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RESUME - Depuis 1980, le CNEVA Sophia Antipolis, au sein d'un groupe pluridiciplinai- 
re form6 d'bquipes de 1'INSERM et I'INRA et soutenu financikrement par l'ANRS, a deve- 
lopp6 des modbles d'infection expcrimentale par les lentivirus chez le mouton et la chkvre. 
La reproduction exphimentale des lentiviroses a permis d'aborder les points suivants : opti- 
misation d'un modble rapide d'infection in vivo, Ctude de la pathologie nConatale, incidence 
des manifestations nerveuses, importance des gEnes de regulation dans l'apparition des signes 
cliniques, Ctude de vaccins classiques et gCnCtiques. Ces essais in ~ i v o  dbbouchent, grsce au 
madriel obtenu, sur la mise au point de techniques prCcoces de diagnostic : ELISA, immu- 
noblotting, PCR. Ces uavaux illustrent l1int6r6t des experiences in vivo pour une meilleure com- 
prdhension de la pathoghie des Lentivirus en mCdecine animale et humaine. 
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SUMMARY - Since 1980's and within a multidisciplinary group supported by grants from 
ANRS, the CNEVA Sophia Antipolis has developed experimental models of infection by 
lentiviruses in sheep and goats. These models have enabled us to address the following : 
study of neonatal pathology, incidence of nervous signs, importance of regulatory genes in the 
onset of clinical signs, studies on classical and genetic vaccines. These in vivo experiments 
are allowing us to focus on early diagnostic techniques : ELISA, immunoblotting, PCR. This 
work illustrates the importance of in vivo experiments for a better comprehension of the 
pathogenesis of Lentiviruses in veterinary and human medicine. 



INTRODUCTION 

Le groupe form6 par I'INSERM (U372 Marseille), I'INRA 
(ENV Lyon) et le CNEVA Sophia Antipolis s'int6resse 
aux Lentivirus des petits ruminants depuis plus de 15 
annCes, Les Lentivirus du mouton (maedi-visna) et de la 
chbvre (Caprine-Arthritis-Encephalitis Virus ou CAEV) 
appartiennent h la famille des Retrovirus. Nos projets de 
recherche sont principalement axes sur une meilleure 
connaissance de la pathogenie de ces virus et sur la mise au 
point de techniques de depistage fiables et pr6coces. La 
d6couverte du HIV et de son appartenance II cette sous- 
famille a apportt un regain d'int6rCt pour ces virus ani- 
maux, et ainsi les recherches en pathologie vetkrinaire ont 
pu btneficier de l'avancee et de la collaboration des Cquipes 
travaillant en pathologie humaine. Cette collaboration s'est 
concrCtis6e par un financement de notre groupe par 1' 
Agence Nationale de Recherches sur le SIDA (ANRS). 

Chez les petits ruminants, les Lentivirus sont responsables 
de maladies dCg6ntratives h Cvolution lente qui atteignent 
le systkme nerveux, les poumons, les articulations et la 
mamelle. Leurs cellules-cibles sont les cellules de la lignte 
monocytaire : le maedi-visna et le CAEV infectent les 
rnonocytes et les macrophages. La replication virale, liCe 
& 1'Ctat de maturation et d'activation de ces rnacrophages 

I est h l'origine du dysfonctionnement des cellules infec- 
ties. Cela se traduit par des rCactions inflammatoires dans 
les diff6rents tissus, conduisant au dtveloppement d'en- 
cbphalites, de pneumonies, d'arthrites et de mamrnites. 

