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1. INTRODUCTION

L’apparition récente d’un coronavirus respiratoire induisant
une réponse sérologique positive vis-3-vis du virus de la
Gastro-entérite Transmissible (TGEV) a tant soit peu boule-
versé les données épidémiologiques qui jusqu’ici caractéri-
saient cette virose. En I'espace de 3-4 ans, cet agent a lar-
gement diffusé au sein du cheptel européen, ce en I'absence
de symptdmes entéritiques classiquement associés & la GET.

Les premiéres études ont débuté en 1984, en Belgique, et
ont conduit & I'isolement d’un virus cytopathogéne, qui pré-
sente une parenté antigénique étroite avec le TGEV (PEN-
SAERT et al., 1986). Chez I'animal, le virus manifeste un tro-
pisme marqué pour le tractus respiratoire, ce qui explique vrai-
semblablement I’extension rapide de 'infection. Ces données
ont été pieinement confirmées par des recherches menées
simultanément dans plusieurs pays, dont le Danemark, I'An-
gleterre (deux pays jusqu’alors indemnes, ou largement, de
GET) et la France (ESKILDSEN M. & HAVE P., 1986, résul-
tats non publiés ; BROWN & CARTWRIGHT, 1986 ; JESTIN
et al., 1987a ; pour une revue, voir JESTIN et al., 1987b).

L’impact économique de cette infection, gui évolue généra-
lement dans les élevages selon un mode subclinique (PEN-
SAERT et al., 1986), est sans doute limité mais reste a préci-
ser. En tout état de cause, c’est une prévalence inaccoutu-
mée de séroconversions anti-TGEV, et non 'occurence de
désordres regpiratoires en quéte d’étiologie, qui a attiré I’atten-
tion des virologistes sur cet agent. Ce dernier engendrerait
cependant un syndrome grippal modéré dont I'expression
pourrait dépendre de la classe d’adge ou du statut sanitaire
de I'élevage (DURET et al., 1987, JESTIN et al., 1987a).

Quant & la nature exacte de ce coronavirus, elle resie pure-
ment conjecturale. Plusieurs hypothéses peuvent étre avan-
cées. ll peut s’agir d’'une souche de TGEV modifiée ayant
perdu son pouvoir entéropathogéne, ou méme d’un auire
coronavirus du groupe antigénique | (Figure 1) ayant franchi

la barriére interspécifique. Cet agent pourrait également étre

issu d’une recombinaison génétique naturelle entre le TGEV
et un autre coronavirus porcin, ou apte a se multiplier chez
cette espece (Figure 1). De fait, des travaux récents ont mon-
tré qu’une recombinaison de I'ARN génomique pouvait

survenir a une fréquence élevée chez les coronavirus murins,
selon un mécanisme d’ailleurs encore non élucidé (MAKINO
et al., 1987). Dans I'expectative, nous retiendrons pour dési-
gner cet agent le sigle ”"CVRP”’ (Coronavirus Respiratoire Por-
cin), de préférence aux appeliations "TGEV-ike” ou
“TGEV-R”

FIGURE 1
RELATIONS ENTRE TGEV ET D’AUTRES CORONAVIRUS
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GROUPE ANTIGENIQUE I

Le TGEV, le HEV ({virus hémagglutinant responsable du syndrome
Vomissement-Dépérissement) et le PEDV (virus de la Diarrhée Epi-
démique) sont 3 coronavirus spécifiques du porc, dépourvus de
parenté antigénique. Le groupe antigénique | comprend, outre le
TGEV, le FIPV (virus de la Péritonite Infectieuse Féline), le CCV (coro-
navirus entéritique canin), le HCV souche 229E (coronavirus respi-
ratoire humain) et le RCV (coronavirus responsable de la Cardiomyo-
pathie du lapin). Le cercle ombré regroupe les différents coronavi-
rus aptes a se multiplier chez le porc (cf. WOODS et al., 1981). Les
abréviations utilisées sont celles du Comité International de Taxo-
nomie (cf. SIDDELL et al., 1983).
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Une analyse détaillée des caractéristiques antigéniques du
CVRP, précisant notamment son degré de parenté avec le
TGEV, était susceptible, sinon d’élucider son origine, du
moins de restreindre le champ des hypothéses. Nous présen-
tons ici les premiers résultats d’une étude en cours sur la réac-
tivité comparée de 3 isolats de CVRP, de différentes souches
de TGEV et d’une souche de FIPV (virus de la Péritonite Infec-
tieuse Féline), vis-a-vis d’une collection d’anticorps monoclo-
naux (Ac.Mo.) dirigés contre les protéines structurales du
TGEV.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. VIRUS ET CELLULES.

