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Nous avons analysé 6 isolats de terrain de virus visna-maedi, obtenus 2 partir de macro-
phages alvéolaires de moutons spontanément infectés et présentant des 1ésions de maedi.
L’ARN viral a éié amplifié¢ par RT-PCR avec des amorces spécifiques des genes pol et env,
Les fragments d’ADN obtenus ont été clonés puis séquencés. Dans pol, six isolats ont des
séquences nucléotidiques trés proches avec des taux de divergence de 3 4 10% (3 4 4% en acides
aminés) lorsqu’ils sont comparés les uns aux autres, de 14 2 16% avec la souche CAEV Cork
(4 4 8% en acides aminés) et de 16 a 19% avec la souche visna K1514 (11 4 13% en acides
aminés). Le sixi¢me isolat montre autant de divergence avec CAEV cork (21% en nucléotides
et 13% en acides aminés) que K1514 (16% en nucléotides et 15% en acides aminés). Dans env,
I’analyse des fragments obtenus par digestion avec différentes enzymes de restriction montre
des différences entre les six isolats et avec les souches CAEV et K1514,
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In order to study the genomic heterogeneity among field isolates obtained from french sheep,
total RNA was extracted from alveolar macrophages obtained by bronchoalveolar lavage of
spontaneously infected sheep with typical macedi lesions. DNA fragments were obtained by
RT PCR with different sets of primers in the po! and env genes, cloned and sequenced. In pol,
six isolates showed closely related sequences with 3 to 10% differences the in nucleotide sequen-
ce (3 to 4% in the amino-acid sequence) when they were compared to each other. They dif-
fered by 14 to 16% from the CAEV Cork sequence (4 to 8% in amino acid sequence) and 16
4 19% from the K1514 sequence (11 to 13% in amino acid sequence). The sixth isolate was
as divergent from CAEV as from K1514. Amplificd products from env analysed by restric-
tion enzymes showed a considerable heterogeneity.




INTRODUCTION

Les lentivirus constituent une sous famille de rétrovirus, non
oncogénes. Leur génome €st composé de trois génes: gag,
pol et env, codant, respectivement, pour les protéines de la
capside, les activités enzymatiques dont I’enzyme trans-
criptase inverse, les protéines de I’enveloppe et des cadres
de lecture ouverts codant pour des protéines régulatrices.
Ils infectent les primates: I’homme avec HIV-1 et HIV-2
(Human Immunodeficiency Virus type 1 and 2), et le singe
avec SIV (Simian Immunodeficiency Virus); les petits
ruminants: la chévre avec CAEV (Caprine Arthritis
Encephalitis Virus) et le mouton avec le virus visna-maedi;
les bovins avec BIV (Bovine Immunodeficiency Virus);
les chevaux avec EIAV (Equine Infectious Anemia Virus)
et le chat avec FIV (Feline Immunodeficiency Virus). Les
pathologies lentivirales sont caractérisées par une période
de latence clinique prolongée, une forte variabilité génétique
entrainant une dérive antigénique importante et 1a multi-
plicité des tissus atteints. Ils induisent des syndromes d’im-
munodéficience, des 1ésions inflammatoires du poumon,
des articulations, des glandes mammaires ou du systéme ner-
veux central. Le virus visna-maedi est responsable chez le
mouton de 1ésions inflammmatoires du poumon (macdi), du
systéme nerveux central (visna), des glandes mammaires et
des articulations. Il infecte les cellules de la lignée mono-
cyte/ macrophage. L expression des geénes viraux est fonc-
tion de la différenciation des cellules; le cycle viral n’est
complet que dans les cellules matures (GENDELMAN et
al, 1986). Comme pour les autres lentivirus décrits, 1'in-
fection d’un animal est suivie d’une période de latence de
quelques mois a quelques années, sans manifestation cli-
nique de la maladie. Chez les moutons infectés spontané-
ment ou expérimentalement, le principal organe cible est le
poumon. La forme majeure de la maladie est une insuffi-
sance respiratoire avec une dypsnée d’effort («brebis souf-
fleuse»). Les lésions sont caractérisées par une alvéolite, des
nodules lymphoides péribronchovasculaires, un épaissise-
ment des parois alvéolaires et une myomatose. La variabi-
lité des lentivirus des petits ruminants a été€ décrite essen-
ticllement au niveau antigénique en montrant que la
spécificité des anticorps neutralisants envers les antigénes
viraux était trés étroite et ne permettait pas la neutralisation
de virus variants (PYPER et al, 1984; CHEEVERS et al,
1991). Chez des animaux infectés experimentalement par
CAEV, il y a apparition de variants antigéniques et per-
sistance du virus initial méme en présence d’anticorps neu-
tralisants (CHEEVERS et al, 1993) et des variations anti-
géniques des épitopes reconnus par les cellules T
cytotoxiques (LICHTENSTEIGER et al, 1993). A ce jour,
6 séquences totales ou partielles de lentivirus des petits
ruminants d’origines géographiques différentes ont été
décrites: la souche de référence de visna-maedi K1514
(SONIGO et al, 1985); un lentivirus ovin d’origine sud
africaine, SA-OMVYV (QUERAT et al, 1990); un clone
infectieux de CAEV (SALTARELLI et al, 1990); un iso-
lat écossais de visna-maedi, EV1 (SARGAN et al, 1991);
un clone moléculaire neurovirulent dérivé de K1514
(ANDRESSON et al, 1993) et une séquence partielle d’un
isolat de mouton d’origine américaine (CAMPBELL et al,
1993). Leur comparaison permet de mettre en évidence

