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Caractérisation

d’anticorps monoclonaux dirigés
contre les virus de la peste bovine
et de la peste des petits ruminants :
identification d’épitopes conserveés
ou de spécificite stricte

sur la nucléoprotéine
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Résumé

Vingt-neuf anticorps monoclonaux (AcM) dirigés contre les souches virales
vaccinales RPV-RBOK et RPVL de peste bovine (RPV) et la souche PPRV NIG
75/3 de la peste des petits ruminants (PPRV) ont été caractérisés par
radioimmunoprécipitation (RIPA), immunofluorescence (IFl) et
immunoenzymologie (ELISA). Vingt-sept d’entre eux étaient dirigés contre la
nucléoprotéine (N) ; deux AcM étaient spécifiques de la protéine de fusion (F)
et de la protéine de matrice (M) du virus homologue. Pour ceux qui n’étaient
pas précipitants, la réactivité au regard de la protéine de structure était
confirmée par IFI et ELISA. La réactivité en IFl de ces AcM a permis de classer
des souches RPV et PPRV d’origine géographique différente et de les
comparer a deux autres morbillivirus, la rougeole (MV) et la maladie de Carré
(CDV). L’AcM dirigé contre la M n’a pas indiqué de variations épitopiques au
sein des souches PPRV et I’AcM anti-F1 a délimité un site unique sur
I’ensemble des souches RPV et PPRV tout en les distinguant de MV et de
CDV. Les AcM anti-N ont été purifiés, biotinylés et analysés par compétition
réciproque au regard des souches RPV-RBOK et PPRV-NIG 75/1 utilisées
comme antigene de I’ELISA. Ils ont défini sur la nucléoprotéine de ces virus
respectivement 6 et 7 sites antigéniques. Sur I’ensemble des sites délimités,
certains étaient uniques a RPV (2 sites) et d’autres a PPRV (3 sites). Les AcM
qui les reconnaissaient ont permis de distinguer les deux virus sans ambiguité.
Quatre sites se chevauchant sur les virus RPV et PPRV étaient conservés sur
I’ensemble des morbillivirus et les sites restants étaient communs a 2
morbillivirus au moins. Trois AcM caractérisés dans cette étude sont de bons
candidats pour des tests de diagnostic différentiel (Libeau G. et coll., 1994,
Vet. Rec., 134: 300-304 ; Libeau G. et coll., 1995, Res. vet. Sci., 58: 50-55).

IIs ont été appliqués de fagon systématique & I’ analyse des diffé-
rences antigéniques existant au sein des morbillivirus. Des batte-

Les anticorps monoclonaux (AcM) sont des outils performants
pour |"étude et I'identification des agents pathogénes. Leur utilité
provient de trois grandes caractéristiques : leur spécificité réduite
aun seul épitope, leur homogénéité et la possibilité de les produire
en grande quantité.
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ries d’AcM ont permis d’étudier chaque membre du genre
Morbillivirus : CDV (30), MV (6, 29, 36, 38, 44), RPV (5, 24, 26,
27, 41, 42) et PPRV (35). Une variaion antigénique plus impor-
tante que celle observée précédemment avec les anticorps polyclo-
naux a pu étre décelée. Cette variation épitopique qui différencie
les prototypes de chacun des virus du genre (27, 39) peut étre dis-
cernée également, a un degré moindre, entre lesisolats d’' un méme
virus. Ceci a été démontré initialement au sein des souches RPV
par des AcM préparés contre MV et CDV (30, 38, 39). De fagon
similaire, les AcM spécifiques font apparaitre parmi les souches
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RPV un certain nombre de différences parfois liées a leur pouvoir
pathogéne (24, 26, 41). Dans cette éude, 29 AcM obtenus contre
les souches vaccinales de peste bovine RPV-RBOK et RPVL et la
souche virulente PPRV-NIG 75/3 ont été caractérisés.

m MATERIEL ET METHODES

Cdluleset virus

Des cellules de rein de singe (Vero R) ont été cultivées en milieu
essentiel minimum de Eagle (EMEM), supplémenté avec 5 p. 100
de sérum de veau fodal (SVF) et des antibiotiques (40 pg/ml de
gentamicine et 2,5 ug/ml d' amphotéricine B). Les souches virales
suivantes ont été utilisées pour la production d' anticorps monoclo-
naux (AcM) : la souche vaccinale de peste bovine RPV-RBOK
(31), utilisée & 98 passages sur cellules de rein de bovin (BK/98) et
2 passages sur cellules Vero (Vero/2) (24), ainsi que la souche
sauvage PPRV-NIG 75/3 (13), utilisée a 6 passages sur rein
d' agneau (LK/6) et 6 passages sur Vero (Vero/6).