L’origine des 3 isolais de CVRP figure dans le tableau 1. L’iso-
lat belge correspond & la souche désignée TLM83 dans le
laboratoire d’origine. Ces virus ont été isolés sur des cellu-
les primaires de rein ou de thyroide de porc, puis propagés
sur la lignée ST (épithélium testiculaire de porc) soit avant

soit aprés leur arrivée dans notre laboratoire. Le milieu de
maintien est du MEM de Eagle additionné de 10 p. cent de
sérum de veau nouveau-né. Des suspensions récoltées dans
les heures suivant I'apparition de I'effet cytopathogéne, puis
clarifies, constituent la source de virus dans ces expérien-
ces. Les titres infectieux étaient compris entre 1 x 106 et 5
x 108 UFP/m. Le virus FIPV (souche 79.1146) et la lignée de
cellules FCWF (felix catus whole fetus) sur laquelle il a été
propagé, proviennent du laboratoire de Marian HORZINEK,
(Université d’Utrecht). L’origine et le mode de propagation
des souches de TGEV ont été décrits par ailleurs (LAUDE et
al., 1981).

2.2. ANTICORPS MONOCLONAUX

Les hybridomes murins anti-TGEV ont été établis au labora-
toire en collaboration avec le groupe de Jeanne GROS-
CLAUDE, et les caractéristiques des Ac.Mo. produits ont été
publiées (LAUDE et al., 1986). Des liquides obtenus par crois-
sance ascitigue en souris ont été utilisés comme source
d’immunoglobulines.

TABLEAU 1
ISOLATS ACTUELS DE CVRP
PAYS (ANNEE) LABORATOIRE REFERENCE
*Belgique (83) Vet. Faculty, Ghent M.Pensaert, P. Callebaut, J. Vergotte, 1986
*Danemark (86) State Vet. Inst. Virus Res. Lindholm. P. Have, P. Eskildsen (1986, résultats non publiés)
*France (86) RM:-IFFA, Lyon C. Duret, A. Brun, H. Guillmoto, M. Dauvergne, 1987
Angleterre (86) Central Vet. Lab., Weybridge 1. Brown, S. Cartwright, 1986

*Isolats analysés dans cette étude.

2.3. TEST D’IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

Des tapis de cellules ST adgées de 24 h établis en micropla-
que (Falcon Microtest Il), infectés a raison de 103 UFP/cupule,
ont été utilisés comme source d’antigéne ; aprés 20 h (TGEV)
ou 26 h (CVRP) d’incubation & 38°C, les cultures sont rin-
cées, puis fixées avec un mélange acétone/éthanol froid (1:3).
Dans le cas du FIPV, des tapis de cellules FCWP de 3 j ont
été infectés & raison de 103 UFP, puis fixées 16 h post-
infection avec un mélange acétone/éthanol (3:1). Lors de la
coloration, les plaques sont incubées 60 min en présence de
liquides d’ascites & 4 dilutions (1:20, 1:100, 1:500, 1:2500).
Aprés rincage en PBS + 0.05 p.cent de Tween 20, un conju-
gué anti-igs de souris marqué a la fluorescéine (Pasteur Pro-
duction) est ajouté dilué au 1:100. Deux séries d’expérien-
ces au moins, incluant les contrbles, ont été effectuées pour
chaque Ac.Mo.

