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PREMIERE PARTIE : INTRODUCTION :
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



l. LA TREMBLANTE, ARCHETYPE DES MALADIES A PRION :

Premiere Encéphalopathie Spongiforme Subaigué fviaeible (ESST) décrite, la
tremblante des petits ruminants peut étre consdémmme l'archétype des maladies a
prions. Cette maladie neurodégénérative est codapeis plus de 200 ans, et représente un
modele d’étude des ESST. Les ESST sont décrites ¢dusieurs espéces animales
(Encéphalopathie Spongiforme Bovine ou Féline...) abiez 'Homme (maladie de
Creuztfeld-Jakob sporadique et son nouveau vatiasamnie Fatale Familiale, syndrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker...).

A. CARACTERES CLINIQUES ET LESIONNELS :

1. Tableau clinique :

L’age d’apparition de la maladie et les modalité®vdiution sont deux
caractéristiques indispensables pour établir uspision clinique (Schelcher, Andreoletti
et al, 2002 ; Schelcher, Lacroet al, 2002).

a. Animaux atteints :

La tremblante naturelle touche de facon préférkaties ovins Qvis arieg, mais peut
survenir également chez les capri®agra hircu3 et les mouflons @Qvis musimon La
répartition géographique mondiale de la tremblastetres large, présente dans tous les pays
a I'exception notable de I'Australie et de la NollerZélande.

Au sein des troupeaux atteints, l'incidence aneudk la maladie est trés variable
pouvant aller de 1% (cas sporadiques) jusqu'a uwxirman de 20 a 30 % (formes
enzootiques). Les animaux sont généralement atentre 2 et 6 ans (age d’atteinte
préférentielle : entre 18 et 30 mois) (figure nThgme si de rares cas ont été rapportés des
'age d’'un an (Joubert, Laprag al, 1972) ou encore a plus de 11 ans (Detwiler eti®ay

2003). La tremblante touche indifféremment les s\das deux sexes.
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Distribution des cas cliniques de tremblante depuis 1996 par classe d'age (en mois)
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Figure n°1 : Répatrtition des cas de tremblante §@is de 1996 a 2006 en fonction des
catégories d’age des ovins.
(Source : Annexe 1 de I'avis de 'AFSSA du 20/0/&8&ine 2006-SA-0099).

L’AFSSA a estimé gu’avant 2002 en France, si lienttcompte du fait que les cas ne
sont parfois ni bien identifiés, ni bien décla@s pouvait évaluer le nombre de cas a environ
3% du cheptel ovin (AFSSA, Saisine n° 2004-SA-0390)

b. Evolution :

La durée d’évolution clinique est généralement lenffe quelques semaines a
plusieurs mois) (Machen, 2001). De rares cas @ntlétrits avec une durée d’évolution
relativement rapide, inférieure a 2 semaines (Gtaidoar, 1992). L’évolution est
progressive avec des périodes d’aggravation aws chutemps, parfois entrecoupées de
périodes de stagnation. Ces phases de « rémiggianeate » peuvent correspondre soit a
une rémission temporaire de la tremblante, sais généralement, a la guérison d’'une
maladie intercurrente (Schelcher, Andreolettal, 2002).

c. Symptomes :
Les symptémes de la tremblante sont décrits dansudreuses études (Dickinson 1976 ;
Clark 1980 ; Clark et Moar, 1992 ; Detwiler 1992gpucchio, Guardet al, 2001 ;
Schelcher, Andreoletét al, 2002 ; Schelcher, Lacrot al, 2002).
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Les symptomes observés sont essentiellement dopémékes troubles nerveux :

modifications du comportement : notamment lors dsspge en salle de traite pour les
brebis laitieres (les brebis ne veulent plus passda salle de traite, elles sont
inquietes) ou lors du rassemblement des animawlefient, hyperexcitabilité),

modifications souvent discretes,

troubles locomoteurs, mouvements anormaux : inéoation motrice avec une
démarche titubante évoluant au cours du tempsréigtR) ; la brebis tombe de plus
en plus souvent, mettant de plus en plus de temps eelever, elle finit par se
retrouver en décubitus permanent. Le pas accébéréaeactéristique avec un trot des
antérieurs et un galop des postérieurs, ou un kxegyéré des antérieurs. Les
tremblements sont des signes tardifs, ils se lpealiessentiellement au niveau de la
téte et sont de faible intensité ; ils peuvent@agpagner de balancements anormaux

de la téte.