1. LES MODELES EXPERIMENTAUX 

1.1. LE MODELE OVIN 

Le modble ovin a Ct6 abordt dbs 1980, par l'ttude du pou- 
voir pathogbne de souches prototypes de maedi-visna. Des 
inoculations intra-cerdbrales de souches islandaises (K796, 
K1514) n'ont pas permis la mise en evidence de signes 
cliniques, mCme aprbs plus de deux ann6es d'observation 
(RUSSO et al, 1988). Ces resultats ont confirme les obser- 
vations du terrain sur la raretC des signes nerveux dans les 
elevages infect&. Par conue, les inoculations intra-tra- 
chCales ont fourni de meilleurs r6sultats, sans reproduire les 
signes cliniques de manikre systematique : des agneaux 
inocults avec une souche fran~aise n'ont present6 aucun 
signe clinique malgr6 son rtisolement h partir des mono- 
cytes circulants et d'explants pulmonaires. Une souche 
sud-africaine inoculCe dans des conditions semblables n'a 
engendrt ni signes cliniques, ni isolement viral. Par contre, 
des travaux realists sur d'autres races et dans des conditions 
difftrentes ont donnt des resultats plus encourageants 
(LERONDELLE et al, 1989). Nous avons neamrnoins mon- 
tr6 que, malgrt l'absence apparente de signes cliniques, 
les lentivirus pouvaient avoir un effet ntgatif sur la crois- 
sance des jeunes (RUSSO et al, 1994). 
Ces expCrirnentations nous ont donc conduit envisager non 
plus le <<rnodble-maladie,, mais le ccmodble-infection,,, 
montrant ainsi que la reproduction du syndrome maedi- 
visna n'ttait pas aiste, qu'intervenaient des facteurs favo- 
risants associds 21 une phase preclinique trks longue, diffi- 

cilement compatible avec des expCrimentations program- - 
mCes. 

1.2. LE M O D ~ L E  CAPRIN 

Le rnodble caprin s'est montr6 beaucoup plus interessant. . 
Le tropisme articulaire des lentivirus caprins a permis en 1 

effet d'obtenir, aprbs inoculation intra-articulaire, une : 
modification appreciable de l'index clinique (rapport plus ; 
grand carpe/plus petit mttacarpe) en 6 h 8 semaines, dur6e : 
relativement courte par rapport aux temps d'incubation du L 

modble ovin. De plus, ce parambtre peut &tre utilement 1 

complCtt par une numeration des leucocytes du liquide 
synovial, permettant ainsi une approche quantitative de la I 

rtponse inflammatoire. Ce modkle bien au point nous a 
perrnis d'ttudier le r61e des gbnes de regulation vifet tat par . 

l'inoculation de chevreaux II partir d'une souche de CAEV 
d6lCtte dans les gbnes concernts : 
- le gbne vifexprime une prottine presentant des propriC- 
t6s communes avec celle produite par le m&me gBne chez 
HIV. Nous avons montrt que ce gbne Ctait indispensable 
pour obtenir une rkplication in vivo et induire une infection 
virale persistante : en effet, des chkvres injecties avec un 
clone moldculaire de CAEV d6letC dans le gBne vifn'ont 
present6 aucune ~Croconversion (HARMACHE et al, 
1994~). 
- en revanche, le gkne tat, codant pour une prodine acti- 
vatrice du virus, ne semble pas indispensable II la rtplica- 
tion in vivo : les chbvres inocultes avec du CAEV delete 
dans ce gene ont present6 une invasion discrbte du liquide 
synovial par des cellules blanches, associte h une sCro- 
conversion (HARMACHE et al, 1994b). 
Ces ttudes in vivo sur les gbnes de rbgulation des Lentivirus 
anirnaux permettent donc de prtciser leur capacit6 h indui- 
re une infection avec ou sans lesions et signes cliniques. 

Une approche originale de l'inoculation a 6tC rCalistc par 
l'utilisation non pas de virions entiers mais d' ADN infec- 
tieux libre ou complexe II des liposomes. L'inoculation 
intramusculaire de ce madriel gtnktique entraine une s6ro- 
conversion des animaux infectes (HARMACHE et al, 
1994a). L'utilisation d'ADN pour cctransfectern des che- 
vreaux permet de travailler directement sur I'ADN viral 
natif, en s'affranchissant des variations g6nQiques de l'en- 
veloppe souvent liCes II la production du virus in vitro. 

Ces experimentations ont conduit l'approche vaccinale des 
Lentiviroses des petits ruminants. Nous avons montrC 
qu'une vaccination par un vaccin entier tu6 et adjuvt, sui- 
vie d'une Cpreuve virulente, conduit - contrairement aux 
vaccins classiques - II une exacerbation des lesions chez les 
animaux vaccines ; les anticorps vaccinaux anti gp 135 
apparaissant aprks vaccination ne semblent pas avoir de 
r61e protecteur et pourraient Ctre impliques dans ce r61e 
de facilitation (RUSSO et al, 1993 ; VITU et al, 1993). 
Ces rCsultats ont conduit II abandonner le vaccin II virus inac- 
tivt pour s'orienter vers des produits prhentant une bonne 
efficacite alliee II une parfaite innocuite. Le problbme, 
comme dans la vaccination humaine, reste complexe ; un 
essai de vaccination gCn6tique (avec de I'ADN <<nu>)) de 
chbvres avec un vecteur exprirnant le gbne vifest en cours 
d'etude. 
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: 2. APPLICATIONS AU DIAGNOSTIC DES 
1 LENTIVIROSES DES PETITS RUMINANTS 

r Gr%ce aux nombreux prClbvements obtenus tout au long 
des infections expCrimentales, nous avons pu recueillir un 
mattricl trEs utile pour la mise au point et 17am61ioration de 
tests de diagnostic, B la fois strologique (ELISA, immu- 
noblot) ou basts sur la reaction d'amplification gtnique 
(PCR). 