3. RESULTATS

3.1. DETERMINANTS DU TGEV RECONNUS PAR LES
AC.MO UTILISES

Les 25 Ac.Mo. retenus pour ces expériences sont dirigés con-
tre I'une des 3 protéines structurales du TGEV, selon la répar-
fition suivante : 17 Ac.Mo. anti-gpEZ2, la glycoprotéine de sur-
face de 220 kd qui forme les spicules des virions ; 4 Ac.Mo.
anti-gpE1, la glycoprotéine transmembranaire de 29 kd ;
4 Ac.Mo. anti-N, la nucléoprotéine de 47 kd (liste donnée dans
le tableau 2). Tous ces Ac.Mo. proviennent d’une collection

d’hybridomes établie au laboratoire vis-a-vis de la souche
Purdue-115, & I'exception de I’Ac.Mo. 25H2, qui est dirigé
contre la souche Miller et provient du laboratoire de Linda
SAIF (Ohio Agricultural Research and Development Center,
Wooster).

Rappelons que seule la protéine gpE2 est capable d’induire
chez I'animal la synthése d’anticorps capables de neutrali-
ser le pouvoir infectieux du virus. Une carte antigénique détail-
lée de cette protéine a été établie & I'aide de tests topologi-
ques ou fonctionnels (Figure 2). La plupart des épitopes se
regroupent en 4 sites antigéniques majeurs. Le domaine A-B,
qui inclut 2 sites reliés par un épitope commun, rassemble
des déterminants qui jouent un réle primordial dans la neu-
tralisation et qui sont immunodominants chez le porc. Les
sites A, B et D ont été trouvés strictement conservés sur des
souches de TGEV de provenances géographiques trés diver-
ses. En revanche une variation naturelle, peu fréquente, peut
s'observer, comme c’est le cas pour la souche anglaise FS
772170, au sein du site C et sur certains épitopes indépen-
dants (LAUDE et al., 1986 ; DELMAS et al., 1986). Le géne
codant pour gpE2 (1431 amino acides) a d’autre part été
séquencé en totalité (RASSCHAERT et LAUDE, 1987), et des
travaux en cours montrent que ’ensemble des sites antigé-
niques majeurs se localisent vers 'extrémité N-terminale.

La protéine gpE1, de nature hydrophobe, est presque totale-
ment enfouie ou étroitement associée avec la face interne de
I'enveloppe lipidique virale. Trois des Ac.Mo. sont dirigés
contre e segment N-terminal hydrophile de 30 résidus, sup-
posé faire saillie & 'extérieur de la membrane (’site Ext.”).
Un Ac.Mo. reconnait un épitope interne de gpE1, vraisem-
blablement situé en région C-terminale ("'site Int.”’) (LAUDE
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TABLEAU 2
REACTIVITE COMPAREE EN IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE SUR CELLULES INFECTEES D’UNE COLLECTION
D’AC.MO. ANTI-TGEV (SOUCHE PURDUE 115), VIS-A-VIS DE 3 ISOLATS DE CVRP, D’UNE SOUCHE DE TGEV VARIANTE
(SOUCHE ANGLAISE 772/70), ET D'UNE SOUCHE DE FIPV.

SPECIFICITE AC.MO, CVRP TGEV FIPY
PROTEINE SITE Fran, Belg. Dan. Angl. 79.1146
gpE2 A 209 + + + + +
(Spicule) 12.18 + + + + +
51.13 + + + + +
A-B 481 + + + + +
B 25b.21 + + + + +
8.8 + + + + +
C 3b.5 - - - -
10.4 - - - - -
11.20 + + + + +
D 40.1 - - - + -
5.2 - - - " -
69.21 - - - + -
7817 + + + + -
Ind. 76.2 + + + + -
6.179 - - - +
44 - - - +
67.9 - - - - -
gpEi Ext. 49.22 - - - - -
(Membr.) 25.22 - - - - -
9.34 - - - - -
Int. 3.60 + + + + -
L - 51 + + + + -
(Nuclgopr.) 226 + + + + -
19.1 + + + +
25H7° + + + N
FIGURE 2 et al., 1987). A I'exception d’une souche (FS 772/70), ces deux

CARTE EPITOPIQUE DE LA GLYCOPROTEINE gpE2 DU TGEV

Les cercles rassemblent des anticorps monoclonaux (chacun dési-
gné par un numéro, ex : 20.9) qui reconnaissent des épitopes topo-
logiquement proches. Les Ac.Mo. dépourvus de réactivité vis-a-vis
du CVRP sont indiqués par un point noir.

types de déterminants sont hautement conservés. L épitope
“int.”” est présent sur I’ensemble des souches de TGEV tes-
tées (résultats non publiés). La carte épitopique de la pro-
téine N n’a pas été effectuée.