Le test d’'immunofluorescence indirecte (IFI) a été réalisé avec les
souches virales suivantes : les souches vaccinales de peste bovine
(RPV), RPV-RBOK et la souche lapinisée RPVL (18), neuf
souches virulentes, India, Koweit, Arabie Saoudite, Yemen, Liban,
Oman, Reedbuck, Egypte et RBT1 (24) ; les souches vaccinales de
peste des petits ruminants (PPRV) PPRV-NIG 75/1 (11) ; les
souches virulentes PPRV-NIG 75/2, NIG 75/3, Ghana, Accra, 1bri,
Dorcas, Midlik, Sennar (24). Les souches de laboratoire de la ma-
ladie de Carré (CDV ; Onderstepoort) et de la rougeole (MV ;
Edmonston) ont été incluses comme contrdle de la spécificité des
AcM.

Les souches RPV-RBOK, PPRV-NIG 75/1 et NIG 75/3 ont été
utilisées lors du test d'immunoprécipitation (RIPA).

Anticorps monoclonaux

Les AcM utilisés dans cette étude provenaient de plusieurs fusions
pour lesquelles les souris avaient subi des protocoles d'immunisa
tion différents. Les AcM ont été obtenus avec les souches RPV-
RBOK BK/98 et la souche PPRV-NIG 75/3 (LK/6, Vero/6). Les
AcM obtenus avec la souche RPV-RBOK de spécificité anti-nu-
cléoprotéinique ont permis de définir le profil antigénique des
souches virales citées dans une publication précédente (24). Les
AcM dénommés B11 et Y13 dont la spécificité était également
anti-nucléoprotéinique (41) ont été gracieusement fournis par le
Pr Yamanouchi. Les hybrides ont été sélectionnés pour leur acti-
vité anti-RPV ou PPRV par ELISA indirect ou par IFI. Les cel-
lules positives ont été clonées par dilution limite et inoculées par
voie intra-péritonéale a des souris Balb/c préparées au pristane
(2,6,10,14-tétraméthyl pentadécane, Janssen Chemicals) afin d' ob-
tenir | ascite contenant les anticorps. Les AcM ont été purifiés a
partir de I'ascite sur protéine A-sépharose (CL-4B, Pharmacia)
selon une méthode décrite par Ey et call. (12). Ils ont ensuite été
bictinylés avec I'ester de biotine-XX-NH (Clontech Laboratories)
selon laméthode de Shaw et call. (37).

L'identité des AcM utilisés dans cette €tude est résumée dans le
tableau .

Préparation deI’antigene

La souche RPV-RBOK, ou PPRV-NIG 75/1, a été récoltée et clari-
fiée a2 500 g pendant 25 min. Le virus a ensuite été concentré sur
une cassette Pellicon munie d'un filtre dont |e seuil de coupure était

Tableau |

Identité des AcM utilisés dans cette étude

Numéro Nom Virus
de rang de I’AcM d’immunisation
1 IIH2 RPV-RBOK
2 48-5 RPV-RBOK
3 1-1 RPV-RBOK
4 51-5 RPV-RBOK
5 3-1 RPV-RBOK
6 5-1 RPV-RBOK
7 IH1 RPV-RBOK
8 VB2 RPV-RBOK
9 IVE4 RPV-RBOK
10 IE6 RPV-RBOK
11 36-5 RPV-RBOK
12 13-5 RPV-RBOK
13 17-5 RPV-RBOK
14 Y13 RPVL
15 B11 RPVL
16 33-4 PPRV-NIG 75/3
17 110-4 PPRV-NIG 75/3
18 25-2 PPRV-NIG 75/3
19 38-4 PPRV-NIG 75/3
20 29-2 PPRV-NIG 75/3
21 163 PPRV-NIG 75/3
22 131 PPRV-NIG 75/3
23 23-3 PPRV-NIG 75/3
24 156-4 PPRV-NIG 75/3
25 26-1 PPRV-NIG 75/3
26 22-3 PPRV-NIG 75/3
27 103 PPRV-NIG 75/3
28 19-6 PPRV-NIG 75/3
29 128 PPRV-NIG 75/3

de 100 kDa (Millipore Corp., Bedford, MA, USA). La suspension
virde a éé centrifugée sur un gradient de sucrose 20-60 p. 100 di-
luée dans du TNE (0,010 M Tris-HCI, 0,150 M NaCl, 1 mM EDTA,
pH 7,4) a 100 000 g pendant 90 min sur un rotor Beckman SW51.
La bande correspondant au virus a été centrifugée a nouveau a
100 000 g pendant 90 min. Le culot viral obtenu a été resuspendu
dans du TNE et gardé a-70 °C. Laconcentration protéique a &é me-
surée par la méthode a |’ acide bicinchoninique (40). Ce matériel a
été utilisé pour I"'immunisation des souris et I' ELISA indirect.

