharose, a été mise en

présence des anticorps anti-IgG de souris des différentes sous-classes: anti-IgGl,

IgG2(v IgG2b, IgG3'

Les arcs de précipitation obtenus sont présentés sur la fig. nO 28.

Conformément à notre attente, des IgG2a ont été identifiées dans l'ascite

prépurifiée ainsi que dans la fraction éluée à pH 4,5 (pic d'élution 3), mais

également en faible quantité dans celle éluée à pH 6 (pic d'élution 2). L'effluent

de la colonne à pH 8 (pic d'élution 1) n'en contient pas, ce qui confirme les

observations faites après électrophorèse sur gel de polyacrylamide-SDS.

Outre les IgG2a attendues; des IgGl ont été mises en évidence dans l'ascite

prépurifiée ainsi que dans le liquide d'élution à pH 6 (pic d'élution 2),

conformément aux travaux de EY et al. (1978).

Des IgG3 ont également pu être identifiées dans l'ascite avant purification

mais ne se retrouvent dans aucune fraction d'élution. Il est possible que leur

concentration soit insuffisante pour permettre leur détection après dilution, à

moins que leur élution ne soit progressive? L'élution des IgG3 en fonction du

pH n'est pas envisagée par EY et al. D'autres auteurs réalisant l'élution avec un

gradient de thiocyanate de sodium (MACKENZIE et al. - 1978; CHALON et al. ­
1979) indiquent que, dans ces conditions, les IgG3 s'éluent en dernier lieu, après

les IgG2b.

Aucune immunoglobuline de sous-classe IgG2b n'a été décelée en accord

avec le profil de purification obtenu qui montre l'absence d'élution de toute

protéine à pH 3,5, pH d'élution des IgG2b .
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Tableau XII : Contrôle de l'activité biologique des IgG purifiées
par immunofluorescence indirecte (IFI) et ELISA.

titre en IFI Titre en ELISA

Ascite 120 prépurifiée 1.104 1,6.105

Pic d'éJution 1 <pH 8) 10 0

Pic d'élution 2 <pH 6) 6,4.102 1.104

Pic d'élution 3 <pH 4,5) 2,56.103 4.104
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c) Contrôle de l'activité biologique des IgG purifiées

L'activité biologique spécifique des IgG purifiées a été testée vis-à-vis du

BECV souche Gll0 d'une part, par immunofluorescence indirecte et, d'autre

part, par la technique ELISA, selon le protocole décrit dans le chapitre

l'Matériel et Méthodes" (VAUTHEROT et al. - 1981).

Les titres obtenus tant en immunofluorescence indirecte (IF!) qu'en

ELISA, avec l'ascite prépurifiée ainsi qu'avec les différentes fractions éluées à

pH 8, 6 ou 4,5, sont rassemblés dans le tableau XII.

Nous constatons une bonne corrélation entre les résultats obtenus en IF!

et par la technique ELISA bien que cette dernière méthode paraisse plus

sensible.

L'absence quasi totale d'activité anti-coronavirus dans l'effluent à pH 8

confirme, comme l'a montré l'électrophorégramme, que toutes les IgG se

fixent sur la protéine A.

Les titres des fractions éluées à pH 6 et 4,5 indiquent la présence

d'immunoglobulines spécifiques du BECV et permettent de confirmer que, si

la majorité des IgG2a sont éluées à pH 4,5, une faible proportion d'entre elles le

sont à pH 6. Ces résultats montrent également que l'activité biologique

spécifique de ces immunoglobulines n'est pas altérée par passage sur colonne

de protéine A-sépharose.

En conclusion, l'analyse de l'électrophorégramme, complétée par la

caractérisation des IgG isolées dans chaque fraction d'élution après purification

par passage sur colonne de protéine A-sépharose, montre que la totalité des

anticorps monoclonaux de classe IgG2a contenus dans l'ascite de souris se

fixent sur la protéine A. Les constituants autres que les immunoglobulines

sont éliminés dans l'effluent de la colonne à pH 8. Les IgG2a sont éluées à l'état

pur à pH 4,5. Une petite proportion cependant, éluée à pH 6, se trouve

contaminée par des IgGl' Pour cette raison, nous n'avons retenu que les

fractions éluées à pH 4,5.

Les titres en anticorps obtenus au cours des tests immunologiques (IF! et

ELISA) montrent que l'activité biologique des immunoglobulines purifiées

n'est pas altérée par la purification.
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Fig. nO 29 : Schéma réactionnel de l'immobilisation des anticorps
sur le Magnogel-AcA 44 par couplage au glutaraldéhyde.
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Ainsi, ce protocole de purification a été appliqué à l'ensemble des ascites à

traiter. Le rendement moyen de purification nous a permis d'obtenir 2,5 mg

d'lgG2a purifiées par ml d'ascite, la production variant de 1 à 5 mg/ml suivant

les ascites.

1.1.3 Obtention de l'immunoadsorbant

Elle consiste à immobiliser les anticorps (ou ligand) sur le support par

l'intermédiaire d'un agent de couplage.

Le ligand utilisé a été constitué par :

- soit un mélange équimoléculaire des anticorps monoclonaux C6, 120 et J8
purifiés, à la concentration de 5 mg d'IgG/ml de Magnogel.

- soit un mélange des ascites contenant ces mêmes anticorps mais

simplement prépurifiés par précipitation au sulfate d'ammonium et

employées à raison de 5 mg de protéines/ml de gel.

Le choix du support, discuté précédemment, nous a amené à employer du

Magnogel-AcA 44 déjà préactivé au glutaraldéhyde.

Cet agent de couplage réagit sur les fonctions amides du polyacrylamide,

puis avec les anticorps selon le schéma réactionnel indiqué sur la fig. nO 29. Le

glutaraldéhyde présente l'avantage de Permettre un couplage à un pH voisin

de la neutralité par l'intermédiaire de liaisons très stables, que ce soit par une

réaction d'addition de Michael ou par formation d'une base de Schiff

(AVRAMEAS et TERNYNCK - 1969 ; WESTON et AVRAMEAS - 1971 ;

MONSAN et al. - 1975). D'autre part, il constitue, par aldonisation, des

oligomères conduisant à la formation de bras de longueur variable (n variant

de 0 à 3) présentant l'avantage d'éloigner le ligand de la matrice.

Le couplage du gel activé avec les anticorps monoclonaux s'est déroulé en

4 étapes dont les détails techniques sont décrits dans le chapitre ''Matériel et

Méthodes". Ce procédé nous a permis de fixer en moyenne 2 mg d'anticorps

monoclonaux purifiés/ml de Magnogel ou 3 mg de protéines/ml de gel dans le

cas d'ascites prépurifiées.
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Tableau XIII : Concentration du BECV par passage sur îmmunoadsorbant.
Elution par l'eau distillée ou en tampon glycine pH acide.

A : Immunoadsorbant préparé avec des anticorps monoclonaux purifiés.
B : Irnrnunoadsorbant préparé avec des ascites prépurifiées.

Elution par l'eau distillée Elution en tampon glycine pH 2,8

A B A B

Inoculum viral en UFP 1,54.108 1,54.108 1,2.108 1,2.108

Rendement d'adsorption
en% 79 86 83 94

Elution des virus
- UFP 0 24 1,68.104 1,95.106
- rendement en % 0 =0 0,01 1,7

.
Rendement d'adsorption-
élutionen % 0 =0 0,01 1,6

Présence de virus en lUl lUl KIl nombreu~

microscopie électronique détectée détectée détectée particules
virales très

abîmées



151

1.2 Concentration des coronavirus par immunoaffinité

Cette étude a eu pour but l'isolement du BECV, à partir d'échantillons

d'eau expérimentalement contaminés, à l'aide d'un immunoadsorbant

magnétique dispersé dans ces échantillons.

Pour ce faire, il était nécessaire d'analyser successivement:

- les conditions de fixation spécifique du BECV sur l'immunoadsorbant

par formation d'un complexe Ag-Ac.

- les conditions d'élution permettant la dissociation du complexe Ag-Ac et

la récupération des virus isolés ainsi que leur caractérisation.

Le protocole détaillé des expérimentations est décrit dans le chapitre

"Matériel et Méthodes".

1.2.1 Fixation du BECV sur l'immunoadsorbant

Cette étude a été réalisée en se plaçant dans des conditions optimales pour

effectuer une réaction d'affinité en suspension, le gel magnétique devant

représenter 1/5 à 1/20 du volume total de l'échantillon. Ainsi, 3 ml

d'immunoadsorbant ont été mis en suspension dans 20 ml de PBS contaminés

par du BECV (::: 108 particules virales), le gel magnétique pouvant être ajouté à

l'échantillon aqueux sans préparation particulière ni dégazage. Après un

contact de 1 h, les propriétés magnétiques du gel ont été exploitées permettant

une séparation de la phase solide et de la phase liquide par immobilisation de

l'immunoadsorbant le long de la paroi du tube à l'aide d'un champ

magnétique. La détermination par titrage du nombre des virus introduits au

départ, puis retrouvés dans la phase liquide après fixation, a permis d'évaluer

le nombre des particules virales immobilisées, sur l'immunoadsorbant.

Les résultats obtenus sont présentés sur le tableau XIII.

Moins de 20 % des particules virales sont mises en évidence dans la phase

liquide par titrage. Ceci laisse supposer que 79 à 94 % des virus sont retenus sur

l'immunoadsorbant, que celui-ci soit préparé avec des anticorps monoclonaux

purifiés ou avec des ascites simplement précipitées au sulfate d'ammonium.