D Crosen 2007

Figure n°2 : Incoordination motrice chez un oviteatt de tremblante (Source : Fediaevsky

et al., 2007)

prurit : frottements aux barriéres ou aux murss;daimaux se mordillent parfois les
membres. La toison se retrouve dépenaillée. Laidmmigsente un rictus particulier
lors de grattage manuel de la zone lombaire (figniB). Le grattage débute par les
régions de la téte, du dos, des flancs et ensaita droupe. Ce rictus s’accompagne
de méachonnements et d’un léchage excessif. Let@strd’origine neurosensorielle et
est associé au syndrome d’hyperesthésie généralarilmal. Le prurit est parfois

absent, dans certaines régions notamment (Islaendexpmple).
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Figure n°3 : Rictus lors de grattage en zone ddmsubaire d’'une brebis atteinte de

tremblante. Noter également la toison dépenailleurce : site de 'INRAvww-

vim.jouy.inra.fr/IPn/mouton.jpg )

L’amaigrissement des animaux est un signe incohstarn’appétit est généralement
conserve. Exceptionnellement d’'autres symptémegporétre observés : cécité avec lésions
rétiniennes, agressivité, bélements anormaux, lesute la miction, réduction de la motricité

ruminale et de la rumination, régurgitations dutean ruminal...

Selon les pays, la maladie est appelée en fondtiondes symptomes prédominants
observé : tremblements (« tremblante » en Frapceit (« scrapie » au Royaume-Uni),

ataxie (« traberkrankheit » en Allemagne) ou anssgment (« rida » en Islande).

2. Lésions:
Des Iésions macroscopiques et microscopiques peétrenobservées sur un animal
atteint de tremblante. Les Iésions macroscopigaesont généralement pas
pathognomoniques, a l'inverse des Iésions micrago@es qui sont, quant a elles,

caractéristiques.

a. Lésions macroscopiques :

Les Iésions macroscopiques sont en liaison diaae les symptémes cliniques : des
lésions dues au grattage avec un délainement éésless cutanées €rosives, ainsi que des
lésions liées aux troubles moteurs avec I'amaignent par exemple ou encore des lésions
dues aux chutes ou provoquées par le décubitudé€ieas ne sont cependant pas
spécifiques, et l'autopsie sur la simple base aleskrvation des Iésions macroscopiques ne
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peut donc pas étre considérée comme une méthatlagiestic fiable dans le cadre de la
tremblante.

b. Lésions microscopiques :
Les lésions microscopiques observées dans le sgst@rveux central d’'un ovin
atteint de tremblante a I'examen histologique catieanel sont caractéristiques :
* une vacuolisation (ou spongiose) neuronale et pdane (figure n°4)
* une perte neuronale plus ou moins importante
» la présence occasionnelle de « plagues amyloidessitives au Rouge Congo
correspondant aux agrégats de protéine prion ah@rma

* une astrocytose

Figure n°4 : Lésions de spongiose neuronale damolec cérébral d’'un ovin atteint de
tremblante
(Source : site de 'INRA http://www.inra.fr/dpemaAges/scrapie2.gjf

Les lésions de tremblante classique sont essemtefit retrouvées dans le tronc
cérébral. Toutefois, lintensité et la répartitiales lésions sont variables et dépendent
étroitement de la souche de prion ainsi que dpées animale atteinte (figure n°5). En effet,
les lésions observées chez des ovins atteintsedlante atypique, découverte en 1998 en
Norvege, sont principalement localisées au cenatlati cortex cérébral.



Trembiante classique

Obex Tronc cérébwal

Tremblante styplque

Cerveau

Dbex Trong cérebeal

n Forte Imtermédiaine Faible

Source :5. Benastad, Section of Pathology, Mational Veterinary Instituts, Norway.

Figure n°5 : Distribution des lésions de vacuolieatet de la PrPres dans les cas de

tremblante classique et atypique (Source : Fediaees al., 2007).

B. TRANSMISSIBILITE DE LA TREMBLANTE :

Le caractere transmissible de la tremblante a@t#dtré dans les années 30 par Cuillé et

Chelle (Cuillé et Chelle, 1936). Dans cette étlaenaladie a été reproduite en inoculant un
broyat d’encéphales d’ovins atteints de tremblandes ovins sains avec une période

d’incubation pouvant aller jusqu’a 24 mois.

1. Transmission horizontale :

La transmission de la maladie entre les animaukestie par voie orale soit a partir

des patures contaminées (transmission horizontedeirdlirecte), soit a partir des animaux
infectés (transmission horizontale directe). Damslernier cas, il a été prouvé que les ovins