Test ELISA

Les plagues ont été sensibilisées et incubées pendant 1 h avec le
virus purifié RPV-RBOK ou PPRV-NIG 75/1 dilué dans une solu-
tion saine (0,01 M phosphate : PBS). Elles ont été lavées avec du
PBS contenant 0,05 p. 100 de Tween 20 puisincubées 1 h avec les
surnageants de cultures d hybrides (volumes 50 pl). Aprés une
série de trois lavages, le test a été poursuivi par |'addition d'un
conjugué dirigé contre les globulines totales de souris couplées a
de la peroxydase (Dako) puis de son substrat, |’ ortho-phényléne
diamine en présence d'H,0,. Les isotypes ont été détermines au
moyen d'anticorps spécifiques de chague sous-classe (Nordic
Imm-Lab). L’ absorbance a été lue a 492 nm sur un lecteur ELISA
automatiseé (Anthos Labtec I nstruments).
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Test IF1

Les cellules Vero saines ou infectées par les souches RPV-RBOK
et PPRV-NIG 75/1 ont été cultivées en plaques 96 cupules.
Lorsque !’effet cytopathogene (ECP) est devenu évident (80 p. 100),
les cellules ont été fixées par une solution a 80 p. 100 d’acétone a
température ordinaire. Les plaques contenant le surnageant des hy-
brides et des clones ont été incubées pendant 1/2 h, rincées au PBS
0,05 p. 100 Tween 20, puis additionnées de conjugué anti-IgG to-
tales de souris fluorescent (Nordic Imm-Lab). Aprés ringage, les
plaques ont été examinées au microscope 2 fluorescence. La posi-
tivité a été estimée par une échelle graduée entre une croix (réac-
tion faible) et trois croix (réaction forte).

RIPA

Lorsque les cellules Vero infectées par le virus ont révélé un ECP
d’environ 20-40 p. 100, elles ont été rincées dans du PBS et incu-
bées 4 h dans un milieu de sevrage composé dEMEM sans mé-
thionine. Aprés un nouveau ringage et 1’addition dans ce milieu de
10 pCi/ml de méthionine [33S] (Radiochemical Center, Amersham),
I'incorporation de cet acide aminé radioactif par les protéines syn-
thétisées de novo a été réalisée sur une période de 3 h. La méthode
RIPA a été appliquée, comme décrite précédemment (24). L’€lec-
trophorese en gel de 12,5 p. 100 de polyacrylamide et en tampon
Laemmli (20) a été réalisée dans des conditions dénaturantes.

ELISA de compétition

Dans cet ELISA (C-ELISA) les anticorps biotinylés ont été mis en
compétition avec eux-méme et les autres AcM non biotinylés. La
compétition est apparue quand les anticorps ont reconnu le méme
épitope.

Les conditions utilisées dans ce test ainsi que les volumes, les tam-
pons et les temps d’incubation ont été basés sur la méthode décrite
pour la détection d’anticorps spécifiques anti-RPV (22). L’anti-
corps non biotinylé a été dilué au 1/3 a partir d’une concentration
de 500 pg/ml et incubé pendant 45 min & 37 °C. L’ anticorps bioti-
nylé a été additionné 2 la premiere dilution qui correspondait au
maximum de compétition (70-100 p. 100) contre I’anticorps ho-
mologue non biotinylé. Le mélange des deux anticorps a ensuite
été incubé, aprés une série de trois lavages, avec la streptavidine-
peroxydase (Clontech Laboratories) et 1’ortho-phénylene diamine.
Le pourcentage d’inhibition d’un AcM a été calculé a partir de la
densité optique (DO) de 1’échantillon selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition :
100 x (1-DO échantillon/DO contrdle)

La DO de I’échantillon était celle obtenue en présence de I'inhibi-
teur et la DO de contrdle était celle obtenue en 1’absence d’inhibi-
teur. Une inhibition de plus de 50 p. 100 était considérée comme
positive.

B RESULTATS

Spécificité des AcM

Un total de 29 clones produisant des anticorps contre RPV et
PPRYV ont été caractérisés. Leur spécificité a été déterminée par
RIPA en conditions dénaturantes. Les résultats d’un panel repré-
sentatif sont illusirés dans les figures 1, 2, 3 et 4. Parmi les 15 AcM
anti-RPV, dix anticorps (48-5, 51-5, 3-1, 5-1, IH1, IVB2, IE6,
36-5, B11 et Y13) ont réagi avec la protéine structurale N de la