Le BECV est stable en tampon PBS et à température ambiante pendant la durée

de l'expérimentation. Toutefois, il ne faut pas exclure la possibilité d'une

dégradation des particules virales lors de l'agitation en présence de Magnogel,
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entraînant une sous-estimation par titrage du nombre des virus subsistant

dans la phase liquide et par conséquent non "capturés" sur

l'immunoadsorbant.

1.2.2 Elution du BECV de l'immunoadsorbant

La dissociation du complexe Ag-Ac implique, dans le cas présent, l'emploi

d'une technique de désorption non spécifique faisant intervenir

habituellement des tampons modifiant les forces de liaison Ag-Ac (variation

de pH, force ionique). Même si les particules virales éluées sont replacées

immédiatement dans un milieu physiologique après dissociation, ces

conditions dénaturantes risquent d'avoir une incidence négative sur leur

pouvoir infectieux. Pour cette raison, nous avons envisagé, tout d'abord, de

tester un procédé de désorption par l'eau distillée, le BECV étant tout à fait

stable dans ce milieu.

1.2.2.1 Elution par l'eau distillée

TERNYNCK et AVRAMEAS (1971), dans une étude de l'influence des

électrolytes et de l'eau distillée sur les complexes Ag-Ac, ont montré que des

anticorps fixés sur un immunoadsorbant pouvaient être élués par l'eau

distillée. BUREAU et DAUSSANT (1981) indiquent par ailleurs que cette

dissociation n'est efficace que lorsque l'étape d'élution est retardée de quelques

heures, par rapport à la phase de fixation. L'efficacité de la désorption, après

cette phase de repos, est indépendante de la quantité d'antigène (ou

d'anticorps) immobilisée sur l'immunoadsorbant. Elle peut être réalisée à 4°C

bien que le meilleur rendement soit obtenu à 20°C.

Dans une première expérimentation, après adsorption des virus sur un

immunoadsorbant préparé avec des anticorps monoclonaux purifiés suivie

d'une période de repos d'une nuit, l'élution a été réalisée par 2 volumes d'eau

distillée, sous agitation douce et à température ambiante. Comme l'indiquent

les résultats présentés sur le tableau XIII colonne A, aucun virus élué n'a pu

être mis en évidence par titrage sur cellules HRT 18.

Supposant que l'immunoadsorbant présentait une trop forte affinité pour

le BECV, nous avons envisagé de diminuer la charge en anticorps

monoclonaux du gel. Ainsi, une deuxième expérimentation, identique à la



153

précédente, a été réalisée avec un immunoadsorbant préparé avec des ascites

prépurifiées et, donc, encore fortement chargées en protéines autres que les

IgG. A part quelques rares particules virales mises en évidence par titrage, cette

modification n'a pas permis d'améliorer le rendement de l'élution (tableau XIII

colonne B).

BUREAU et DAUSSANT (1981) ont montré que cette période de repos

entre les phases de fixation et d'élution devait durer au moins 3 h, la

désorption étant longue à démarrer. Cependant, cette durée peut être variable

suivant le complexe Ag-Ac considéré. Ainsi, nous avons repris la même

expérimentation en faisant varier la durée de la phase d'interruption de a- 3 ­

8 - 15 et 24 h. Dans tous les cas, les résultats ont été identiques à ceux présentés

dans le tableau XIII, seules de rares particules virales étaient retrouvées dans

l'éluat après inoculation sur cellules HRT 18.

Par ailleurs, aucune particule virale n'a été mise en évidence par

observation en microscopie électronique des éluats, le nombre des virus étant

inférieur au seuil de détection de la technique (105 à 106 particules virales).

Nous avons alors été amenés à envisager des conditions d'élution plus

drastiques.

1.2.2.2 Elution en tampon glycine pH acide

L'abaissement du pH en dessous de 3 permet souvent la désorption. Cette

technique a été utilisée par AVRAMEAS et al. (1983) au cours de travaux

similaires avec les poliovirus. Le BECV étant, selon SHARPEE et al. (1976),

stable à pH 3, ce procédé a été mis en oeuvre.

Les expérimenta tions ont été reprises à l'aide des deux types

d'immunoadsorbant. L'élution a été réalisée en deux phases successives de

la min, à la température de 4°C, avec un tampon HCI-glycine 0,5 M pH 2,8

pour l'élution proprement dite, puis pH 2,2 afin de régénérer

l'immunoadsorbant. Les deux éluats recueillis et immédiatement neutralisés

ont été rassemblés et titrés en même temps que la suspension virale de départ.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XIII.

Le pourcentage des virus élués, obtenu par titrage, est très faible et

inférieur à 2 %. Il semble cependant que les virus se désorbent plus facilement
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Nombre d'utilisations successives
de l'immunoadsorbant

Fig. nO 30 : Capacité d'adsorption de l'immunoadsorbant après
plusieurs utilisations successives.

L3 Immunoadsorbant préparé avec des anticorps
monoclonaux purifiés.

EL] Immunoadsorbant préparé avec des ascites
prépurifiées.
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de l'immunoadsorbant préparé avec des ascites prépurifiées plutôt qu'avec des

anticorps purifiés. Toutefois, ce résultat ne rend compte que des particules

virales infectieuses et non de celles qui, bien que éluées, seraient inactivées ou

dégradées au cours de l'expérimentation en raison, notamment, des variations

de pH. Nous avons constaté par ailleurs une dégradation des tapis cellulaires

ayant reçu l'éluat à l'état pur, que celui-ci soit ou non contaminé (témoin

négatif).

L'observation en microscopie électronique des éluats confirme les

résultats obtenus en culture cellulaire:

- aucune particule virale n'est observée dans l'éluat obtenu à partir de

l'immunoadsorbant préparé avec des anticorps monoclonaux purifiés,

ceci est en relation avec le petit nombre des virus élués mis en évidence

par titrage.
- dans le cas de l'immunoadsorbant préparé avec des ascites prépurifiées,

de nombreux virus, de l'ordre de 107, ont été observés dans l'éluat. Cette

estimation, bien que peu précise, est supérieure au résultat obtenu par

titrage (= 106). Ceci s'explique aisément par le fait que les particules

virales observées étaient, dans leur ensemble, très abîmées, ayant perdu

la totalité de leurs spicules longs restés vraisemblablement sur

l'immunoadsorbant, et par conséquent, incapables de s'adsorber sur les

cellules HRT 18.

1.2.2.3 Capacité de régénération de l'immunoadsorbant

Nous avons étudié la capacité de réutilisation des immunoadsorbants

employés dans l'expérimentation précédente. Ainsi, 4 expérimentations de

fixation ont été réalisées successivement en régénérant l'immunoadsorbant

entre chaque expérimentation.

Les résultats obtenus sont rassemblés sur la fig. nO 30 :

- une perte sensible des capacités d'adsorption du gel est observée avec

l'immunoadsorbant préparé avec des anticorps monoclonaux purifiés,

le rendement d'adsorption passant de 82 à 38 %.

- cette diminution des capacités d'adsorption est moins marquée avec

l'immunoadsorbant préparé avec des ascites prépurifiées, un

rendement d'adsorption de 66 % étant encore obtenu après 4

utilisations.
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1.3 Discussion

Cette étude a eu pour but de détecter la présence de BECV dispersés dans
un échantillon aqueux (tampon PBS) en utilisant une méthode

d'immunoaffinité. L'immunoadsorbant a été obtenu par fixation d'anticorps

monoclonaux dirigés contre les déterminants antigéniques du BECV sur un

support constitué par un gel magnétique.

1.3.1 Fixation du BECV sur l'immunoadsorbant

Le pourcentage élevé (79 à 94 %) des particules virales immobilisées sur le

gel après la phase d'adsorption montre que la réaction d'affinité est réalisable

en suspension.

Toutefois, ces résultats ont été obtenus dans des conditions optimales de

concentration du gel dispersé dans l'échantillon aqueux 0/6 du volume total).

Il n'est pas possible, dans l'état actuel de notre expérimentation, de prévoir

comment évoluera ce rendement d'adsorption si l'on augmente le volume de

l'échantillon aqueux, réduisant ainsi les probabilités de rencontre entre

l'anticorps et l'antigène, et ceci malgré la grande affinité des anticorps

monoclonaux vis-à-vis de la particule virale. Certes, ils sera toujours possible

d'augmenter la quantité de l'immunoadsorbant afin de l'adapter au volume de

l'échantillon d'eau à analyser. Toutefois, ceci suppose une consommation

accrue d'anticorps monoclonaux et de magnogel. Le coût de l'expérimentation

serait alors trop élevé pour pouvoir envisager une utilisation à grande échelle.

Le rendement de fixation obtenu avec l'immunoadsorbanC préparé à

partir d'ascites simplement précipitées au sulfate d'ammonium, est aussi

satisfaisant et même sensiblement plus performant que celui obtenu avec les

anticorps monoclonaux purifiés. Or, nous a\{ons constaté par électrophorèse

sur gel de polyacrylamide-SDS, qu'après précipitation au sulfate d'ammonium,

les ascites sont encore très chargées en protéines qui entrent en compétition

avec les immunoglobulines sur les sites de fixation du magnogel activé. Les

rendements élevés obtenus dans ce cas peuvent s'expliquer par une meilleure

dispersion des immunoglobulines sur les perles du gel réduisant les

encombrements stériques.