pouvaient se contaminer en ingérant le placentarelgis en incubation de tremblante lors des
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mise-bas, puisque cet organe peut contenir de gsaqdantités de protéine prion anormale
(Andréoletti et al, 2002 ; Lacrouxet al, 2007). Hourrigaret al en 1979 ont montré que
I'introduction de 140 agneaux ages de trois a meait, provenant d’élevages dits indemnes,
dans un élevage infecté s’est conclue par I'apgparile signes cliniques de tremblante sur
cing de ces agneaux dans un délai de 64 a 93 Moigriganet al, 1979). Actuellement, on
ne peut encore quantifier 'importance de la trassimn horizontale directe par rapport a
celle de la transmission horizontale indirecte €hater, Andreolettet al, 2002). En effet,
'extréme résistance du prion dans le milieu etdrifavorise trés probablement une
transmission horizontale indirecte. A de nombreusgsises, il a pu étre noté que lors
d’abattage total d’'un troupeau suite a un épisagé¢r@mblante, suivi d'un repeuplement, la
maladie réapparaissait. Selon une étude faite pargsson Get al. en 2006 en Islande, la
tremblante est réapparue dans 33 exploitations auiin plan d’éradication avec abattage des
animaux, désinfection et repeuplement seulemenu 23 cans aprés, a partir d’élevages
pourtant sains. Neuf de ces rémanences se sontif@®dEntre 14 et 21 ans suite a ce
programme d’éradication, montrant une persistancees long terme de l'agent de la
tremblante, méme si une contamination par intradocbe peut étre complétement exclue
(Georgssoret al, 2006). L'étude de Johnsat al. (2007) démontre qu’une association du
prion a des particules inorganiques du sol, telle (8 montmorillonite (Mte) ou d’autres
aluminosilicates, augmente linfectiosité. L'assdmn Mte-PrPres entraine une meilleure
transmission par voie orale que la PrPres seulle. @mirrait étre expliqué par une possible
protection de la PrPres par la Mte dans le tubedtiigou une facilitation de I'endocytose de
la PrPres par la Mte (Johnson et al., 2007).

Une transmission indirecte par des vecteurs a ¢@ledent suggérée, soit
naturellement a partir d’acariens des fourragesegpéerimentalement a partir de mouches de
I'especeSarcophaga carnarimu encore exceptionnellement lors de la vaccinatmmire le
Louping-ill (vaccins préparés a partir de suspension d’encépla® moutons infectés par la
tremblante) (Schelcheat al, 2002). Le rble du vaccin conthycoplasma agalactiaa été
récemment suspecté lors d’'une augmentation deidénce de la tremblante en Italie
(Caramelliet al,, 2001).

Enfin, les différentes études sur la transmissesESST ont conclu a une dépendance entre
la durée d’incubation et la dose infectante. llaghhis que la transmission expérimentale par

voie intracérébrale (IC) est 100 000 fois pluscefte que la voie orale. Les autres voies sont

intermédiaires, avec respectivement du plus e@acmoins efficace, les voies intraveineuse
(IV), intra-péritonéale (IP) et sous-cutanée (S&)helcheet al, 2002).
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2. La possibilité d’'une transmission verticale ?

Une transmission verticale de la tremblante a @gtemps suspectée. Cependant, il
est trés difficile de déterminer ce qui est du@dsd’'une transmission verticaiensu stricto
(transplacentaire anténatale) par rapport a tdegesontaminations postnatales (allaitement,
contact avec la mere et les eaux foetales).

La positivité du placenta des ovins, obligatoiraupgu’une transmission verticale puisse
exister, a été demontrée en 1972 (Pattisioal, 1972). L'étude menée par Foster a montré
gu’il existe une transmissian uterosuite a la naissance par césarienne d’agneaurtattis
tremblante, nés de méres infectées. La transmissimle n’avoir lieu qu’a partir du stade de
'implantation puisque des embryons, issus de marextées et transférés a des meres
porteuses saines, entrainent la naissance d’agseas<(Fosteet al, 1996).

En 2002, un cas probable de transmission vertidaléa tremblante a été rapporté sur une
brebis contaminée apportée au Laboratoire Déparntain@étérinaire de Limoges (Couquet
et al, 2005). L’agnelle née de cette brebis, exclusemnmourrie par allaitement artificiel (ce
qui limite les possibilités de transmission horizd® mere/agneau), aurait développé des

signes de tremblante, confirmée par des examelabdratoire, a 'age de 6 mois.

Les tissus génitaux males, en revanche, ne sengmsrdccumuler de protéine prion
anormale et une étude récente démontre I'absenicardganission de la maladie par
inoculation de sperme de béliers atteints de trantbla des souris transgéniques. Il semble

donc gu’il y ait peu de risques de transmissiofadeemblante par le sperme.

C. LE PRION : UN AGENT TRANSMISSIBLE NON CONVENTIONNEL

Les maladies a prions sont transmissibles par Iaton expérimentale et sont
infectieuses. Cependant l'agent en cause dans edadies demeure encore largement
méconnu d’'ou son appellation «agent transmissitda conventionnel » (ATNC), par
opposition aux agents conventionnels que sontites,\bactéries ou parasites. L’absence de
réaction humorale dans les maladies a prions reafgualité la mise en évidence de I'agent
responsable de ces maladies (Patal, 1973 ;Kascsakt al, 1987).

Plusieurs hypotheses (figure n°6) ont été avanpéeses scientifigues concernant la

nature de I'agent : une hypothese virale ou d'umej et une hypothése d’agent infectieux

21



protéigue (Prusiner, 1982), cette derniere étartomdais admise par la communauté
scientifique, méme si elle ne permet pas parfaspuliquer toutes les caractéristiques liées a
la maladie.