Anticorps monoclonaux contre les virus RPV et PPRV
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Figure 1 : analyse en SDS-PAGE de la protéine N de la souche
RPV-RBOK aprés marquage a la méthionine [3°S] et immunopé-
cipitation par les AcM anti-RPV. Ligne 1 : lysat intracellulaire de
la souche RPV-RBOK. Lignes 2 4 7 : AcM 51-5 ; 48-5 ; IVB2 ;
3-1,1H1 ; IE6. Ligne 8 : hyperimmunsérum anti-RBOK. Ligne 9 :
marqueur de poids moléculaire. ‘
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Figure 2 : réactivité de la protéine N et F1 de la souche RPV-
RBOK de RPV (a) et de la souche PPRV-NIG 75/1 de PPRV (b)
avec les AcM anti-N (lignes 3-5) et anti-F1 (lignes 6 et 10). Les
AcM utilisés en immunoprécipitation. sont 36-5 (lignes 3 et 7),
5-1 (lignes 4 et 8), 33-4 (lignes 5 et 9), 128-1 (lignes 6 et 10).
Ligne 1 : hyperimmunsérum anti-RBOK. Ligne 2 : ascite négatif.
Ligne 11 : lysat intracellulaire de PPRV-NIG 75/1. Ligne 12 :
marqueur de poids moléculaire.

souche RPV-RBOK dont le poids moléculaire se situe a 68 kDa
(figure 1). Cinq anticorps €taient incapables de précipiter cette
protéine, cependant leur spécificité anti-nucléoprotéinique était dé-
duite de leur réaction en IFI et ELISA (voir plus loin) (24). Il est &
noter que I’immunisation avec la souche RPV-RBOK n’a produit
que des AcM de spécificité anti-N.
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Figure 3 : analyse par SDS-PAGE de la protéine N de PPRV-
NIG 75/1 marquée a la méthionine [3°S] et immunoprécipitée
par les AcM anti-PPRV.

Ligne 1 : hyperimmun sérum anti-PPRV-NIG 75/1. Ligne 2 : as-
cite normal. Lignes 3 4 11 : AcM 26-1, 22-3, 29-2, 131 ; 23-3,
163, 25-2, 38-4, 33-4. Ligne 12 : marqueur de poids molécu-
laire.

Les AcM B11 et Y13 inclus dans la présente étude étaient carac-
térisés comme étant spécifiques de la protéine N de la souche
RPVL, selon les résultats de Sugiyama et coll (1989) en RIPA et
en IFT sur cellules infectées. Les résultats d’immunoprécipitation
de cette étude montrent qu’ils ont également reconnu la souche
RPV-RBOK.

Parmi les AcM obtenus aprés immunisation avec les virus RPV,
IE6, 13-5, 36-5, 5-1 (souche RPV-RBOK) et Y13 (souche RPVL)
ont immunoprécipité 1a protéine N de PPRV-NIG 75/1. La figure 2
illustre cette réaction croisée pour deux d’entre eux, 36-5 et 5-1.

Sur quatorze AcM anti-PPRV, dix (33-4, 25-2, 38-4, 29-2, 163,
131, 23-3, 156-4, 26-1, 22-3) étaient capables de précipiter la pro-
téine N de PPRV-NIG 75/1 dont le poids moléculaire se situe a
62 kDa (figure 3). Parmi eux, un seul, 1I’AcM 33-4, a présenté une
réaction croisée avec la souche RPV-RBOK. Deux AcM anti-PPR
(128-1 et 19-6) ont précipité respectivement la protéine F1 (PM :
47 kDa) (28) et la protéine M (PM : 39 kDa) (28) (figure 4).
L’AcM 128-1 a également réagi avec Ja protéine F1 de RPV-
RBOK ce qui corrobore les résultats indiquant une grande conser-
vation de cette protéine parmi les morbillivirus (28, 39). Les
résultats en RIPA d’un panel représentatif d’AcM obtenus apres
immunisation avec la souche PPRV-NIG 75/3 et réagissant avec
RPV et PPRV sont illustrés dans la figure 2.

Définition des sites antigéniques
sur la protéine N de RPV-RBOK et PPRV-NIG 75/1
par ELISA de compétition

Vingt-deux AcM purifiés et biotinylés reconnaissant la protéine N
de RPV et de PPRV ont permis de définir des sites antigéniques
par compétition réciproque. La délimitation des sites antigéniques
sur la souche RPV-RBOK et PPRV-NIG 75/1 sont respectivement
représentés par les tableaux II et ITI. Chaque anticorps purifié est
entré en compétition avec son homologue biotinylé. La réaction
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Figure 4 : analyse par SDS-PAGE des protéines F1 et M de

PPRV-NIG 75/1 marquées a la méthionine [>°S] et immunopré-
cipitées par les AcM 128-1 et 19-6.