Une diminution de la concentration en anticorps fixés sur le gel, sans

modification du rendement d'adsorption, met en évidence la grande affinité

de l'immunoadsorbant pour le BECV.
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Ces résultats montrent que la purification des anticorps monoclonaux

n'est pas indispensable à la préparation de l'immunoadsorbant. Une simple

précipitation des ascites au sulfate d'ammonium est suffisante et plus rapide.

Dans ce cas, il est cependant nécessaire d'effectuer un titrage des anticorps

monoclonaux avant utilisation, la richesse des ascites en anticorps étant très

variable.

1.3.2 Elution du BECV de l'immunoadsorbant

Si la fixation du BECV sur l'immunoadsorbant est satisfaisante, son

élution est problématique. Il s'est avéré impossible d'obtenir la désorption du

virus par l'eau distillée, que ce soit en réalisant l'élution immédiatement après

la phase de fixation ou en intercalant une période d'attente de durée variable

entre les deux phases. De plus, même en utilisant des moyens drastiques
comme un pH très acide (pH 2,2), l'élution est difficile et n'est réellement

effective qu'avec l'immunoadsorbant préparé avec des ascites prépurifiées.

La chute du rendement d'adsorption, observée lors de l'utilisation répétée

d'un même immunoadsorbant, est le reflet indirect de ces difficultés d'élution.

Cette diminution du rendement de fixation après 4 utilisations successives est

surtout marquée (de 82 à 38 %) pour l'immunoadsorbant préparé avec des

anticorps purifiés pour lequel aucune élution n'a pu être mise en évidence par

microscopie électronique. Les difficultés de régénération du gel expliquent ces

résultats.
La diminution du rendement est plus discrète (de 94 à 66 %) avec

l'immunoadsorbant présentant une moins grande capacité de liaison au BECV

et pour lequel la microscopie électronique a pu mettre en évidence une élution

partielle des virus à pH acide. Dans ce cas cependant, les particules virales ont,

dans leur grande majorité, perdu leurs spicules et sont trop endommagées

pour être mises en évidence par titrage sur cellules HRT 18.

De plus, les cellules HRT 18 mises en contact avec les éluats non dilués

présentent des signes d'intolérance contribuant à les rendre peu réceptrices à

l'infection.

En conclusion, la méthode d'immunoaffinité appliquée à la

concentration du BECV à partir du milieu hydrique se révèle décevante. En

effet, si la fixation du virus est envisageable, sa récupération par dissociation

du complexe Ag-Ac est pratiquement négligeable. De plus, le procédé est long,
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lourd à mettre en oeuvre et coûteux (production d'anticorps monoclonaux ­

utilisation de Magnogel). De ce fait, nous nous sommes tourné vers un

procédé plus classique, ayant fait ses preuves dans le domaine de la virologie

des eaux. Il est basé sur une adsorption passive des particules virales sur un

support de verre, faisant intervenir de simples interactions physiques, moins

fortes que les liaisons immunologiques, ce qui devrait faciliter l'élution.

II - DETECTION DU BECV DANS LE MILIEU HYDRIQUE APRES
CONCENTRATION PAR ADSORPTION-ELUTION SUR POUDRE
DE VERRE

Les méthodes de concentration des virus dans les eaux proposées dans la

littérature sont extrêmement nombreuses (FOLIGUET et al. - 1973 ; JORET ­

1981 ; SARREITE et al. - 1977 ; BLOCK et SCHWARTZBROD - 1989). Parmi

celles-ci, la technique fondée sur l'adsorption-élution sur poudre de verre

donne des résultats satisfaisants, en particulier pour la recherche des

entérovirus (SCHWARTZBROD et al. - 1978 - 1979). C'est pourquoi, nous

avons tenté de l'appliquer aux coronavirus.

Le principe de cette méthode repose sur le fait que les virus sont des

particules amphotères. A un pH inférieur à leur point isoélectrique, ils sont

chargés positivement et sont donc susceptibles de s'adsorber sur un support de

charge négative constante et indépendante du pH. A l'inverse, à un pH

supérieur à leur point isoélectrique, étant alors chargés négativement, ils ont

tendance à se séparer du support et donc à se désorber.

Le support choisi est constitué par de la poudre de verre qui, en raison de

la présence de groupements Si-OH sous la forme ionisée SiO-, garde une

charge globale négative en dépit des variations de pH (KESSICK et WAGNER

- 1978 ; SOBSEY et JONES - 1979 ; JORET - 1981).

L'étude de la concentration des coronavirus par la méthode d'adsorption­

élution sur poudre de verre s'est déroulée en deux étapes. En effet, le point

isoélectrique (pHi) du BECV n'étant pas déterminé, il était nécessaire, dans un

premier temps, de définir les condîtions optimales d'adsorption, puis d'élution

du virus. Ces conditions étant établies, nous avons tenté dans un deuxième

temps de concentrer des coronavirus à partir de grands volumes d'eau

contaminée expérimentalement.
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Compte tenu des difficultés susceptibles d'être rencontrées pour la

détection virale par culture cellulaire, du BECV marqué au 14C a été utilisé afin

de suivre facilement et rapidement la présence du virus.

2.1 Production et purification du BECV marqué au 14C

Le marquage des protéines virales a été réalisé en incorporant au milieu

de culture des acides aminés marqués au 14C, selon le protocole décrit dans

"Matériel et Méthodes". La purification du virus produit s'est avérée

indispensable afin de séparer les particules virales marquées des débris

cellulaires et de la radioactivité non incorporée.

La qualité du matériel viral purifié a été contrôlée à l'issue de la

centrifugation isopycnique en gradient linéaire de concentration en saccharose.

Le gradient présente une bande unique bleutée située à mi-hauteur et

contenant les particules virales. La détermination par réfractométrie de la

densité de chaque fraction collectée montre que le matériel viral est rassemblé

dans une zone du gradient de densité comprise entre 1,17 et 1,20 (densité du
BECV = 1,19) (fig. nO 31). Un pic d'adsorption dans l'ultraviolet, se superposant

parfaitement au pic de radioactivité, est également détecté à cette même

densité (fractions 10 à 15). Ces résultats correspondent à ceux publiés par

5HARPEE et al. (1976) et LAPORTE et al. (1980).

La quantité de virus purifié obtenue à partir de 6 flacons de culture de 150

cm2 est estimée à environ 1 mg.

La pureté et la morphologie des particules virales ont été vérifiées par

observation en microscopie électronique après double coloration négative.

L'infectiosité du virus purifié a été contrôlée par titrage par la technique

des plages.

Ainsi, la suspension virale marquée au 14C, utilisée pour la suite de ce

travail, a un titre de 1,4.107 UFPIml et une activité spécifique de 1,9.105

dpmlml.
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2.2 Détermination des conditions optimales d'adsorption-élution

Les études ont été réalisées dans le but de déterminer successivement

- les conditions optimales d'adsorption du virus sur la poudre de verre en

fonction du pH de l'eau, de la quantité de poudre de verre et de la

présence d'ions AI+++.

- les conditions optimales d'élution à pH alcalin par traitement avec des

solutions contenant des acides aminés ou des protéines.

Ces conditions étant définies, nous avons déterminé le rendement global

d'adsorption-élution et testé la viabilité ("1 BReV aux différents pH utilisés

pour cette expérimentation.

Le protocole expérimental de ces essais est décrit dans le chapitre

"Matériel et Méthodes".

2.2.1 Conditions optimales d'adsorption

2.2.1.1 Influence du pH

L'étude de l'adsorption du BECV sur la poudre de verre en fonction du

pH a été réalisée à partir d'échantillons d'eau de pH compris entre 2,5 et 10.

La représentation graphique du rendement d'adsorption, exprimé en

pourcentage, en fonction du pH de l'eau à analyser, est présentée sur la
fig. nO 32.

L'adsorption est optimale à pH inférieur ou égal à 3.15 avec un rendement

moyen de 62 %. Ce rendement chute brusquement (l0 à 20 %) si l'adsorption

est réalisée à un pH supérieur à 3,5. Ceci s'explique sans doute par une

modification de la charge du virus dans cette zone de pH et permet de

supposer qu'un pHi du BECV se situe entre les pH 3,5 et 4.

Il apparaît donc que l'adso..mtion des coronavirus sur la poudre de verre

doit être réalisé~ à un pH inférieur ou égal à 3,5. C'est pourquoi, dans les

expérimentations suivantes, nous avons ajusté les échantillons d'eau à

analyser à pH 3,3 ± 0,2 afin de disposer d'une marge de sécurité.
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2.2.1.2 Influence de la quantité de poudre de verre et de l'addition de
AICh

Les résultats obtenus précédemment montrent que, dans les conditions

optimales d'adsorption, 30 à 40 % des virus introduits dans l'eau à analyser ne

sont pas retenus par la poudre de verre. Aussi, une nouvelle expérimentation

a été réalisée afin de vérifier si la quantité de poudre de verre avait une

incidence sur le rendement d'adsorption.