Nature de 1'agent infectieux

1 $
+
2N
N
N
N '\‘\\\\
NN
Virus non identifié Virino
(amyloidogénique) Prion
* génome exogéne codant * petit génome exogéne ne codant
pour ses propres protéines que pour lui-méme PrPc¢ ---> PrPres
* PrPres = produit de la * coque protectrice constituée d'une + protein X ?
réplication virale protéine dérivée de I'hote = PrPres + protéine chaperonne ?

Figure n°6 : Les trois théories pour expliquer latare de I'agent infectieux
responsable des ESST (source Deslys, 2003).

1. La théorie d'un virus :

Premiere hypothése émise par Sigurdsson en 1954jitas » de la tremblante serait
selon cette théorie un « virus lent ». Ce virusiseependant doué de propriétés physiques et
chimiques hors normes (résistance a certains rmaités physico-chimiques peu en accord
avec une hypothese virale). Il posséederait un auigdeique de trés petite taille et un matériel
protéique lui permettant d’assurer sa propre raptia (Detwileret al, 2000). De plus, Ozel
et Diringer ont détecté en 1994 des éléments de fetite taille dans des cerveaux de
hamsters infectés expérimentalement par la trertiktrdans les cerveaux d’humains atteints
de la maladie de Creutzfeld-Jakob. La taille edldasité de ces particules sont compatibles
avec I'hypotheése d’'un virus comme agent causahusadies a prion. De méme, I'absence de
réaction immunitaire ne permet pas d’exclure deffthese dans la mesure ou certains virus

latents échappent a la reconnaissance par le syst@munitaire de I’'hote (Let al, 2004).



Malgré tout cette hypothése n’a pas été retenuarmhypothése majeure par les
scientifiques par I'absence de détection systématitiacides nucléiques ou de structure
évocatrice d’'un virus dans les organes d’animateirdas d'ESST.

2. Lathéorie d’'un virino :

Un virino est une structure hybride comprenantran petit acide nucléique infectieux,
non enveloppé, qui aurait la particularité de ngecgour aucune protéine virale reconnue par
le systeme immunitaire. Il pourrait cependant se & des protéines de I'héte formant une
coque (figure n°7), ce qui permettrait une protatten échappant a la reconnaissance du

systeme immunitaire (Detwilet al, 2000).

Figure n°7 : Virino entouré des protéines de I'héidemant une coque protectrice. (Source :
site de 'INRA http://www-rocq.inria.fr/iwho/Mardiiriet/Glosr/Bio/Micro/Prion.html).

Les acides nucléiques expliqueraient I'infectiostdes différentes souches de prion
pourraient s’expliquer par des mutations d’ADN 6ARN dans le génome viral. La coque
formée par les protéines de I'h6te autour de l'acgidcléique pourrait également expliquer la
résistance du virino Vvis-a-vis de certains traitet®e physico-chimiques (protéases
notamment, qui détruiraient d’abord la coque poptéi protégeant I'acide nucléique). La
encore, malgré certains aspects pourtant convas)cknthéorie du virino n'a jamais été
envisagée comme agent causal des ESST de la pahsiemble des scientifiques travaillant

sur les prions.
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3. Lathéorie de la protéine prion ou du « tout pipiéi> :

L’agent responsable du prion serait une protéiad>(PSc pour Prion Protein Scrapie
ou PrPres pour Prion Protein Résistante) résuttanta trans-conformation d’'une protéine
cellulaire normale de I'héte (la PrPc pour PriomtBin Cellulaire). Cette protéine anormale
s’accumulerait dans différents organes au cour&delution de la maladie. Les différences
entre les deux protéines relévent de la structeraire puisque la PrPSc est enrichie en
feuillets B par rapport a la protéine normale, ce qui lui eoerfait ses propriétés de résistance
aux agents physico-chimiques et notamment aux gsete (figure n°8). En revanche, les
séquences primaires ainsi que les modificationst-tpaductionnelles (glycosylation,
phosphorylation...) des deux protéines sont idensique

Figure n°8 : Structure secondaire des deux pro®jm@on, cellulaire et scrapie ; la
PrPSc est plus riche en feuillgtgiue la PrPc.

La théorie de la protéine infectieuse a été propoes le début des années 1980
(Prusiner, 1982). Elle permettrait d’expliquer gactére héréditaire et transmissible des
ESST (Griffith, 1967). De plus, I'impossibilité densmettre et/ou de propager la maladie
chez des souris Knock-Out pour le géne codant lagpnotéine cellulaire (géne PRP, souris
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PRP’) renforce cette hypothése du « tout protéiqueestriBme, la durée d’incubation de la
maladie dans différentes especes animales essament proportionnelle au niveau
d’expression de la PrPc, la durée d’incubation émrassant toutefois pas de fagon linéaire
avec le nombre de copies du gene (au-dela d’'uainerombre de copies, la durée
d’incubation ne diminue plus) (Westaweatyal, 1994).