Ligne 1 : lysat intracellulaire de PPRV-NIG 75/1. Ligne 2 : hy-
perimmun sérum anti-PPRV-NIG 75/3. Ligne 3 : AcM 128-1.
Ligne 4 : AcM 19-6. Ligne 5 : marqueur de poids molécu-
laire.

n’était pas obligatoirement réciproque entre deux AcM du méme
site (par exemple 3-1 et 1-1). Les AcM 17-5 (anti-RPV), 156-4,
22-3 et 103 (anti-PPRV) étaient incapables d'entrer en compéti-
tion. I’AcM 26-1 est sorti de 1’étude car il n'a pas reconnu la
souche PPRV-NIG 75/1 en ELISA ni en IFL. Cet anticorps a ce-
pendant reconnu par ces tests, les souches PPR 75/2, 75/3 et
Ghana. Les AcM dirigés contre la souche RPV-RBOK ont défini
six sites antigéniques sur la protéine N. Par ailleurs, les sites II et
I et V et VI se recouvraient partiellement (tableau IT).

Les AcM Y13 et B11 qui ont défini, 2 eux seuls, chacun un site,
respectivement V et IV sur la nucléoprotéine de RPVL (41), se
sont retrouvés associés A d’autres AcM sur la nucléoprotéine de la
souche RPV-RBOK. Y13 était associé a six autres AcM qui ont
défini le site majeur IV. Ce site a induit une réponse immunitaire
importante chez la souris mais également chez les bovins. En
effet, deux de ces AcM, le IVB2 et le VE4, ont permis par C-
ELISA, d’évaluer la présence d’anticorps aprés infection naturelle
ou aprés vaccination. Bien qu’ils ne fussent pas neutralisants, ces
anticorps avaient des titres en C-ELISA qui ont permis d’établir
une corrélation significative entre ce test et.celui de séroneutrali-
sation (22). w
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Les anticorps dirigés contre la souche PPRV-NIG 75/3 ont défini,
sur la nucléoprotéine de la souche vaccinale PPRV-NIG 75/1, sept
sites (tableau I11). Chacun de ces sites a €té défini par deux AcM
au maximum qui, contre toute attente, étaient pour la plupart iden-
tiques au vu de leur réactivité en IFI avec les souches PPRV (ta
bleau IV).

Reéaction croisée avec différentes souches
de morhillivirus

La réaction de 22 AcM (anti-N, F1 et M) a été testée en IFl sur
quatre membres du genre morbillivirus (RPV, PPRV, MV et
CDV) et plus particuliérement sur un éventail de souches RPV et
PPRV d'origine géographique différente (tableau V). Les AcM
dirigés contre la nucléoprotéine ont pu étre classés en trois
groupes différents::

1. LesAcM de spécificité restreinte :

- spécifiques des souches vaccinales : un seul AcM, 51-5, site l11,
n'a réagi qu'avec deux souches vaccinales, RPV-RBOK et PPR
PPRV-NIG 75/1, et la souche RPV-Inde, sans reconnditre aucune
autre souche sauvage ;

- spécifiques de certaines souches : I'AcM 29-2, site (IV)*, n'a
réagi qu’avec les souches PPRV-Nigeria et la souche PPRV-
Ghana.

2. Les AcM spécifiques d' un ou de plusieurs membres du genre :

- sept AcM dirigés contre les sites antigéniques 11, 111, IV de la
souche RPV-RBOK ont réagi exclusivement avec les souches
RPV, sauf 5-1 (Il1) ;

- six AcM anti-PPRV dirigés contre les sites antigéniques (111),
(V), (VI) et (VII) de la souche PPRV-NIG 75/1 ont réagi avec
toutes les souches de PPRV. L’exclusivité de reconnaissance du
groupe était valable pour 163 et 23-3.

3. Les AcM spécifiques de I' ensemble des morhillivirus : les AcM
36-5, 13-5, 33-4 et 110-4 ont délimité une portion de la N com-
mune a tous les morhillivirus. Deux sites antigéniques y étaient
définis, les sites chevauchants V et VI sur RPV-RBOK ou dis-
tincts (1) et (I1) sur PPRV-NIG 75/1.

L'AcM anti-F1 (128-1) a reconnu de fagon uniforme les souches
RPV et PPRV maispaslesvirusMV et CDV.

L'AcM anti-M (19-6) a rattaché la souche RPV-Egypte a I’ en-
semble des souches PPRV. |l n'a reconnu aucune autre souche
RPV. MV et CDV étaient également négatifs.

m DISCUSSION

Une batterie de 29 AcM spécifiques des protéinesN, F1 et M a été
obtenue. Tous, sauf deux, étaient dirigés contre la nucléoprotéine.
Les deux autres étaient de spécificité anti-F1 et anti-M. La prédo-
minance des AcM anti-N, mis a part celle des AcM B11 et Y13
inclus dans I' étude, peut s expliquer par les faibles doses d' anti-
geénes utilisées qui, lors des protocoles d’immunisation, favorisent
une réponse contre la protéine majoritaire : la nucléoprotéine (24).
La méthode de sélection des hybrides semblait également orienter
le type de spécificité : en ELISA, par exemple, i levirus entier est
utilisé comme antigene, les protéines F et M sont sous-représen-
tées par rapport alaN ; en IFl il est difficile de juger de la positi-
vité de la fluorescence diffuse des glycoprotéines de surface (F et
H) ains que de celledelaprotéine M.