En parallèle, l'influence de la présence de chlorure d'aluminium sur le

rendement d'adsorption a été testée. En effet, WALLIS et MELNICK (1967) et

WALLIS et al (1972) ont montré que l'addition de cations divalents (Mg++) ou

trivalents (AI+++) favorisait l'adsorption des virus sur des supports chargés

négativement tels que les membranes filtrantes en nitrate de cellulose ou les

fibres de verre. PAYMENT et al. (1976 - 1978) ont également préconisé leur

emploi lorsque le débit de filtration de l'eau à analyser est important. De

même, LUCENA-GUTIERREZ (1979), concentrant des entérovirus sur poudre

de verre, a montré que l'addition, dans l'eau à analyser, de chlorure

d'aluminium à la concentration finale de 5.10-4 M, améliorait sensiblement le

rendement de la technique. Ces ions trivalents serviraient "d'adhésif

cationique" (KESSICK et WAGNER- 1978 ; JORET - 1981) assurant la liaison

entre les charges résiduelles négatives de la capside virale et les sites négatifs de

l'adsorbant. Ces ions pourraient également se complexer aux matières

organiques solubles présentes dans les eaux usées qui, de ce fait, n'entreraient

plus en compétition avec les virus pour occuper les sites d'adsorption du verre

(PERDUE et al. - 1976; FARRAH et al. - 1976).

Ainsi, l'expérimentation a été réalisée dans des conditions optimales

d'adsorption à pH 3,3 ± 0,2. Afin d'étudier leur influence sur l'adsorption, nous

avons suivi deux paramètres:

- la quantité de poudre de verre (des quantités de 1 et 5 g ont été testées)

- la présence de chlorure d'aluminium à la concentration de 5.10-4 M

Les résultats sont présentés sous forme d'histogramme sur la fig. nO 33.

Que ce soit en présence ou en absence de chlorure d'aluminium,

l'augmentation de la quantité de poudre de verre ne permet pas d'améliorer le

rendement d'adsorption. Dans les conditions de notre expérimentation, la

quantité de poudre de verre ne semble donc pas être un facteur limitant.
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Pour une quantité donnée de poudre de verre, la présence de chlorure

d'aluminium permet une très légère augmentation du rendement

d'adsorption, mais celle-ci est trop faible cependant pour être significative.

2.2.1.3 Rendement moyen d'adsorption

Les conditions d'adsorption étant définies, à savoir 10 ml d'eau ajustée à

pH 3,3 ± 0,2 en présence de chlorure d'aluminium et de 1 g de poudre de verre,

nous avons vérifié la reproductibilité du phénomène en réalisant une série

d'expérimentations identiques.

Les pourcentages d'adsorption obtenus s'échelonnent de 51 à 76 %, un

tiers des expérimentations donnant des valeurs comprises entre 60 et 65 %.

Le regroupement de ces résultats sous forme d'histogramme (fig. n° 34)

met en évidence la distribution gaussienne de ces valeurs, le rendement

moyen d'adsorption étant de 61,9 % et 95 % des résultats expérimentaux étant

compris entre la valeur de la moyenne ± deux fois l'écart type (M ± 25). En

fonction de cette analyse statistique, il est donc possible de conclure que dans

les conditions optimales de pH (pH S; 3,5), le rendement moyen d'adsorption

du BECV sur la poudre de verre est de l'ordre de 62 %.

2.2.2 Conditions optimales d'élution

La désorption des virus de la poudre' de verre est réalisée à pH alcalin par

élution à l'aide de solutions conte' . . 'ides aminés ou des protéines. A ce

pH, la poudre de verre et les'. u·us etùlH l ,"in et l'autre chargés négativement,

ces derniers se désorbent par répulsion électrostatique.

Différentes substances riches en protéines sont utilisées pour la

préparation des solutions éluantes telles que le sérum de veau foetal utilisé en

solution à 10 % (WALLIS et MELNICK - 1967 ; RAMlA et 5ATTAR - 1979),

l'extrait de boeuf à 3 %, un mélange urée 4 M-Iysine D,OS M (FARRAH et

BITION - 1978), la caséine à 0,5 % ou encore le lait en poudre dégraissé en

solution à 1 % dans du tampon glycine 0,05 M (BITION et al. - 1979). FARRAH

et BITTON (1979) ont proposé de remplacer les protéines de haut poids

moléculaire par d'autres molécules plus petites telles que des acides aminés. Ils

ont montré que le pouvoir éluant de ces substances dépendait de leur nature



167

60

50 ./s::
0.... 40 /...,
:; 0--0, /Ci1
~
"0 30

• ,"-;. 0
~

20 '-00_0-"
10

, 0

3 4 5 ;; 7 , • ft ft

8 9 10 11

pH

Fig. nO 35 : Elution du BECV de la poudre de verre.

o Elution par des solutions d'extrait de boeuf à 3 %
de pH variant de 3 à 9.

• Elution par des solutions de glycine 0,05 M
de pH variant de 3 à 11.



168

chimique mais aussi du support adsorbant utilisé. Ainsi, des acides aminés

basiques tels que la glycine ou la lysine permettent!'élution des poliovirus

adsorbés sur des filtres en fibre de verre mais pas sur des filtres à base de terre

de diatomée. Par contre, des acides aminés acides tels que l'acide aspartique

sont des éluants médiocres dans le cas de filtres en fibre de verre.

Parmi les éluants proposés, la solution de glycine D,OS M pH 11,5

(HOMMA et al. - 1973 ; HILL et al. - 1976 ; LUCENA-GUTIERREZ - 1979 ;

SARRETTE et al. - 1977; METCALF et al. - 1974) et la solution d'extrait de boeuf

à 3 % pH 9 ou 9,5 (SOBSEY et JONES -1979; BLOCK et al. -1978; PAYMENT et
al. - 1978) sont couramment employées au cours des techniques de

concentration des virus par adsorption-élution. Afin de déterminer le pH
optimal d'élution des coronavirus adsorbés sur la poudre de verre, le pouvoir

éluant de ces deux solutions a été testé à différents pH.

L'analyse des résultats rassemblés sur la fig. nO 35 permet de constater

qu'avec la solution d'extrait de boeuf à 3 %, le pourcentage de virus élués

augmente régulièremenl en fonction du pH, l'optimum étant atteint pour les

pH allant de 6 à 9 avec un rendement d'élution variant de 37 à 40 %.

Avec la solution de glycine à D,OS M, nous avons constaté des variations

importantes de pH de certaines solutions éluantes entre le début et la fin de

l'expérimentation. Les solutions de pH acide (pH 3 à 5) et alcalin (pH 9 à 11)

sont restées stables. En revanche, les solutions de pH 6, 7 et 8 se sont révélées

instables au contact de la poudre de verre à pH 3,3 si bien que les élutions

prévues à ces pH se sont déroulées en réalité respectivement à pH 4,5/4/7 et 5,9.

La courbe d'élution (fig. nO 35) pour la solution de glycine est donc incomplète

mais elle permet cependant de constater que le pourcentage de virus élués est

le plus élevé à pH alcalin (pH 9 à Il) avec un rendement variant de 38 à 55 %.

Il apparaît donc que les deux solutions peuvent être utilisées pour

l'élution des virus à condition d'opérer à pH réellement alcalin.

2.2.3 Stabilité du BECV en fonction du pH

Les résultats précédents permettent d'envisager la concentration des

coronavirus de l'eau par adsorption-élution sur poudre de verre, mais ils ont

été obtenus en mesurant la radioactivité liée à ces virus et n'apportent aucune

information sur leur capacité de survie dans les conditions de
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l'expérimentation et en particulier sur leur pouvoir infectieux après élution à

pH alcalin.

Il ressort des données bibliographiques que la stabilité des coronavirus a

surtout été étudiée pour les pH acides (HESS et BACHMANN - 1976 ;

CARTWRIGHT et al. - 1965 ; KAPIKIAN et al. - 1969). De plus, les résultats

publiés sont difficilement interprétables car les conditions expérimentales et

les souches virales testées diffèrent selon les auteurs (McINTOSH - 1974 ;

LAMARRE et TALBOT - 1989). Il semble toutefois que la stabilité des

coronavirus à pH acide dépende de l'espèce envisagée. On constate notamment

que les coronavirus entériques supportent assez bien un pH 3 (SHARPEE et al.
- 1976; LAPORTE et BOBULESCO - 1981a). Ceci est sans doute en relation avec

leur tropisme digestif et explique qu'ils soient capables de traverser la barrière

stomacale sans dommage. SHARPEE et al. (1976) ont d'ailleurs proposé de

diviser les coronavirus en deux sous··groupes en fonction de leur stabilité à pH

acide (pH 3) distinguant ainsi:

- d'une part, les coronavirus à tropisme respiratoire tel que le virus de la

bronchite infectieuse aviaire (ESTOLA - 1966) et les coronavirus

respiratoires humains (BRADBURNE et TYRRELL - 1971) qui sont

affectés par de tels pH.

- et d'autre part, les coronavirus à tropisme digestif tels que le virus de la

gastroentérite transmissible du porc (CARTWRIGHT et al. - 1965) et le

coronavirus entérique bovin, qui sont stables à pH 3.

Nous n'avons trouvé aucune information concernant la résistance des

coronavirus à des pH alcalins. En conséquence, une étude de la stabilité du

BECV en milieu hydrique à différents pH (3 à Il,5) et en fonction du temps a

été envisagée.

Pour chaque pH étudié, après des temps de contact variant de 10 s à

30 min, des échantillons de 100 ml d'EBDS contaminés par 2,9.105 UFP ont été

neutralisés puis titrés par la technique des plages.

Les résultats de cette étude sont rassemblés sur la fig. nO 36 où sont

représentés les pourcentages des virus détectés et, par conséquent, encore

infectieux par rapport au nombre de virus introduits dans chaque échantillon

d'eau.