4. Les limites du concept prion :

Cette hypothése de protéine infectieuse a été mismal par une publication
(Lasmezast al, 1997) dans laquelle il a été prouvé gu'’il potrexister un découplage entre
présence de PrPSc et infectiosité : chez des stwiulées avec de la BSE (Bovine
Spongiform Encephalopathy), les auteurs se sormur@ompte que de linfectiosité prion

pouvait étre présente dans I'encéphale des aniinagulés en I'absence de PrPSc détectable.

A I'heure actuelle, et malgré I'absence d’explioatde ce phénomene de découplage entre
I'infectiosité et la présence de PrPSc, I'hypothésgrotéine infectieuse reste celle admise
par la communauté scientifique. Les travaux visaotéciser si un agent autre que protéique
(viral par exemple) pourrait étre impliqgué dansresladies a prions sont toutefois toujours

d’'actualité.

5. Morphologie de I'agent :

Par ultra-filtration et irradiation, la taille degient est estimée a quelques dizaines de
nanometres (15 a 25 nm)(Manuelidis, 1994). Cepdndare s’agit que d’'une estimation car
I'agrégation possible de I'agent pourrait étreatitjine d’'une surestimation de sa taille.

Au microscope électronique, des particules tubédlsisuleuses sont observées dans
les processus neuronaux des individus en incubaiB8ST, aussi bien dans les formes
naturelles qu’expérimentales. Cette observation distelable tres tét dans la phase
d’incubation de la maladie et leur nombre semblgnanter avec le stade d’incubation et le
titre infectieux. La nature exacte de ces partEeleleur réle restent a déterminer.

Des agrégats fibrillaires (Scrapie Associated Klou SAF) d’une vingtaine de
nanometres de diametre et de 100 a 200 nanomettesgiont été observés au microscope
électronique dans des tissus d'individus atteifES8T (maladie naturelle ou expérimentale)

alors qu’ils sont absents dans les tissus d’indwishins (Meret al, 1984). Ces fibrilles sont
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droites ou plus rarement en hélices au niveau ftadéion synaptosomale-mitochondriale.
Ces SAF sont observées aprés action de la progéihaar les tissus. L'inoculation de SAF
purifiées issues de cerveaux de hamsters inocuéesla souche 263K ou de souris inoculées
avec la souche ME7 a permis de reproduire la mala@i constituant majeur des SAF est un
polypeptide de 27-30 kDa (Prusiredral, 1983), codé par un géne cellulaire, le géne PRP
(Basleret al., 1986). Le gene PRP code ainsi pour une profiogant exister sous deux
isoformes : la PrPc (protéine prion cellulaire)gaméte chez tous les individus, et la PrPSc
(protéine prion scrapie) que I'on n'observe quezathes individus atteints d’'une maladie a

prion.

6. Le gene PRP :

Le géne PRP est connu chez toutes les especeswiaifdees mais également chez
les oiseaux (Harrist al, 1993). Ce géne code pour une protéine d’endfithacides aminés
contenant plusieurs domaines. La concentrationRNmA codant pour la PrP serait identique

chez les individus sains et chez les individus oedgOesclet al,, 1985).

7. LaPrPc:

Le nombre d’acides aminés de la PrPc varie en ifamailes especes (253 chez
I’'homme, 254 chez le hamster, 256 chez la sourie etouton et 269 chez la vache), mais la
majeure partie de la protéine possede une strudtarkement conservée chez tous les
mammiféres.

La PrPc comprend 4 régions :

- Région | : partie N-terminale de 95 acides amiméspprenant un site de liaison au
cuivre (Kd=10"* mol). L’extrémité N-terminale (1-23) permet I'eé& dans le
réticulum endoplasmique.

- Région Il : acides aminés 96 a 112, région hydrbphtcansmembranaire. Cette partie
semble contréler la localisation de la protéiné ekt hautement conservée chez les
mammiféres.

- Région Il : acides aminés 113 a 230 avec 2 sikeN-glycosylation servant d’ancrage
pour 2 chaines oligo-saccharidiques. La glycosytaiemble nécessaire au transport
intra-cellulaire.

- Région IV : partie C-terminale (acides aminés 23b4). Constituée d’une séquence

hydrophobe avec un site de fixation d’'un glycodybgphatidyl-inositol (GPI) sur une



sérine (AA 231), elle permet la fixation de la P@ta face externe de la membrane
plasmique. Une phospholipase spécifique clivant @sres GPl permet la

solubilisation de la PrPc extra-cellulaire.

Molécule composée de 3 hélices stabilisées parnigue pont di-sulfure entre les
hélices 2 et 3 (Riekt al, 1996), sa structure déterminée par cristalldgepemble étre
symeétrique ce qui augmenterait son aptitude a afosgr en structure amyloide (figure
n°9). Une zone plus flexible a été mise en évidealte serait a I'origine du changement
de conformation induit par la PrPSc (Boussetl, 2001).