* Lessites définis sur la souche PPRV-NIG 75/3 sont indiqués entre parenthéses.

Afin d'affiner les reconnaissances épitopiques de ces AcM, leur
spécificité a été établie avec les souches virales RPV-RBOK,
PPRV-NIG 75/1 et PPRV-NIG 75/3 par le test RIPA, et leurs ré-
actions croisées ont été définies sur un ensemble de souches d' ori-
gine géographique différente, ainsi que sur MV et CDV par le test
IFI. Il existe, bien évidemment, des différences de réactivité des
AcM avec I'immunogéne dans de telles études comparatives.
Sheshberadaran et coll. (39), Libeau et Lefévre (24) et Saliki (35)
en ont donné des interprétations détaillées. Ces différences pro-
viennent en majorité des traitements subis par |I'antigéne dans le
test employé : le virion complet est fixé dans les tests ELISA et
[Fl, une protéine solubilisée réagit en RIPA. Dans la présente
étude, parmi les 15 AcM anti-N RPV réagissant en IFl, seuls 10
ont été positifs en RIPA, et parmi les 14 AcM anti-PPRV (spécifi-
cité N, F1 et M), 13 ont réagi en IFI et 12 en RIPA.

Vingt-deux AcM dirigés contre la nucléoproténe des virus RPV et
PPRV ont permis, par C-ELISA, de délimiter des sites antigé-
niques. Six ont été définis sur la souche RPV-RBOK et 7 sur la
souche PPRV-NIG 75/1. Pour certains des AcM bictinylés, I'en-
combrement stérique provoqué par le couplage a été responsable
de son incapacité a entrer en compétition avec lui-méme et les
autres AcM testés. Une compétition non réciproque a également
été observée dansles sites 111, IV, VI ou (1) et (I1). Elle était due a
I'induction d effets allostériques sur la protéine N lors de la fixa
tion d'un AcM, qui rendait le site inaccessible a I'autre AcM.
Cette derniere constatation a également été faite par Giraudon et
coll. (15), Sugiyamaet coll. (41) et Saliki (35). Sur les 13 sites dé-
limités sur la nucléoprotéine, 5 ont permis d' établir une spécificité
stricte RPV (sites 11, IV) ou PPRV (sites (IV),(V), (V11)) des AcM
qui les ont reconnus. Ces sites ont clairement établi I’identité dis-
tincte de RPV et PPRV dans le genre Morbillivirus, ce qui corro-
bore les résultats précédemment obtenus par Gibbs et coll. (14) et
Diallo et coll. (9). Le site (IV) contenait un AcM de spécificité
restreinte aux souches PPRV-Nigeria et a la souche Ghana (GH).
Lesitelll était défini par I'AcM 51-5, de spécificité apparemment
restreinte aux souches vaccinales RPV-RBOK et PPRV-NIG 75/1
et ala souche RPV-Inde. La réactivité avec la souche PPRV-NIG
75/1 dépendait du test employé. En effet, il aréagi en ELISA indi-
rect et non en IFl (22). De méme, lors de son emploi dans un test
C-ELISA, le pouvoir discriminatoire de cet AcM entre les anti-
corps d’origine vaccinale ou sauvage ne s'est pas confirmé
(H. Unger, comm. pers.). |l est anoter quelesitelll incluait égale-
ment des AcM de réactivité hétérogéne (3-1 était spécifique des
souches RPV et 5-1 areconnu quel ques souches de PPRV). Quatre
sites se chevauchant deux a deux sur la nucléoprotéine de RPV et
de PPRV ont été conservés sur I’ ensemble des 4 morbillivirus étu-
diés (V, VI, (1), (I1)). Les sites restants étaient communs a 2 mor-
billivirus au moins.