Le BECV apparaît parfaitement stable pour les pH compris entre 5 et 9, le

temps de contact ayant peu d'influence sur le pourcentage des virus retrouvés.
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A pH 3, cette stabilité est moins bonne, 30 à 47 % des virus étant détruits selon

le temps de contact considéré. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés

par LAPORTEet BOBULESCO (l981a) qui indiquent une diminution du titre de

moins d'un log entre les pH 7 et 3 après un tentps de contact de 30 min. Cette

sensibilité du BECV à pH 3 pourrait expliquer en partie le faible pourcentage

des virus détectés en culture cellulaire après élution à pH acide des virus

concentrés sur immunoadsorbant.

En revanche, à pH alcalin, le BECV s'avère instable puisque 60 % des

particules virales sont instantanément détruites à pH 10. A pH égal ou

supérieur à 11, l'inactivation du BECV est pratiquement totale et immédiate.

L'analyse de ces résultats montre que la concentration des coronavirus par

adsorption-élutïon sur poudre de verre, à partir du milieu hydrique, ne peut

être envisagée que dans des conditions de pH compris entre 3 et 9, si l'on veut

préserver autant que possible le pouvoir infectieux nécessaire à leur détection

par culture cellulaire.

2.2.4 Discussion

La synthèse des résultats, obtenus au cours de l'étude des conditions

d'adsorption et d'élution des coronavirus sur la poudre de verre, est présentée

sous forme graphique dans la fig. nO 37. L'étude analytique de ces résultats fait

ressortir que :

- l'adsorption du BECV sur la poudre de verre est optimale à pH inférieur

ou égal, à 3,5 .avec un rendement moyen de 62 %. Ce rendement chute

brusquement no à 27 %) si l'adsorption est réalisée à un pH supérieur à 3,5. Par

ailleurs, les tests de viabilité effectués à pH acide montrent que la stabilité du

BECV n'est pas totale à pH 3, 47 % des virus étant détruits après un temps de

contact de 30 min. Dans ces conditions, l'utilisation de la technique implique

d'effectuer l'adsorption à pH compris entre 3 et 3,5 tout en sachant qu'à ce pH,

une partie des virus concentrés risque d'être inactivée.

- la présence de cations AI+++ n'améliore pas de façon significative

l'adsorption du BECV sur la poudre de verre, mais n'est pas non plus

défavorable. Aussi, les expérimentations effectuées dans la suite de ce travail

ont été réalisées en leur présence. En effet, l'étude étant menée avec une eau

bidistillée et en système clos, elle ne permet pas de mettre en évidence un
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Tableau XIV: Rendement d'adsorption-élution obtenu dans les conditions
optimales de pH.

Solution pH de pHde Rendement
éluante l'adsorption l'élution d'adsorption-élution

Extrait de 3,3 ±0,2 7< pH < 9 26à 28 %
boeuf à3 %

Glycine 0,05 M 3,3 ±0,2 9 < pH < Il 24 à 38 %
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éventuel rôle favorable de ces ions trivalents dans le cas de recherche de

coronavirus à partir d'eaux usées chargées en matières organiques.

-l'élution du BECV est optimale avec la solution d'extrait de boeuf à 3 %

pour les pH compris entre 7 et 9, et avec la solution de glycine 0,05 M pour les

pH compris entre 9 et 11. Etant donné qu'à pH 9, le BECV est stable au moins

pendant un temps de contact de 20 min et qu'à pH supérieur à 9, cette stabilité

diminue très rapidement, nous préconisons d'effectuer l'élution à pH compris

entre 7 et 9 avec la solution d'extrait de boeuf à 3 % et à pH 9 avec la solution

de glycine 0,05 M. Les pourcentages d'élution obtenus avec ces deux éluants

sont sensiblement identiques (40 et 38 %). Toutefois, le pouvoir tampon de la

solution de glycine étant assez médiocre, il est préférable d'effectuer l'élution

avec la solution d'extrait de boeuf.

- il apparaît que la méthode d'adsorption-élution sur poudre de verre

appliquée à la recherche du coronavirus entérique dans le milieu hydrique

permet d'obtenir des rendements globaux relativement faibles puisque, pour

une adsorption à pH 3,3 et une élution à pH 9, le rendement global de la

technique s'établit entre 24 et 28 % (tableau XIV). Ces valeurs sont inférieures à

celles obtenues lors de concentrations des entérovirus par la même technique.

En effet, SARRETTE et al. (1977) d'une part, SCHWARTZBROD et LUCENA­

GUTIERREZ (1978) d'autre part, obtiennent des taux moyens de récupération

de l'ordre de 50 à 60 %. Cette différence s'explique sans doute par le fait que les

entérovirus sont des virus nus,. contrairement aux coronavirus qui sont des

virus enveloppés présentant des zones hydrophobes non polaires.

Enfin, ces résultats étant obtenus à partir d'expérimentations réalisées sur

de très faibles volumes d'eau, il est impératif de les confirmer ou de les

infirmer par des expérimentions réalisées dans les conditions habituelles de

concentration des virus à partir du milieu hydrique, c'est-à-dire avec des

échantillons d'au moins 20 litres d'eau.

2.3 Recherche du BECV à partir d'échantillons d'eau

Cette étude a été réalisée en concentrant les virus par la technique

d'adsorption-élution sur poudre de verre (SARRETTE et al. - 1977) avec

l'appareillage décrit par SCHWARTZBROD et LUCENA-GUTIERREZ (1978)
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Fig. nO 38 : Concentration du BECV par la technique d'adsorption-élution
sur poudre de verre.
Détermination du rendement par mesure de la radioactivité liée
aux virus élués.
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selon le protocole rapporté dans le chapitre "Matériel et Méthodes". La

détection des virus concentrés a été menée selon trois procédés:

- mesure de la radioactivité liée à ces virus

- titrage par la technique des plages sur cellules HRT 18

- détection par hybridation moléculaire

2.3.1 Détection par mesure de la radioactivité liée aux virus élués

L'expérimentation a été réalisée avec des échantillons de 20 litres d'eau

potable stérile, contaminés par 500 Jll d'une suspension de BECV marqué au

14C (soit 7.106 particules virales correspondant à une radioactivité totale de

9,3.104 dpm). L'adsorption s'est déroulée à pH 3,3 en présence d'ions Al+++ à la

concentration de 5.10-4 M. L'élution a été réalisée avec une solution d'extrait de

boeuf à 3 % (pH 9) suivant deux protocoles différents:

- élution par simple passage de l'éluant à travers la poudre de verre selon

la technique classique.

- après recueil de la poudre de verre, élution en présence d'éluant sous

agitation lente pendant 5 à 10 min, le liquide d'élution étant ensuite

séparé de la poudre par filtration.

En effet, des travaux effectués au laboratoire, avec le rotavirus, ont

montré que l' élution réalisée sous agitation permettait d'améliorer le

rendement d'élution.

Dans les deux cas, après recueil de l'éluat, une partie aliquote a été

prélevée afin de mesurer la radioactivité et donc le matériel viral présent.

Les résultats obtenus sont présentés sur la fig. n° 38.

L'élution par simple passage de l'éluant à travers la poudre de verre est

inefficace, 2,8 % seulement des particules virales étant retrouvées après

concen tration. L' élution réalisée sous agitation permet d'améliorer le

rendement d'un facteur 10, 22 % des virus introduits au départ dans

l'échantillon d'eau étant retrouvés après adsorption-élution sur poudre de

verre.

2.3.2 Détection par titrage des virus sur culture cellulaire

Les résultats précédents, obtenus avec du BECV radioactif, ont permis de

démontrer que la technique d'adsorption-élution sur poudre de verre

permettait, bien que le rendement soit faible, de concentrer des coronavirus à

partir de grands volumes d'eau contaminée.
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La mise en évidence des virus concentrés a ensuite été envisagée par

inoculation à des cultures cellulaires afin de vérifier leur infectiosité. De plus,

le titrage par la technique des plages devrait permettre leur quantification.

Des échantillons de 20 litres d'eau potable stérile ont été contaminés par

du BECV à raison de 2.107 UFP par échantillon, puis concentrés en réalisant

l'élution sous agitation à pH 9 soit par la solution d'extrait de boeuf à 3 %, soit

par du tampon glycine 0,05 M. Cependant, afin de limiter le volume d'éluat à

tester sur les cultures cellulaires, les virus élués ont été rassemblés sous un

faible volume par ultracentrifugation. Le culot de centrifugation homogénéisé

dans du milieu de culture a été ensuite intégralement inoculé, après

décontamination, à des tapis de cellules HRT 18 en vue d'une quantification.

Pour chaque expérimentation, deux témoins ont été prévus, constitués d'une

part, de cellules non inoculées et d'autre part, de cellules inoculées par l'éluat

concentré obtenu à partir d'une eau non contaminée. Un titrage du virus a été

réalisé en parallèle afin de contrôler le pouvoir infectieux du BECV utilisé

ainsi que la réceptivité des cellules HRT 18.

Sur les six expérimentations réalisées, quel que soit l'éluant utilisé,

aucune plage de lyse n'a pu être détectée. Nous avons constaté que les tapis

cellulaires ayant reçu les éluats concentrés à l'état pur étaient endommagés,

laissant supposer un effet toxique pour les cellules. Ceci n'est pas dû à

l'inoculation du virus mais bien à une intolérance des cellules à l'éluat

concentré. En effet, ce phénomène s'observe également avec un témoin négatif

obtenu par concentration d'une eau non contaminée. TI est vrai que les cellules

HRT 18 sont relativement sensibles. Adaptées à des conditions de culture

précises, elles s'accommodent mal du moindre changement, ne serait-ce que

d'un nouveau lot de sérum de veau foetal. Par ailleurs, le titrage du virus ainsi

que le témoin cellules se sont révélés conformes à notre attente.