une variabilité plus importante dans le géne env (de 1’ordre
de 20 %) codant pour les glycoprotéines d’enveloppe que
dans les génes pol (de I’ordre de 15%) et gag. Il n’a pas
été montré de relation entre I’évolution de la maladie et les
variations antigéniques des virus visna-maedi ou CAEV.
Nous avons analysé I’hétérogénéité par amplification
génique et séquengage de lentivirus ovin obtenus A partir
de lavages bronchoalvéolaires de 14 poumons de mouton
Lacaune présentant des Iésions de maedi. Dans la région du
géne pol codant pour la réverse transcriptase, les isolats fran-
¢ais sont plus proches entre eux que des autres souches
décrites de CAEV ou de virus visna-maedi. Leur séquen-
ce est moins divergente de la séquence du CAEV américain
que du virus islandais K1514.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. ORIGINE DES ANIMAUX

Quatorze prélévements de macrophages alvéolaires de mou-
tons Lacaune spontanément infectés par le virus visna-
maedi provenant du sud de la France (Larzac) ont été ana-
lysés. Les animaux ont été s€lectionnés sur des critéres
cliniques (“Brebis souffleuses™), et par la présence de
1ésions pulmonaires typiques de maedi aprés examen ana-
tomopathologique. L’examen histologique & permis de dis-
tinguer entre les atteintes de maedi (associant une alvéoli-
te, une hyperplasie lymphoide péribroncho-artérielle, un
épaississement des cloisons pariéto-alvéolaires, une myo-
matose et une fibrose) et les lésions mineures (alvéolite)
selon les criteres précédemment définis (MORNEX et al,
1994). La présence de lentivirus a été confirmée par 1’ob-
servation d’un effet cytopathique (formation de syncytia)
dans des cocultures de macrophages alvéolaires et de fibro-
blastes de derme de mouton, et par détection d’une activi-
té transcriptase inverse dans le surnageant des cocultures.

1.2. ANALYSE DE L’HETEROGENEITE GENOMIQUE
PAR SEQUENCAGE

L’ARN total a été extrait 4 partir de 10x106 macrophages
alvéolaires, puis rétrotranscrit en présence d’hexanucléo-
tides aléatoires et de réverse transcriptase du virus de leu-
cémie murine de Moloney. Le produit de la rétrotrans-
cription a été utilisé pour I’amplification génique par PCR
avec différents couples d’amorces localisés dans les génes
pol et env. Un couple d’amorces dégénérées a été défini en
comparant les séquences des souches CAEV Cork, EV1,
SA-OMVYV et K1514 dans la région du géne pol codant pour
la réverse transcriptase; elles correspondent aux nucléo-
tides 2198 4 2215 du génome complet de K1514 pour
1’amorce sens, et 2672 A 2650 pour I’amorce antisens. Trois
couples d’amorces ont été définis en comparant unique-
ment les séquences des souches EV1, SA-OMVV et K1514
dans la région du géne env correspondant 2 la partie exter-
ne de la glycoprotéine de surface. Toutes les amorces env
sont localisées entre les nucléotides 6391 et 7842 du géno-
me complet de K1514. Les fragments d’ ADN obtenus (450
A 550 paires de bases) avec les différents couples d’amorces
ont été visualisés sur gel d’agarose, analysés par digestion
par des enzymes de restriction, clonés avec un sytéme de
clonage TA (InVitrogen) permettant le clonage direct des
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LENTIVIRUS OVINS