3.2 REACTIVITE DU CVRP VIS-A-VIS
DES AC.MO. ANTI-TGEV

Les données résultant d’un test d’immunofluorescence indi-
recte (IIF), effectué en paralléle sur 3 isolats de CVRP, une
souche variante de TGEV (cf. supra) et la souche 79.1146
de FIPV sont résumées dans le tableau 2. Les conclusions
suivantes en découlent :

- La réactivité identique des 3 isolats de CVRP indique que
c’est bien la méme entité virale qui a été isolée en Belgique,
au Danemark et en France.

- La parenté antigénique marquée observée entre les virus
CVRP et TGEV est bien confirmée par I'emploi de réactifs
monoclonaux.

—Aucun des 4 Ac.Mo. anti-N ne permet de différencier le
CVRP du TGEV, tandis que 3 d’entre eux ne reconnaissent
pas la nucléoprotéine du FIPV,

-~ Les Ac.Mo. dirigés contre des épitopes externes de la pro-
téine gpE1 permettent de différencier le CVRP des souches
de TGEV, sauf la souche anglaise qui présente une variation
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analogue. Cependant, I'épitope interne de gpE1 est conservé
sur le CVRP comme sur 'ensemble des souches de VGET,
ce qui distingue ces 2 virus-du FIFV.

- Sur fa glycoprotéine spiculaire gpE2, le domaine de neu-
tralisation majeur, constitué par les 2 sites A et B, est con-
servé non seulement sur tes virus CVRP et TGEV, mais éga-
lement sur le FIPV. Ceci explique les forts taux de séroneu-
tralisation croisée constatés entre virus TGEV et CVRP d'une
part, TGEV et FIPV d’autre part. Le site antigénique C ainsi
que plusieurs épitopes non reliés sont altérés sur le CVRP.
Toutefois, certains de ces épitopes sont également sujets a
variation sur le TGEV (souche anglaise). L altération du site
D apparait en revanche étre une caracteristique propre au
CVRP. |l est & noter aussi qu’aucun des Ac.Mo. definissant
fe site D ne reconnait le FIPV. Les variations recenseées sur
la protéine E2 du CVRP sont indiquées par des points sur
la carte antigénique présentée a la figure 2.

4. DISCUSSION

Plusieurs informations importantes se dégagent de ces resul-
tats. Tout d’abord les isolats de CVRP font montre d’une com-
pléte homogénéité antigénique vis-a-vis de la gamme
d'Ac.Mo. utilisée. Ce point renforce donc les données épide-
miologiques selon lesquelles un méme agent aurait diffusé
de fagon explosive au sein du territoire européen. En second
lieu, il apparait qu’en dépit d’une indéniable parenté, le spec-
tre antigénigue du CVRP se distingue assez nettement de
celui des souches de TGEV dans leur ensemble. Le nombre
des épitopes communs aux souches de TGEV et de CVRP
s'éléve 3 14 sur les 25 Ac.Mo. pris en compte. Les différen-
ces recensées sidgent sur les 2 glycoprotéines d’enveloppe
gpE1 et gpE2. Il faut cependant souligner que certains des
sites distincts - a savoir le site C et certains épitopes indé-
pendants sur gpE2, ainsi que le site externe sur gpE1 - peu-
vent aussi varier au sein méme des souches de TGEV : c'est
au moins le cas pour la souche anglaise 772/70. De ce fait
I'altération du site D apparait comme I'élément majeur de dis-
crimination entre CVRP et TGEV. Toutefois le CVRP se sin-
gularise aussi par I'absence de 2 épitopes indépendants (44.4
et 6.179) qui s’avérent conservés sur 'ensemble des souches
de TGEV étudides.