D’ aprés le degré de similitude qui existait au niveau des protéines
N, M et F1, lesisolats de chacun des virus RPV et PPRV étudiés
ont pu étre répartis en groupes ayant le méme profil de réactivité.
La comparaison des souches RPV a été par ailleurs décrite en dé-
tail dans une publication précédente (24). Les associations obser-
vées ont regroupé les souches selon leur proximité géographique
et non pas selon leur pouvoir pathogéne, comme certains auteurs
ont pu le décrire (26). Par exemple, les souches RPV du Moyen-
Orient, dont faisaient partie RPV-Saoudi, souche hypervirulente,
et RPV-Egypte, souche hypovirulente, avaient un profil antigé-
nique trés semblable. Parmi les souches PPRV, des différences an-
tigéniques sont apparues pour 3 AcM anti-RPV (IIH2, 36-5, 13-5)
et 2 AcM anti-PPRV (110-4 et 29-2). lls montrent que les souches
originaires du Soudan et du Sultanat d’ Oman formaient un groupe
antigéniquement trés proche qui se différenciait des souches du
Ghana et du Nigeria. McCullough et call. (26, 27) ont également
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montré des variations épitopiques sur des souches PPRV a l’'aide
d’ AcM dirigés contre les protéines internes de RPV. Sdliki (35) a
observé, a l'inverse, une réactivité uniforme de ces souches avec
des AcM dirigés contre une protéine externe du virus PPRV, en
I"occurrence la H. 11 conclut que cette uniformité de réaction est
conforme a I"uniformité du pouvoir pathogéne des souches de
PPRV étudiées.

Avec d' autres méthodes d' analyse telle que I’ électrophorése en
SDS, des différences significatives entre RPV et PPRV ont égale-
ment été observées a |’ examen des vitesses de migration de la pro-
téine N et M de RPV (1, 10) ou de la N de PPRV (43). Cette
propriété a permis de proposer la protéine N comme marqueur
biochimique pour la distinction entre RPV et PPRV (21).

Les études comparatives de séquences nucléotidiques montrent
que la protéine N des morbillivirus est bien conservée sur les 400
premiers acides aminés, mais qu'il existe une partie variable hy-
drophile du coté C-termina (8, 19, 34). Ceci sapplique également
pour quatre souches RPV bien étudiées - les souches vaccinales
RPV-RBOK et virulentes Kabete « O », pour lesquelles I'identité
est de 99 p. 100 sur les 400 premiers acides aminés avec les
souches RPVL et RPV-Koweit. Cette homologie se réduit a
73,6 p. 100 (RPVL) et 79,2 p. 100 (RPV-Koweit) sur les 125
acides aminés restants (2). Il y a de fortes chances pour que les
AcM capables de différencier deux souches d’un méme virus
soient dirigés contre I’ extrémité C-terminale. Tel n'est pas forcé-
ment le cas d'un AcM capable de distinguer deux morbillivirus.
En effet I"identité de séquence de la N entre différents morbillivi-
rus est inférieure a81 p. 100 (2, 33) (tableau V).

Le taux d"homologie entre les séquences des protéines F des diffé-
rents morbillivirus et trés élevé (autour de 70 p. 100) (17). A lafin
de son processus de maturation, cette protéine est clivée en deux
peptides F1 et F2 qui restent liés par un pont disulfure. L’ extrémité
amino-terminale du polypeptide F1 est la partie la plus conservée,
probablement pour le maintien de lafonction particuliére qui lui est
attribuée. En effet, elle joue un role dans la fusion membranaire.
L es réactions croisées observées du point de vue sérologique, met-
tent précisément en jeu cette extrémité N-terminale (32). Dans la
présente étude I’ AcM anti-F1 a également délimité un épitope
unique pour |’ ensemble des souches RPV et PPRV maisiil éait ab-
sent de CDV et MV. De plus, il est & noter que, gréce a sa forte ho-
mologie, le géne de la F peut étre utilisé pour les études
d' épidémiologie moléculaire desvirus RPV et PPRV (4, 7, 45).

Tableau V

Homologie de séquence entre les protéines codées
par le génome de la souche vaccinale RPV-RBOK (RB)
et celles issues de la souche sauvage parentale
RPV-Kabete « O » (RPV-K), de MV, CDV,
du virus Sendai et de PPRV

Protéine Virus
RPV-K MV CDhV SeV PPRV

N 99,24 73,72 66,73 21,55 NT
P 99,40 60,52 47,01 13,54 NT
C 98,87 58,45 48,79 9,66 NT
M 99,14 88,54 77,65 35,82 70
F 98,94 77,92 66,08 28,27 NT
H 98,87 58,18 35,98 14,75 NT
L NT 83,03 73,02 41,74 NT

NT : non testé

La protéine de matrice M est la protéine la mieux conservée entre
les morhillivirus (2, 3). Cependant, I’ unique AcM anti-M obtenu a
différencié les souches PPRV des souches RPV, MV et de CDV.
Seule la souche RPV-Egypte a donné une réaction croisée avec les
souches PPRV.

m CONCLUSION

I apparait que les propriétés les plus intéressantes des AcM anti-N
sont leur capacité de distinguer des souches PPRV de celles de
RPV. Leur pouvoir distinctif important a été démontré également
par Giraudon et coll. (15) et McCullough et call. (26). Couplés ou
non a la hiotine, certains des AcM caractérisés dans cette étude
sont utilisés dans des tests de diagnostic différentiel rapides utili-
sables en routine et applicables a des échantillons en grand
nombre (23, 25).
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Summary