2.1. TEST ELISA ET I&lMUSOBLOT 

2.1.1. Un test ELISA pour la strologie du maedi-visna a Ctk 
mis au point dbs 1980 pendant la premibre expCrimentation 
sur brebis (VITU et al., 1982). I1 s'est aver6 plus sensible 
et plus prCcoce que I'immunodiffusion en gklose, mais 
necessitant toutefois un antigbne viral ubs purifi6 (virions). 
Cette longue pratique du test ELISA, applique ensuite au 
CAEV, nous a permis depuis de tester diffkrents proto- 
types de kits et de conseiller les fabricants pour amkliorer 
la fiabilite de leurs reactifs. 

2.1.2. L'immunoblot (western blot) a dgalement & t t  lon- 
guement etudit. La technique de preparation de I'antigbne 
utilist pour sensibiliser les membranes de support ne doit 
pas Climiner certains antigbnes fondamentaux, en particu- 
lier les glycoproteines de l'enveloppe virale : gp135, gp70 
et gp45. Les bandes les plus frtquemment retrouvtes sont 
: la protdine p28 de la nuclCocapside accompagnke des 
petites protkines p16 et p14 (type visna), ou p18 et p14,5 
(type CAEV). En raison de la rarete de l'antigbne purifit, 
le western blot ne semble pas appeld B &tre utilist en rou- 
tine. 

2.1.3. Reaction d'amplification genique (PCR). La recherche 
d'un test de rtfkrence nous a amen& B pratiquer l'analyse 
en PCR 5 partir des cellules des animaux infectes par le 
maedi-visna ou par le CAEV, aprbs extraction de 1'ADN 

proviral. L'ADN proviral peut dtre obtenu apr&s culture 
des souches isoltes, ou culture de cellules cibles (mem- 
branes synoviales) : la PCR post-culture donne les meilleurs 
rksultats; on utilise un couple d'amorces du gene pol (gcne 
de la reverse uanscriptase) permettant l'amplification des 
ADN des souches visna et CAEV. 

Nous travaillons actuellement B un diagnostic plus direct, 
par amplification de 1'ADN proviral obtenu B partir des 
cellules mononuclt5es du sang (monocytes). Ce diagnostic 
prbculture est plus difficile du fait de la trhs faible charge 
virale dans ces monocytes circulants. On a donc recours a 
des mkthodes plus longues : turbo-PCR, double amplifi- 
cation, nested PCR. Les amorces utilisies actuellement 
sont situkes sur les sequences des exuCmit6s du genome 
appelCes LTR (Long Terminal Repeat) de I'ADN viral. 
L'analyse du lait a tgalement donne des rdsultats positifs 
: I'ADN proviral se trouve alors dans les macrophages 
obtenus par simple centrifugation et lavage (VITU et al., 
1994). La charge virale y Ctant plus ClevCe, cette technique 
pourrait permettre la mise au point d'un test de diagnostic. 
Le contrble des produits de PCR s'est aver6 indispensable 
par hybridation molCculaire. Ici encore, la technique est 
assez lourde et doit Cue simplifiee afin de pouvoir btre uti- 
liste 5 grande tchelle dans l'avenir. 

CONCLUSION 

Les modtles expCrimentaux permettent donc une meilleu- 
re compr6hension de la pathologie et reprtsentent egalement 
une prkcieuse reserve dc <<materiel biologique>> pour la 
mise au point de nouvelles techniques de diagnostic. Tous 
ces rksultats monfrent l'interdt du travail in vivo pour appro- 
fondir nos connaissances sur la pathogtnie des Lentivirus 
et progresser vers une prophylaxie efficace. La collabora- 
tion avec la mtdecine humaine est une illustration de I'im- 
portance de ces modbles pour la comprChension des mtca- 
nismes complexes des Lentivirus humains et animaux. 
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