L'examen en microscopie électronique des éluats concentrés a permis la

mise en évidence des particules virales éluées. La recherche s'est avérée aisée

laissant supposer leur présence en assez grand nombre (de l'ordre de 106).

Cependant, les virus observés étaient très dégradés. La plupart d'entre eux

étaient trés déformés et avaient perdu tout ou partie de leurs spicules.
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•Détection des acides nucléiques extraits après traitement par
la protéinase K avec la sonde 174 marquée au 32p
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2.3.3 Détection par hybridation moléculaire

Les particules virales éluées mais très endommagées, ne pouvant être

révélées grâce à leur pouvoir infectieux, leur mise en évidence a été envisagée

par la technique d'hybridation moléculaire mise au point dans la première

partie de ce travail.

L'étude a porté sur trois expériences effectuées à partir d'échantillons de

201 d'eau contaminés expérimentalement par 1.109 UFP de BECV.

L'élution des virus de la poudre de verre a été menée soit avec de l'extrait

de boeuf à pH 9, soit à l'aide d'un tampon glycine à pH 11,5. N'ayant pas à

préserver le pouvoir infectieux des particules virales, nous avons

délibérément utilisé des conditions d'élution énergiques afin de "décrocher" le

maximum de virus de la poudre de verre : pH très alcalin et agitation

vigoureuse de la poudre de verre en suspension dans l'éluant.

Les particules virales, plus ou moins dégradées, ont été récupérées puis

concentrées par ultracentrifugation. Les acides nucléiques extraits après

traitement par la protéinase K ont été déposés sous différentes dilutions sur

une membrane de nitrocellulose par slat blat, puis hybridés avec la sonde
d'ADNc 174 marquée au 32p.

L'autoradiogramme de 48 h est présenté sur la fig. nO 39.

Nous obtenons un signal positif jusqu'à la dilution 10-1 pour les élutions

réalisées en tampon glycine et 10-2 pour celles réalisées avec l'extrait de boeuf.

Dans ce dernier cas, un signal de faible intensité est également détecté à la

dilution 10-3 après un temps d'autoradiographie de 72 h.

L'élution par l'extrait de boeuf donne de meilleurs résultats qu'avec le

tampon glycine, comme cela a déjà été constaté au cours des expériences de

concentration effectuées avec du virus marqué au 14 C. Le signal positif observé

à la dilution 10-2 laisse supposer qu'au minimum 3 pg d'ARN viral ont été

déposés sur la membrane de nitrocellulose, soit l'équivalent de 2,6.105

particules virales. Par conséquent, l'échantillon déposé pur contiendrait au

moins l'équivalent de 2,6.107 virus.

Le rendement global de la technique serait donc au minimum de 2,6 %, ce

qui peut paraître très faible mais s'explique par les nombreuses étapes

qu'implique ce protocole. En effet, nous avons montré, en utilisant du virus
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marqué au.14 C, que le rendement de la technique d'adsorption-élution sur

poudre de verre n'était que de 22 %. Les étapes d'ultracentrifugation,

d'extraction et de purification des acides nucléiques sont également cause de

perte de matériel. Enfin, si l'extraction des acides nucléiques a été réalisée avec

toutes les précautions nécessaires à la manipulation des ARN, au cours des

étapes précédentes, en particulier pendant la phase d'élution où un grand

nombre de particules virales sont lésées, l'ARN est très vulnérable à l'action

des RNases. La sensibilité de la technique est cependant suffisante pour

permettre une détection à la dilution 10-2. Une estimation théorique permet de

supposer que le seuil limite de détection correspond à une charge virale de

l'ordre de 1.107 particules, dispersées dans l'échantillon d'eau à analyser.

2.4 Discussion

La recherche du BECV a été menée à partir de grands volumes d'eau

contaminée expérimentalement. Cette étude a comporté deux étapes

successives :

- la concentration des virus par adsorption sur poudre de verre suivie

d'une élution.

- leur détection par inoculation sur culture cellulaire ou par hybridation

moléculaire.

2.4.1 Concentration

Des essais de concentration sur poudre de verre, réalisés avec du BECV

marqué au 14 C, donnent un rendement d'adsorption-élution de l'ordre de

22 % qui, bien que relativement faible, correspond au rendement attendu à

l'issue des essais préliminaires (24 à 28 %).

L'observation en microscopie électronique des virus élués confirme que

la concentration des coronavirus dispersés dans le milieu hydrique peut être

réalisée par ce procédé. Toutefois, la désorption des particules virales de la

poudre de verre est difficile, un simple passage de l'éluant au travers de celle-ci

étant insuffisant. L'élution sous agitation est plus efficace mais les virus

recueillis sont très endommagés.
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2.4.2 Détection

Après élution, la détection des virus par inoculation à des cultures de

cellules HRT 18 s'est avérée impossible. Plusieurs facteurs doivent intervenir,

à des degrés divers, dans cet échec:

- une partie des particules virales (estimée à 40 % d'après l'étude de

l'influence du pH sur la viabilité du BECV) a perdu son pouvoir

infectieux après séjour à pH 3,3 pendant les 20 min nécessaires au

déroulement de la phase d'adsorption sur la poudre de verre.

- le contact avec l' éluat concentré semble mal toléré par les cellules

HRT 18, les rendant sans doute peu réceptives à l'infection. Les effets

toxiques observés tout particulièrement avec l'extrait de boeuf,

détériorant le tapis cellulaire, peuvent à eux seuls expliquer qu'aucune

plage de lyse caractéristique ne soit observée.

- les virus élués très endommagés et ayant perdu tout ou partie de leurs

spicules ne peuvent plus s'adsorber sur la membrane plasmique des

cellules HRT 18.

En revanche, leur présence a pu être détectée par hybridation moléculaire

à l'aide de la sonde ADNc radioactive.

En effet, un des avantages de ce procédé est de pouvoir détecter des

particules virales après leur inactivation par des agents physiques ou

chimiques, non seulement mortes mais même en partie dégradées.

Cependant, pour les besoins de l'expérimentation, cette étude a été

réalisée à partir d'échantillons d'eau fortement contaminés 0.109 particules

virales dans 20 1 d'eau) et de telles conditions ont peu de chance de se

retrouver dans l'environnement.

La sensibilité de la technique est insuffisante pour permettre la détection

de quelques particules virales susceptibles de polluer le milieu hydrique.

L'emploi d'un système d'amplification, soit du signal de détection, soit du

matériel nucléique à détecter, est donc nécessaire avant d'envisager

l'utilisation de ce procédé pour la mise en évidence des virus au sein de

l'environnement.

Des études ont déjà été réalisées dans ce sens, notamment pour la

recherche de populations microbiennes présentes dans différentes niches

écologiques d'eau douce (STEFFAN et al. - 1989). L'hybridation moléculaire,

dans ce cas, est réalisée après étalement sur milieu sélectif ou non, la culture
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permettant l'amplification des microorganismes présents. Toutefois, dans le

cas du BECV, la dégradation des particules virales étant inévitable au cours de

la phase de concentration, leur amplification par inoculation à un système

cellulaire sensible ne peut être envisagée.

Dans le cas du poliovirus ou du virus de l'hépatite A, des travaux réalisés

à partir d'échantillons d'eau par MARGOLIN et al. (1986) ont permis la

détection de 1 fg d'ARN équivalant à 1 UFP. Ces auteurs utilisent une sonde

radioactive constituée par le plasmide pBR322 recombiné entier avec son

insert spécifique d'ADNc. L'insert s'hybride avec l'ARN cible du poliovirus
immobilisé sur le support et les régions de la sonde restées libres sont

disponibles pour une hybridation avec un excès d'ADN plasmidique présent

dans la solution d'hybridation. L'ensemble forme une structure en réseau

rassemblant un grand nombre de molécules marquées au 32p et permettant

une amplification du signal.

D'autres techniques permettent une augmentation significative de la
sensibilité et peuvent être envisagées. La PCR (Polymerase Chain Reaction)

permet, après transcription de l'ARN en ADNc, d'obtenir des milliers de

copies de l'ADN cible (facteur d'amplification de 2.105) à l'aide d'une réaction

in vitro qui utilise l'ADN polymérase thermostable de Thermus aquaticus
(Taq polymérase). Le produit amplifié peut être détecté directement par

électrophorèse sur gel d'agarose ou par hybridation avec une sonde

complémentaire (SAIKI et al. - 1988 ; JESTIN et al. - 1990 ; BELAK et
BALLAGI-PORDANY - 1990).

D'autres systèmes, d'emploi plus aisé et ne nécessitant pas de cycle

thermique, sont récemment apparus. C'est ainsi que le système NASBA

(Nucleic Acid Sequence Based Amplification) (KIEVITS et al. - 1990) et la

Q ~ réplicase isolée du bactériophage Q ~ (LIZARDI et al. - 1988) permettent

l'amplification aussi bien des séquences d'ARt'J que d'ADN simple brin. Dans

le système de la Q ~ amplification, la sonde spécifique de la séquence cible

recherchée est introduite dans un ARN particulier, le MDV 1, substrat naturel

de la Q ~ réplicase. Ainsi, après hybridation avec la séquence cible, suivie

d'une deshybridation par thermoélution, l'ARN recombinant (et donc la

sonde) peut être considérablement amplifié puis mis en évidence et quantifié

par une méthode colorimétrique.
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Grâce à ces techniques, la sensibilité n'est plus un facteur limitant des tests

d'hybridation moléculaire, ce qui devrait permettre, pour notre part, d'utiliser,

pour la détection, non plus une sonde radioactive mais la sonde marquée à la

péroxydase couplée au système ECL.