Seule une approche élargie, incluant 'emploi d’Ac.Mo. diri-
gés contre le CVRP lui-méme voire contre d’autres virus du
groupe |, ou fondée sur une comparaison partielle des séquen-
ces nucléotidiques du génome des divers agents concerneés,
permettrait de privilégier I'une des hypothéses émises plus
haut quant & la nature précise du CVRP. Celui-ci pourrait déri-
ver d’une souche de TGEV cumulant une mutation sur gpE2
et une mutation sur gpE1, ce qui est possible si 'on admet
que plusieurs épitopes d’une protéine, méme topologique-
ment distincts, peuvent &tre affectés par une mutation uni-
que dans le géne codant. On peut d’autre part remarquer
qu’un virus issu d'une recombinaison entre une souche de
TGEV ayant des caractéristiques proches de celles de la sou-
che anglaise, et une souche de FIPV par exemple, celle-ci
apportant.tout ou partie du géne E2, posséderait un spectre
antigénique quasi identique & celui que présente ie CVRP vis-
a-vis des réactifs utilisés dans cette étude. Seule I'hypothése
d’une adaptation du coronavirus félin FIPV a I'espece por-
cine parait & présent moins plausible, dans la mesure ol cer-
tains déterminants présents sur les protéines E1 et N du
CVRP semblent plus proches du TGEV que du FIPV. Au
demeurant, il peut fort bien s’agir d’un coronavirus du groupe
| autre que ceux actuellement répertoriés, héberge par une
espéce sauvage par exemple.

A défaut de fournir des indications plus précises sur l'origine
du CVRP, les données que nous présentons sont suscepti-
bles d'une part d’orienter avantageusement les travaux
futurs, d’autre part de proposer des outils facilitant un dia-
gnostic différentiel, deux aspects que nous examinerons suc-
cessivement en guise de conclusion.

{’absence sur la protéine gpE2 du CVRP de plusieurs épito-
pes appartenant au site D revét un intérét particulier. Les
déterminants portés par les spicules jouent fréquemment un
réle essentiel dans Pexpression du tropisme d’un virus. Il
serait donc important de vérifier s'il existe ou non une rela-
tion causale entre altération du site D et perte du pouvoir enté-
ropathogéne. A cet égard, des travaux en cours au labora-
toire ont permis de localiser le site D dans les 200 derniers
résidus N-terminaux de gpE2, les autres sites impliquant des
résidus situés plus en aval sur ia structure primaire. Or la com-
paraison des protéines gpE2 des 2 virus TGEV et FIPV mon-
tre que c’est précisément la région dans laquelle les 2 séquen-
ces, par ailleurs fortement homologues, cessent d’étre coli-
néaires (Figure 3). L'avenir dira si les séquences de 'extré-
mité N-terminale codent pour des déterminants biologiques
essentiels impliqués dans la reconnaissance des cellules
cibles ou &'il s'agit & I'inverse d'une région sans role fonc-
tionnel défini, qui peut dés lors évoluer hors de toute
contrainte sélective. Quoi qu’il en soit, il est clair que I'extré-
mité 5 du géne E2 sera I'une des régions a séquencer en
priorité sur le CVRP pour tenter d’élucider son origine.

Ces premiéres observations ouvrent par ailleurs des perspec-
tives s'agissant du diagnostic différentiel des 2 types

FIGURE 3
HOMOLOGIES EXISTANT DANS LA SEQUENCE
POLYPEPTIDIQUE DE LA PROTEINE gpE2, DES CORONAVIRUS
TGEV (RASSCHAERT & LAUDE, 1987) et FIPV
(DE GROOT ET al., 1987)

TGEV 200 600 1000 1400
FIPV ‘ ' | 8

200
600~ . . N
1000 N

ta0o TN

Analyse matricielle sur une fenétre de 4 résidus, avec un taux d’homo-
logie de 75 %.




d’infection. On congoit en effet que cet avatar épidémiologi-
que ne facilite guére la surveillance et le contréle de la GET
dans les élevages. Il est dorénavant possible, a I'aide de quel-
ques Ac.Mo. appropriés, de distinguer un isolat de CVRP d’un
isolat de TGEV par un simple test d’IF indirecte. De surcroit,
la mise au point d’un test sérologique - par exemple un test
ELISA de compétition mené en paraliéle vis-a-vis d’un Ac.Mo.
discriminant (40.1, 5.2, 69.21, 6.179 ou 44.4) et d’un Ac.Mo.
non discriminant (site A ou B) - ne devrait pas soulever de
difficultés majeures.
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