K1514 663 664 680 684 685 686 676
CAEV Cork 20,4 14,3 13,9 15 15,2 15,2 15,2 20,6
(13,3) (4,4) (4,4) 61 (6.3) 4,4) @.4) (12,7)

K1514 0 17,1 18,5 17,9 16,8 17,7 17,9 16,8
) (11.4) | (126) | (14,0 (13,3) | (13.9) (12,7) (15,2)

Tableau 1 : Pourcentage de divergence des séquences nucléotidiques (en caracteres gras) et des séquences
déduites en acides aminés (entre parenthéses) entre les isolats frangais de lentivirus ovins (663, 664, 680, 684,
685, 686, 676) et la souche caprine CAEV Cork ou ovine K1514.

produits de PCR et séquencés par la technique de termi-
naison des chaines de Sanger. Les séquences obtenues ont
été traitées sur Macintosh avec les logiciels GeneJockey ™
et GeneWorks™ en utilisant la méthode d’alignement pro-
gressif.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

L’amplification par PCR aprés rétrotranscription des ARN
totaux extraits des macrophages alvéolaires permet I'ob-
tention d’un fragment d”ADN correspondant au lentivirus
chez tous les animaux étudiés (14/14) présentant des 1ésions
de maedi et pour lesquels la présence du virus a pu étre
détectée par des techniques virologiques de coculture et
de dosage d’activité réverse transcriptase. Dans le géne
env, seuls 8/14 isolats sont positifs en RT-PCR avec au
moins I’un des couples et 2/8 isolats sont positifs avec les
trois couples testés. Les produits d’amplification obtenus
dans env sont de tailles 1égerement différentes selon 1'iso-
lat considéré et 1égérement supéricure 2 celle du fragment
obtenu 2 partir de la souche de laboratoire K1514. La diges-
tion enzymatique des produits de PCR obtenus dans pol et
env monire des différences importantes de profils de res-
triction entre les 14 isolats étudiés ainsi qu’entre ces iso-
lats et les souches publiées. Les produits d’amplification
dans pol de 7 isolats ont é¢ séquencés. Six isolats (663, 664,
680, 684, 685 et 686) ont des séquences nucléotidiques
trés proches. Il existe de 3 2 10% de divergence entre les
séquences nucléotidiques de ces souches et de 3 4 4% entre
les séquences protéiques déduites. En séquence d’acides
aminés dans la région pol étudiée, ces isolats frangais sont
plus proches de la souche caprine CAEV Cork que de la
souche ovine K1514 (tableau 1). Un isolat (676) est éga-
lement distant de K1514 (16,8% en nucléotides et 15,2%
en acides aminés) et de CAEV Cork (20,6% en nucléo-
tides et 12,7% en acides aminés). Pour tous les isolats, les
mutations observées sont principalement des transitions
(81% des mutations), avec une prédominance de transi-
tions G/ A. Les mutations nuciéotidiques sont trés majori-
tairement silencieuses et n’entrainent pas de modifications
importantes de la protéine.

Dans notre étude, il a été possible de détecter de I’ ARN viral
dans les macrophages alvéolaires des animaux quelque soit
le stade de développement de 1a maladie. Les macrophages
alvéolaires sont la cible principale des lentivirus ovins et

caprins (ZINK et al, 1984) et la détection de virus réplicatif
directement dans ces cellules permet de connaitre la natu-
re génétique du virus présent dans ’organe malade. Cette
détection directe évite I’amplification du virus en culture
et le biais d’une éventuelle sélection de variants présentant
un avantage de réplication en culture comme ce qui a été
décrit pour HIV-1 (MEYERHANS et al, 1989). Pour cer-
tains animaux 1’absence de signal d’amplification dans le
géne eny est probablement dile 4 une divergence trop impor-
tante entre les amorces déterminées et le gé€nome viral.
Ceci permet d’envisager une variabilité plus importantes de
ces isolats au niveau du geéne env que du géne pol. Les
séquences analysées dans Ie géne pol montrent la parenté
des isolats de terrain frangais analysés avec la souche capri-
ne de référence CAEV Cork, plus particulierement en com-
parant les séquences d’acides aminés déduites. L’analyse
d’isolats frangais de lentivirus caprins pourrait permettre de
comprendre les contraintes de 1’espece sur la variabilité
du virus et d’aborder le déterminisme des 1ésions chez la
chévre ou le mouton.
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