CONCLUSION
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Les coronavirus sont impliqués dans de nombreuses maladies affectant

l'homme et les animaux. Grâce au développement des techniques de biologie

moléculaire, une connaissance plus approfondie des différents membres de ce

groupe viral a été rendue possible. Ils présentent des caractéristiques

morphologiques et structurales communes, ainsi qu'une même stratégie

originale de réplication. Toutefois, la pathogénie et l'épidémiologie des

infections qu'ils provoquent sont mal connues. Il serait en particulier

souhaitable d'étudier la propagation des enzooties et épizooties, l'influence

éventuelle de l'environnement dans leur survenue, ou encore le rôle

pathogène des coronavirus dans les maladies entériques humaines.

Pour réaliser de telles études, il est indispensable de disposer de tests

performants permettant la recherche des coronavirus tant dans les milieux

biologiques qu'au sein de l'environnement. Les techniques de diagnostic

actuelles, quand elles existent, sont lourdes et coûteuses (culture cellulaire,

microscopie électronique), ou manquent de spécificité et de sensibilité (tests

d'hémagglutination, immunoenzymatiques ou fluorescents).

Parmi les techniques nouvelles de diagnostic rapide utilisées en

virologie, l'hybridation moléculaire connaît un essor important. Ce travail a

donc été consacré au développement d'un test de détection des coronavirus

basé sur ce procédé, sensible, spécifique et facile à mettre en oeuvre.

Le coronavirus entérique bovin (BECV) a été choisi comme modèle

d'étude, en raison d'une part, de son implication dans le développement

d'entérites mortelles ayant une grave incidence économique dans les élevages

bovins, d'autre part, de sa capacité à se multiplier in vitro dans un système

cellulaire sensible pouvant conduire à une production importante de virions.

La voie qui a été choisie pour l'obtention de sondes capables de s'hybrider

avec l'ARN viral a été le clonage de l'ARN génomique extrait du BECV

purifié, ARN monocaténaire polyadénylé, en réalisant la synthèse d'ADNc à

partir d'amorces aléatoires ou d'amorces oligo dT. L'hétéroduplex ARN-ADNc

formé a été inséré dans le plasmide pBR322, puis cloné dans E. coli. Après

sélection, les clones d'ADNc obtenus (205 à l'aide d'amorces aléatoires et 178 à

l'aide de l'amorce oligo dT) ont été analysés et 24 d'entre eux, de taille

comprise entre 1,8 et 2 kb, ont été étudiés par cartographie de restriction. Trois
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clones (160-174-216), constitués de la plus grande partie des gènes codant pour

la nucléocapside et la protéine transmembranaire du virus, ont été retenus.

L'insert 174, pouvant être excisé facilement du plasmide recombiné par

l'enzyme Pst 1 sans coupures internes, a été utilisé préférentiellement pour la

production d'une sonde moléculaire d'ADNe. Deux types de marquage de la

sonde ont été comparés: marquage radioactif au 32p par la technique des

amorces aléatoires et marquage enzymatique par couplage covalent à la

péroxydase et détection par chimiluminescence.

L'hybridation moléculaire par slot blot a été utilisée pour la détection de

l'ARN génomique extrait du BECV purifié, ainsi que pour sa mise en

évidence dans des cultures de cellules HRT 18 infectées.

La sonde radioactive permet de détecter 1 à 3 pg d'ARN viral, soit
environ 2.105 génomes, tandis que la sonde enzymatique, moins sensible,

limite la détection à 100 pg d'ARN. Toutefois, cette dernière a l'avantage d'être

d'emploi facile, son marquage est rapide (10 min), le temps de détection du

signal est court (1 à 2 min), enfin, la sonde marquée est stable pendant

plusieurs mois.

La détection directe du BECV à partir de cellules infectées est possible.

Cependant, un prétraitement des échantillons par la protéinase K, suivi de

l'extraction des acides nucléiques, améliore la sensibilité du test. Les protéines

et macromolécules pouvant entrer en compétition avec l'ARN viral au

niveau des sites d'adsorption de la membrane support étant, dans ce cas,

éliminées, l'accessibilité de la sonde à l'ARN est ainsi facilitée. Cet effet est

particulièrement appréciable pour les tests utilisant la sonde froide qui, par

hybridation avec les échantillons non déprotéinisés, est à l'origine de fixations

aspécifiques gênant l'interprétation.

L'amélioration de la sensibilité de la méthode a été tentée par utilisation

simultanée des trois sondes sélectionnées et marquées. Toutefois, aucune

amplification significative du signal d'hybridation ni abaissement du seuil de

sensibilité de la méthode n'ont été observés. Ceci peut s'expliquer par

l'existence de zones de recouvrement pouvant favoriser la réassociation des

sondes en solution, au détriment de l'hybridation sur la membrane.
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Ce test d'hybridation moléculaire à l'aide de la sonde 174 permet

l'identification spécifique du BECV. En effet, aucune hybridation n'a été

constatée, ni avec les acides nucléiques d'autres virus entériques tell'ARN du

rotavirus, ni même avec ceux d'autres membres de la famille des

Coronaviridae, virus de la gastroentérite du porcelet (TGEV) par exemple

(dont le gène codant pour la protéine membranaire présente 50 %

d'homologie avec celui du BECV). Ainsi, l'identification des différents

groupes antigéniques de la famille des Coronaviridae pourrait être envisagée

par hybridation moléculaire. TI serait, de plus, possible, par un choix judicieux

des séquences nucléotidiques cibles, d'identifier spécifiquement les membres

d'un même groupe antigénique.

Ce test d'hybridation moléculaire présente un intérêt diagnostic potentiel

en biologie clinique vétérinaire et humaine. Ainsi, la technique s'est vérifiée

suffisamment sensible pour permettre son application directe à la recherche

du BECV dans des fécès de veaux atteints d'entérite. Les résultats

préliminaires obtenus à l'aide de la sonde radioactive sont encourageants et

nous incitent à entreprendre, dès à présent, une étude de terrain élargie

portant sur un grand nombre d'échantillons afin d'estimer la sensibilité et la

spécificité de ce test, comparativement aux autres techniques actuellement

disponibles (ELISA ou hémagglutination). Nous envisageons également

d'utiliser ce procédé pour des recherches au sein de l'environnement.

En effet, à ce jour, aucune étude n'a été publiée concernant le rôle joué

par l'eau et l'environnement dans l'apparition des entérites à coronavirus,

sans doute en raison des difficultés rencontrées pour la détection de ces virus

dans des milieux où ils sont présents en faible quantité.

Ainsi, leur détection nécessite au préalable une étape de concentration

afin de rassembler sous un faible volume les virus initialement dispersés. Les

techniques, actuellement proposées pour la concentration des virus présents

dans les milieux hydriques, ont une efficacité limitée et variable suivant les

virus concernés. Au cours de ce travail, deux procédés de concentration ont

été étudiés.

- Une technique d'immunoaffinité, mettant en jeu des anticorps

monoclonaux anti-BECV, a été développée. Un immunoadsorbant

magnétique a été préparé par couplage à des billes de Magnogel des anticorps,

soit prépurifiés par simple précipitation, soit purifiés par chromatographie sur
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colonne de protéine A-sépharose. La réaction d'affinité s'est déroulée en

maintenant le gel en suspension dans l'eau à analyser. Dans des conditions

optimales de concentration de l'immunoadsorbant, 79 à 94 % des particules

virales sont immobilisées. La désorption s'est avérée difficile et efficace

seulement à pH acide et dans le cas de l'immunoadsorbant préparé avec les

anticorps monoclonaux prépurifiés. La chute du rendement d'adsorption,

observée lors de la réutilisation répétée du même immunoadsorbant, est le

reflet indirect de ces difficultés d'élution.

- Une technique d'adsorption-élution sur poudre de verre a également

été testée. Elle fait intervenir des forces électrostatiques impliquant une

adhésion passive et aspécifique sur le verre. L'étude a été réalisée avec du

BECV marqué au 14C afin de définir les conditions optimales de

concentration.
Pour être efficace, l'adsorption du BECV sur la poudre de verre doit être

effectuée à un pH inférieur ou égal à 3,5. La présence d'ions Al+++ susceptibles

d'assurer la liaison entre les charges négatives de la capside virale et les sites

négatifs de l'adsorbant n'ont pas permis d'améliorer le rendement moyen de

l'adsorption qui est de 62 %.

L'élution de 40 % des virus adsorbés est obtenue à pH 9 à l'aide d'une

solution de glycine ou d'extrait de boeuf.

Cette technique, appliquée à de grands volumes d'eau contaminée,

permet un rendement global de récupération de 22 %.

Ainsi, les deux modalités d'adsorption, passive ou spécifique, du BECV

sur un support, sont réalisables en vue d'isoler des virus dispersés dans le

milieu hydrique. Cependant, l'élution des virus du support, soit par répulsion

électrostatique, soit par dissociation de l'immuncomplexe, est délicate et la

détection, par culture cellulaire, des virus élués s'est avérée impossible.