Resumen

Libeau G., Saliki J.T., Diallo A. Characterization of monoclonal
antibodies against rinderpest and peste des petits ruminants
viruses: identification of shared or virus-specific epitopes on
the nucleoprotein

Twenty-nine monoclonal antibodies (MAbs) prepared against
two rinderpest virus (RPV) vaccine strains (RPV-RBOK and
RPVL) and the NIG 75/3 isolate of peste des petits ruminants
virus (PPRV) were characterized by radioimmunoprecipitation
essay (RIPA), immunofluorescent antibody (IFA) staining and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Twenty-seven
MAbs had specificity for the nucleoprotein (N); two
recognized the fusion (F1) and the matrix (M) protein of the
homologous virus. The specificity of MAbs that did not react
with a structural protein in RIPA was determined by IFA
staining and ELISA. Based on IFA reactivity, these MAbs were
used to classify RPV, PPRYV isolates of various origins and to
compare them to two other morbilliviruses, measles virus
(MV) and canine distemper virus (CDV). The anti-M MAD did
not show any epitopic variations among PPRV isolates and
the anti-F1 MAb delineated a single site on all RPV and PPRV
isolates, which distinguished them from MV and CDV. The
anti-N MAbs were purified, biotinylated and analyzed by
reciprocal competition using RPV-RBOK and PPRV-NIG 75/1
strains as ELISA antigens. They defined in the N of each virus
6 and 7 antigenic sites, respectively. Among the delineated
sites, some were specific to RPV (2 sites) and others to PPRV
(3 sites). MAbs which recognized these specific sites were
used to unequivocally differentiate between the two viruses.
Four overlapping sites in RPV and PPRV were shared among
all morbilliviruses and the remaining sites were common to at
least 2 morbilliviruses. Three MAbs characterized in this
study are good candidates for differential diagnostic tests
(Libeau G. et coll., 1994, Vet. Rec., 134: 300-304 ; Libeau G.
et coll., 1995, Res. vet. Sci., 58: 50-55).
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Libeau G., Saliki J.T., Diallo A. Caracterizacion de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra los virus de la peste bovina y de
la peste de los pequefios rumiantes: identificacién de epitopes
conservados o de especificidad estricta sobre la ndcleo proteina

Se caracterizaron veintinueve anticuerpos monoclonales
(AcM) dirigidos contra las cepas virales vaccinales RPV-
RBOK y RPVL de peste bovina (RPV) y de la cepa PPRV NIG
75/3 de la peste de los pequefios rumiantes (PPRV), mediante
radio inmunoprecipitacion (RIPA), inmunofluorescencia (IFl)
y immunoenzimologia (ELISA). Veintisiete de éstos estaban
dirigidos contra la nucleoproteina (N); dos AcM fueron
especificos a la proteina de fusiéon (F) y la proteina de la
matriz (M) del virus homologo. Para aquellos que no fueron
precipitantes, la reactividad con respecto a la proteina de
estructura se confirmé mediante IFl y ELISA. La reactividad
con IFl de estos AcM permitié clasificar las cepas de RPV y
PPRV de diferente origen geografico y compararlas con dos
otros morbilivirus, rubiola (MV) y enfermedad de Carré
(CDV). La AcM dirigida contra la M no presentd variaciones
epitopicas dentro de las cepas PPRV y la AcM anti F1 resultd
un sitio Unico sobre el conjunto de las cepas RPV y PPRYV, al
tiempo que se diferencid la MV y de la CDV. Las AcM anti-N
se purificaron, biotinilaron y analizaron mediante
competencia reciproca, con respecto a las cepas RPV-RBOK
y PPRV-NIG 75/1 utilizadas como antigenos de ELISA. Estos
definieron sobre la ndcleo proteina de estos virus
respectivamente 6 y 7 sitios antigénicos. Sobre el total de los
sitios delimitados, algunos fueron unicamente RPV (2 sitios),
otros PPRV (3 sitios). Las AcM que los reconocieron
permitieron distinguir los dos virus sin ambiguidad. Cuatro
sitios que se intercalaron sobre los virus RPV y PPRV, se
conservaron sobre el conjunto de los morbilivirus y los sitios
restantes fueron comunes al menos a 2 morbilivirus. Tres
AcM caracterizados en este estudio fueron buenos candidatos
para las pruebas de diagnéstico diferencial (Libeau G. et coll.,
1994, Vet. Rec., 134: 300-304 ; Libeau G. et coll., 1995, Res.
vet. Sci., 58: 50-55).

Palabras clave: Peste bovina - Peste de los pequefios
rumiantes - Anticuerpo monoclonal - Nucleoproteina -
Técnica radioinmunologica - Inmunofluorescencia - ELISA -
Morbilivirus - Diagnostico.



