
Quantification du gene N (copies/mL) par RT-qPCR

Jéjunum Duodénum Iléon 

Souche Extrait infection 1 infection 2 réinfection infection 1 infection 2 réinfection infection 1 infection 2 réinfection

Miller

T0 BR 1,22E+04 NT NT 3,53E+03 NT NT 5,97E+03 NT NT

72 hpi BR 5,53E+05 NT NT 1,90E+05 NT NT 2,85E+05 NT NT

T0 ST 1,03E+04 NT NT 1,87E+04 NT NT 2,14E+04 NT NT

72 hpi ST 2,28E+07 NT NT 5,52E+06 NT NT 1,87E+06 NT NT

Purdue

T0 BR - - - - - - - - NT

72 BR 2.86E+03 - 3.81E+03 1.10E+04 - 6.71E+03 - - NT

T0 ST 1.79E+06 4,95E+04 1.02E+07 6.20E+06 3,24E+04 NT 5.27E+06 2,37E+04 NT

72 ST 2.16E+09 5,90E+05 3.41E+09 9.24E+06 1,52E+06 NT 6.78E+06 1,70E+06 NT
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L’intestin de porcs EOPS (exempts d’organismes
pathogènes spécifiés) de 10 semaines d’âge est
découpé longitudinalement et repris dans du
PBS/antibiotique/DTT, les villosités sont ensuite
retirées par grattage. Cette étape est vérifiée au
microscope. Les cryptes sont ensuite isolées avec
une pince après 2 lavages dans du PBS/3m MDTT
et 10uM de Rock inhibitor + antibiotiques puis
filtrées à 200µ et reprises dans du DMEM F12 10%
SVF froid. 150 cryptes sont cultivées en p24 dans
un dôme 3D de Matrigel (50µl) polymérisé
recouvert de milieu de culture DMEM F12 10% SVF
(500µl). Passage tous les 8 jours environ.

Pour l’étalement en 2D de cellules dissociées
d’organoides 3D (passage 5), les puits p24 sont
coatés avec 500µl de DMEM-F12 (FROID) + 0.5%
de matrigel et incubé 1 heure à 37°C. Les
organoides sont dissociés et digérés avec 1ml de
TryPLE, centrifugé 2 fois à 300G 4°C, 5 min et
resuspendus dans 1mL de DMEM F12 10% SVF
pour comptage. 400000 cellules sont culotées et
reprises dans du milieu de différenciation
(IntestiCulT avec 1mL de milieu de base et 800ul
de supplément avec antibiotique). Le milieu est
retiré des puits et après séchage 10 minutes les
cellules sont déposés sur le matrigel.

Des cellules 2D étalées 72h avant dans du milieu
de différenciation (ratio du milieu Intesticult
milieu de base : milieu supplément 1:0,8) sont
infectés avec 200µL de broyats de jéjunum de
porcs infectés ou de surnageants de cellules ST
(swine testis), passage 3, des souches Miller et
Purdue. Après 1h d’incubation à 37°C 5% CO2,
l’inoculum est retiré et les cellules sont lavées
avec 500µL de milieu DMEM F12 sans SVF. Les
cellules sont incubées pendant 72h à 37°C 5%
CO2.



Le surnageant et les cellules sont extraient au
Trizol. La présence de génome viral est testé par
RT-qPCR TAQMAN dans 25µl final à partir du
mastermix RT-PCR 1 step avec 5µl d’ADN et
300nM/L final d’amorce sens :
GCAGGTAAAGGTGATGTGACAA et antisens :
ACATTCAGCCAGTTGTGGGTAA et 200nM/L
finale de sonde : 6 FAM TGG CAC TGC TGG GAT
TGG CAA CGA MGB. Le mélange est incubé
ensuite 30 minutes à 48°C, 10 minutes à 95°C et
40 cycles à 95°C 15 secondes et 60°C 1 minute.

72 heures

(+) milieu de 
différentiation

BR: broyat; ST: swine testis; NT: non testé; -: 0.E+00
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Quantification du gène N (ng ARN) par RT-qPCR

Jéjunum Duodénum Iléon 

Souche Extrait infection 1 infection 2 réinfection infection 1 infection 2 réinfection infection 1 infection 2 réinfection

Miller
72 hpi BR 1,56E+03 NT NT - NT NT 1,09E+02 NT NT

72 hpi ST 3,66E+03 NT NT 1,38E+03 NT NT 3,68E+02 NT NT

Purdue
72 hpi BR - - - - - - - - NT

72 ST 4.59E+07 9,34E+02 8.76E+05 2.14E+03 2,00E+02 NT 8.73E+02 3,42E+02 NT

BR: broyat; ST: swine testis; NT: non testé; -: 0.E+00