N-terminal
octarepeat
domain

folded
C-terminal
domain

Figure n°9 : Structure de la PrPc (Source : sitel@epartment of Chemistry and

Biochemistry, University of California, Santa Ctizp://www.chemistry.ucsc.edu/~glennm/).

La PrPc est exprimée dans de nombreux tissus aidesux variables. L’organe le plus
riche en PrP reste le SNC (neurones, celluleseglalmais cette protéine est présente

également dans le systéme nerveux périphériqueouenon, le muscle squelettique et les



organes lymphoides. La PrPc est également expnraéées précurseurs myéloides de tres
nombreuses lignées cellulaires sanguines (CD34+).

La PrPc est aussi présente dans les monocytespdesophages, les cellules dendritiques
matures et immatures et les cellules dendritiqodigidlaires (FDC). Ces types cellulaires
expriment fortement la protéine (Mc Brid# al, 1992, Brownet al, 1999) alors que les
lymphocytes ne I'expriment que peu ou pas (Cashataal, 1990; Mabbotet al, 1997,
Kubosakiet al, 2001; Liuet al, 2001). De méme, la quantité de PrPc semble ésndtance

a diminuer dans les polynucléaires au cours de détérenciation (Dodeleet al, 1998 ;
Brownet al, 1999 ; Burthenet al, 2001 ; Sugayat al, 2002).

La question majeure qui se pose encore a I'heureelée est celle de la fonction de
cette protéine cellulaire. Une délétion partielles drésidus 32 a 106 n’entraine aucune
modification du développement par contre une d#églus importante (32 & 121) entraine
une ataxie et une perte neuronale cérébelleusmaigoparfois compensée par insertion d’'un
gene normal PRP (Shmerlireg al, 1998). Cependant, des souris, ou plus récemuoesnt
bovins, PrP0/0 ont une vie et un comportement abseht normaux. De nhombreuses études
ont été consacrées a I'étude de la fonction derPx Bt ont permis d’établir son réle dans
différents domaines, sans toutefois lui conféreral@ majeur et indispensable :

- un rble de récepteur membranaire dans la tratisdude signaux externes par
I'intermédiaire d’une protéinase K (Dabaghgtral, 2004),

- une régulation de la concentration des ions eyi@insi qu’une participation au
fonctionnement des enzymes intracellulaires parctilaagements conformationnels grace a la
fixation possible des ions cuivre sur le partieeNsiinale, mais aussi des ions Zn, Mn, Ni de
facon moins importante (Mabbott et Bruce, 2001 azBsr et al, 2006). Cependant, il faut
savoir également que la fixation des ions cuivrelp@rPc est dépendante des conditions du
milieu (Krameret al, 2001),

- un réle dans la lutte contre le stress oxydalif,fait de son activité superoxide
dismutase (Mabbott et Bruce, 2001),

- une intervention possible dans la régulation dmrseil, dans la transmission
synaptique au niveau de I'hippocampe et dans Mesarlong terme des cellules de Purkinjé
(Mabbottet al,, 1998 ; Mabbott et Bruce, 2001)

- des interactions diverses avec différentes pregi
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8. PrPSc ou PrPres : la protéine anormale :

L’étude compléte de cette protéine en cristallogi@est rendue difficile par son
insolubilité lors du processus de purification. €egant, la spectroscopie infra-rouge de
Fourier et le dichroisme circulaire ont montré k@sence d’'une plus forte proportion de
feuilletsp et un nombre diminué d’hélicespar rapport a la protéine normale PrPc (Etaal.,
1993) (figure n°8). Les deux isoformes possedeméane séquence primaire (Oesthal,
1985 ; Stahlet al, 1993), contredisant le fait qu’a une séquendmagire correspond une
unique conformation biologiquement active. La PrRigciverait d’'une modification post
traductionnelle de la PrPc (Meyet al, 1986 ; Prusineet al, 1991). La grande résistance
aux procédes physico-chimiques de la PrPSc atéitéuge a sa structure tertiaire (feuill@)s
la rendant trés stable (Muramoto, 1996). Ces fsil seraient a I'origine de la résistance a
la protéinase K notamment. La structure de la PriBerviendrait également dans le
catabolisme de la PrPc aboutissant a une accuomnlatogressive de la PrPSc, en jouant un
réle de nucléateur (Prusinetrral, 1991 ; Harris 1999).