Leur observation en microscopie électroJ\ique a montré, qu'à la suite des

traitements d'élution, les particules virales sont très endommagées,

l'enveloppe est lésée et on note une perte importante des spicules empêchant

toute multiplication virale in vitro. En revanche, la détection par hybridation

moléculaire est, dans ces conditions, réalisable. Toutefois, le rendement global

de la technique est très faible. Le seuil limite de détection correspond à une

charge virale de l'ordre de 107 particules dispersées dans l'échantillon à

analyser, concentration beaucoup trop élevée par rapport à la contamination

virale de l'environnement.
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A cette fin de recherche, le test de détection du BECV utilisant les sondes

moléculaires devrait donc être couplé avec l'emploi d'un système

d'amplification, soit du signal de révélation, soit du matériel nucléique à

détecter. La culture cellulaire susceptible d'assurer ce rôle d'amplification ne

pouvant' pas être utilisée, la voie d'amplification par Polymerase Chain

Reaction (PCR), que nous nous proposons de tester dans un proche avenir,

devrait lever l'écueil de la sensibilité du test d'hybridation moléculaire et ainsi

permettre d'amorcer une large étude épidémiologique et préciser l'incidence

des affections à BECV dans l'ensemble des maladies entériques bovines.
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ANNEXE 1 - Traitement du matériel et des réactifs utilisés en biologie
moléculaire

L'ensemble de l'expérimentation est réalisée avec du matériel stérilisé.

Pour la manipulation de petites quantités d'ARN ou d'ADN, les tubes

Eppendorf et les cônes pour pipettes automatiques sont siliconés afin de

limiter les pertes par adsorption sur les parois (MANIATIS - 1982).

Les ARN étant très sensibles à l'action des RNases, leur manipulation

nécessite de prendre certaines précautions:

- Il est préférable d'utiliser des récipients en matière plastique à usage

unique et stériles, considérés comme exempts de RNase.

- La verrerie est traitée par chauffage à 2S0°C pendant au moins 4 h.

- L'eau et les solutions sont additionnées de 0,1 % de DEPC (inhibiteur de

RNase) et incubées à 37°C pendant 12 h, puis autoclavées à 120°C

pendant 15 min.

- De l'eau traitée au DEPC est utilisée pour préparer les solutions à base de

tris qui est instable en présence de ce réactif.

- Le port de gants à usage unique est indispensable afin d'éviter toute

contamination des solutions en cours de manipulations.

ANNEXE 2: Extraction des acides nucléiques au phénol-chloroforme

La solution d'acides nucléiques est additionnée d'un égal volume de

phénol saturé ou d'un mélange phénol-chloroforme (v Iv).

Après 5 min d'agitation, l'émulsion est centrifugée 15 s afin de séparer la

phase aqueuse de la phase organique. La phase aqueuse supérieure contenant

les acides nucléiques en solution est récupérée. Deux à trois extractions sont

ainsi réalisées successivement, suivies d'une à deux extractions avec un

mélange chloroforme-alcool isoamylique (24 vIl v).

ANNEXE 3 : Concentration des acides nucléiques

Les acides nucléiques sont précipités par l'éthanol en présence d'une

concentration en cations monovalents de l'ordre de 0,3 M.

Cette concentration en cations monovalents est obtenue:

- en diluant l'échantillon dans du tampon TE lorsque la solution d'acides

nucléiques est fortement concentrée en sels.
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- en ajoutant la quantité nécessaire d'une solution d'acétate de sodium

3 M si cette concentration est trop faible.

La solution d'acides nucléiques est ensuite mélangée à 2 à 3 volumes

d'éthanol et conservée 1 à 2 h à 4°C.

Le mélange est centrifugé 30 à 45 min à 12000 g, puis le surnageant est

éliminé. Le précipité est lavé avec une solution d'éthanol à 70 %, séché et

dissous dans le tampon et le volume souhaité, puis conservé à - 20°C.

ANNEXE 4 : Mesure de la quantité d'acides nucléiques

La détermination de l'absorbance à 260 nm d'une solution d'ADN ou

d'ARN permet de calculer sa concentration en acides nucléiques.

- 1 UA =50 Jlg/ml d'ADN double brin

- 1 UA =40 Jlg/ml d'ARN ou d'ADN simple brin

Le rapport des absorbances à 260 nm et 280 nm permet d'évaluer la pureté

de l'acide nucléique.
260

A 280 =1,8 dans le cas d'un ADN pur

260
A 280 =2 dans le cas d'un ARN pur

ANNEXE 5 : Détection de la radioactivité

Radioactivité liée aux virus marqués

Le comptage des échantillons aqueux est réalisé dans l'Instagel, liquide

scintillant accepteur d'eau. Il est possible d'homogénéiser 1 ml d'échantillon

aqueux dans 10 ml de liquide scintillant. La radioactivité est mesurée au

compteur à scintillation liquïde.

Radioactivité liée à l'ADN

La détermination de la radioactivité liée à l'ADN est réalisée par

précipitation des acides nucléiques à l'acide trichloracétique (TCA). En effet,

seules vont précipiter les macromolécules et non les nucléotides libres.

La précipitation est réalisée sur 1 à 2 Jll de l'échantillon. Lorsque la

quantité de matériel est trop faible, il est nécessaire d'ajouter 100 Jll d'une

solution d'ADN entraîneur (ADN de sperme de saumon dénaturé à 500 Jlg/ml

dans de l'EDTA 20mM).
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L'ADN est précipité par 5 ml d'une solution de TCA 10 % pendant 15 min

à DoC. Le précipité est filtré sur un disque de papier WHATMAN GP/C. Le

filtre est abondamment rincé par du TCA 10 %, puis par 5 ml d'éthanol absolu,

séché et déposé dans une fiole de liquide scintillant (cocktail T - Scintran).

En parallèle, la radioactivité totale de l'échantillon est mesurée, une

fraction aliquote de 1 à 2 III étant déposée sur un filtre WHATMAN GP/C et

introduite, après séchage, dans une fiole de liquide scintillant.

Autoradiographie (PHILLIPS et al. - 1986)

- Directe
Le gel marqué au 32p, fixé et séché, est mis en contact direct avec un

film radiologique à température ambiante.

- En présence d'écran intensificateur (LASKEY - 1980)

Le film est intercalé entre le gel ou la membrane de nitrocellulose

marqués au 32p et un écran intensificateur. L'ensemble est placé à ­

800 e dans une cassette d'autoradiographie.

Dans tous les cas, les films sont développés avec les produits KODAK

(révélateur LX24 et fixateur AU).

ANNEXE 6 : Microscopie électronique

L'observation des suspensions virales nécessite une coloration négative

au phosphotungstate de sodium à 2 % (pH 6,8). La grille carbonée est déposée

pendant 2 min sur une goutte de la suspension virale dont l'excès est ensuite

éliminé. Puis elle est transportée sur une goutte de colorant pendant 2 min, et

séchée.

Lorsque la suspension virale contient des molécules de saccharose

(purification du virus), une double coloratiop négative est réalisée, la grille

étant transportée successivement sur deux gouttes de colorant pendant 1 à

2 min.

L'observation des grilles est réalisée à l'aide d'un microscope PHILIPS

EM 300.
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ANNEXE 7 : Préparation des tubes de dialyse

Des tubes de dialyse de 2,5 cm de large, coupés en morceaux de 10 à 20 cm,

sont portés 10 min à ébulittion dans un grand volume de tampon NaHC03

1 %, EDTA 1 mM, puis rincés abondamment à l'eau distillée, autoclavés

10 min à 120°C et conservés à 4°C (MANIATIS - 1982).

Ces tubes seront rincés à l'eau distillée avant usage et manipulés avec des

gants.
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RESUME

....:

Une étude de la structure moléculaire et des caractéristiques physico­
chimiques du coronavirus entérique bovin (BECV) a été envisagée afin de
développer des techniques de détection de ce virus dans les· milieux
biologiques et l'environnement.

Le clonage de l'ARN génomique a été réalisé dans E. coli. L'analyse de
la banque d'ADNc obtenue a permis de sélectionner un fragment de 2 kb,
comprenant la majeure partie des gènes codant pour les protéines virales N
et M, et utilisé comme sonde pour la mise au point d'un test d'hybridation
moléculaire par slot blot. Deux techniques de niarquagede la sonde ont été
comparées: marquage radioactif au 32p et marquage enzymatique par
couplage covalent à la péroxydase et révélation par chimiluminescence. La
sonde radioactive permet de détecter 1 à 3 pg d'ARN viral, soit 2.105

génomes, tandis que la sonde enzymatique, moins sensible, limite la
détection à 100 pg d'ARN. Le test s'est avéré applicable à la détection du
BECV produit en culture de cellules HRT 18 et présent dans les fécès de
veaux atteints d'entérite. i 1

I:.a recherche du BECV dans le milieu hydrique nécessite une étape de
concentration préalable faisant intervenir les caractéristiques physico­
chimiques et antigéniques du virus. Ainsi, une technique d'immunoaffinité
utilisant des anticorps monoclonaux et un procédé d'adsorption-élution sur
poudre de verre ont été analysés. Dans chacun des cas, l'isolement des virus
dispersés dans l'eau est efficace. Leur élution du support, par dissociation
de l'immuncomplexe ou par répulsion électrostatique, entraîne une
dégradation de l'enveloppe virale empêchant toute mise en évidence par
inoculation à des cellules HRT 18 . En revanche, les virus concentrés ont pu
être détectés par hybridation moléculaire. La conduite d'études
épidémiologiques nécessitera cependant d'améliorer le seuil de détection par
amplification du système de révélation ou du matériel nucléique viral.

MOTSCLES

Clonage - Concentration - Coronavirus entérique bovin - Hybridation
moléculaire - Immunoadsorption - Milieu hydrique - Sonde d'ADNe.
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