La PrPres une fois introduite dans I'organismelgagala transformation de PrPc en

PrPres. Deux mécanismes de transformation sonéstésp:

- le premier appelé « template assistance mechanisia PrPSc s’accole a une PrPc
pour former un hétérodimere se transformant en kiinmére de PrPSc donnant ainsi

deux molécules de PrPSc qui peuvent alors transioanteur tour la PrPc,

- le second mécanisme appelé « nucleated polymerizatechanism » ferait intervenir
des oligoméres de PrPSc qui s’accoleraient a urlécamle de PrPc laquelle serait
alors transformée en protéine pathologique. Le®®apcesin vitro pour mettre en
évidence un tel mécanisme ont été concluantes n#&sssitent un large exces de
PrPSc par rapport a la PrPc, ce qui n’est pas dancaivo au moins au début de
I'infection. In vivo, une protéine dite X appartenant a la famille dieaperonnes
pourrait faciliter cette réaction en se fixant artesubstrats, favorisant le repliement
des protéines lors de leur synthése et leur trahslpns les organites cellulaires mais
aussi en evitant l'agrégation des protéines lors sttess cellulaire. Certaines
chaperonnes de levure et de bactérie augmenteiieufa de facon significative la

formation de PrPSc.
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9. Propriétés physico-chimiques de cet ATNC :

L’agent de la tremblante, tout comme les autregngti est particulierement résistant
aux differentes méthodes utilisées pour inactiesrdactéries, virus et autres parasites. Cette
résistance varie en fonction des isolats, de lariceasupport du matériel biologique a
inactiver (lyophilisation, taille du matériel...) (Kiberlin et al, 1983). La résistance de cet
agent est connue vis-a-vis de différents procétgsigues, chimiques ou enzymatiques.

Concernant les procédés physiques, les rayons UWvmep les rayons X sont
inefficaces dans l'inactivation de tissus infedtiéstarjetet al, 1970). Il en va de méme pour
les traitements par micro-ondes ou ultrasons (Géblad, 1978). L'efficacité des traitements
par la chaleur séche dépend de I'état d’hydratadien’échantillon : plus I'’échantillon est
déshydraté, plus sa résistance au traitement guiriamte (durée de traitement supérieure,
température supérieure). En deca d'un certain sgerhpérature insuffisante ou durée
insuffisante), I'agent infectieux reste décelabl@ickinson et al, 1978). L'efficacité du
traitement dépend également des souches de promsises au traitement (par exemple la
transmissibilité d’'une souche d’ESB a été démontnéigré un traitement a 600°C pendant
15 min) (Brownet al, 2000). L’inactivation par passage dans un aat@clchaleur humide)
varie en fonction de la nature du matériel biologiaitilisé (le passage successif de certains
isolats de tremblante sur des rongeurs augmentésiatance) (Dickinsoret al, 1978 ;
Kimberlin et al, 1983 ; Tayloet al, 1994), de I'état d’hydratation du tissu (I'iniaettion du
prion est d’autant plus importante que I'échamillest hydraté) et de la nature du traitement
(couple température-temps).

Les produits chimiques sont également peu actifslesi ATNC. La résistance des
isolats de prions est étroitement dépendante deuahe considérée et les résultats obtenus
pour une souche ne sont pas forcément transposable®e autre. Les détergents, agents
alkylants, solvants organiques et oxydants sontgiécaces, n’abaissant que trés faiblement
le titre infectieux. Les plus efficaces semblente 8es détergents-dénaturants comme le
sodium-dodécyl-sulfate (SDS). Cependant, ils né épre réduire de fagon importante mais
incomplete le titre infectieux. Associé a un trait physique tel que l'autoclave ou
I'ébullition, ce traitement (SDS) semble plus edfie (Tayloret al, 1999, Tateishet al,
1991). Le formol ou I'éthanol renforcent quant & éa résistance aux autres techniques de
décontamination (Taylaet al, 1988, Tayloet al, 1996).
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Les solutions dont le pH est compris entre 2 etséfhblent peu efficaces dans
I'inactivation des ATNC. L'acide formique est capalale diminuer de fagcon importante le
titre infectieux (Brownet al, 1990 ; Taylor 1995), cet acide solubilisant pestéines. Une
solution molaire de soude permet de réduire endgrgartie I'infectiosité apres une durée de
traitement d’'une heure. Malgré toutes ces résisgntassociation d'un traitement a
l'autoclave avec un traitement & la soude sembteuide les souches les plus résistantes
(souches 263K, traitement a 121°C pendant 90 misoede molaire (Prusinet al, 1984)
ou 301V, une minute d’ébullition en soude molaiFaylor et al, 1999)).

Enfin, les ATNC sont relativement résistants aaitéments enzymatiques, qui sont
ainsi la base de nombreuses méthodes de diagf@istiination de la PrPc par des protéases
tout en conservant la PrPSc). La protéinase K (P&)met toutefois de réduire le titre

infectieux aprés un contact prolongé avec lesgigsectés (Prusinest al, 1981).

D. PATHOGENESE DE LA TREMBLANTE :

L’agent étiologique n’étant pas encore clairemeal@ntifié, certains aspects de la
pathogénie de la maladie demeurent encore mecomougefois, de nombreux éléments du
schéma de dissémination de I'agent dans l'organisord a présents établis. L'infection
naturelle peut étre divisée en deux grandes plsasegssives :

- une phase de lympho-invasion, qui ne semble paspedsable a I'infection mais la
favorise, et au cours de laquelle la PrPSc va pesivement s’accumuler dans toutes
les formations lymphoides secondaires,

- une phase de neuro-invasion au cours de laquelR¥R&c va s’accumuler d’abord
dans les neurones du systeme nerveux autonomelg@ussceux du systeme nerveux

central.

1. La phase de lympho-invasion :

Lors de tremblante, il semble établi que la voiejem@ de contamination est
digestive. Aprés exposition a I'agent, une accutmade PrPSc est rapidement décelable
dans les formations lymphoides associées au tgestdi les plaques de Peyer. L'agent de la
tremblante subit alors une phase de réplicatiopgmation dans lI'ensemble des tissus
lymphoréticulaires, initialement dans ces plaquefdyer (Andreoletét al, 2000) puis dans

les nceuds lymphatiques associés au tube digesehfm dans 'ensemble des formations
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lymphoides secondaires (amygdales, rate...). Céidsepd’envahissement lymphoide peut
durer plusieurs mois, avant que I'agent de la ttantb n’atteigne le systeme nerveux central
(Detwiler et Baylis, 2003). La PrPSc peut étre diéte dans les plaques de Peyer iléales dés
21 jours chez des animaux sensibles, puis dansefehle du tissu lymphoide associé a
I'intestin, la rate, les amygdales et les autresidedymphatiques de I'agneau (a I'exception
notable du thymus) a partir de 4 mois. Cet age mahide détection de la PrPSc dans les
différents tissus dépend de la souche de trembtamsidérée mais €galement du génotype de

I'hbte, ainsi que de la dose infectante.

2. La phase de neuro-invasion :

Le systeme nerveux central est, dans les maladigsons, la « cible » de I'agent
infectieux. Les relais cellulaires et les voiesdiEsémination vers cet organe sont a présents
mieux connus. Toutefois, méme si les connaissaactglles permettent de proposer un
schéma de dissémination cohérent, il semble défiaffirmer que celui-ci est unique.

Les organes lymphoides sont largement innervésdpar fibres sympathiques et
I'hypothese d’'une contamination de ces fibres antaxti des organes lymphoides a été tres tot
proposée (Kimberlin et Walker, 1980). De plus, éseau du systéme nerveux autonome
(SNA, ensemble de neurones organisés en plexuslagrezoi digestive) comporte de trés
nombreuses fibres nerveuses amyéliniques dontirestannervent la zone superficielle des
follicules lymphoides. La contamination du SNA etdibres sympathiques se ferait donc par
I'ensemble des sites d’interface du tissu lympheaiidieexé au tube digestif.

Aprés son entrée dans le SNA, la protéine priohqugne progresse vers le névraxe
en suivant simultanément deux voies :

- les fibres nerveuses sympathiques (nerfs splangbgjqqui innervent les organes
digestifs et leurs formations lymphoides,

- les fibres parasympathiques et notamment cellesedwague, comme en témoigne la
présence précoce de PrPSc dans le noyau dorsa&rduague chez les ovins atteints
de tremblante.

La PrPSc est ainsi détectée vers a I'adge de 9 dawis le noyau dorsal du nerf vague et les
colonnes intermédio-latérales de la moelle épinikoeacique. La translocation de la PrPSc
par les fibres nerveuses pourrait se faire soitegeal transport axonal, soit par un mécanisme
non axonal mettant en jeu les cellules de Schwidne. hypothese de circulation de I'agent

par voie sanguine (Hunteat al, 2002) des organes lymphoides vers le systemesuner

central a également été proposée.

32



Aprés atteinte du systeme nerveux central, unistrémition secondaire du prion dans
I'organisme semble possible, comme en témoigné¢eifde des nerfs périphériques ou des

fibres musculaires (Andréoleti al, 2004).

3. Génétique de la tremblante chez les ovins :

Méme si la tremblante est associée a une origifeetiruse, la variabilité naturelle
rencontrée dans les formes naturelles de trembkuggére une influence génétique. Des
études portant sur des lignées ovines sélectioraréésnction de leur durée d’'incubation ont
permis a Dickinsonet al. (1968) de montrer I'existence d'un déterminisméndgjique
mendélien. lls décrivent alors le ge8g (Scrapie incubation périgd gene a effet majeur
autosomal, possédant deux alled@gshort incubatioh et pA (prolongated incubation Par la
suite, il a été établi qu&ip et PRP ne sont qu’'un seul et méme gene (Lagitiak, 1995).

La variabilité au locus PRP est bien connue admaht et quatorze alléles ont été
décrits pour le gene PRP ovin. Toutefois, difféeenétudes ont montré qu'il existe des
codons principaux (136, 154 et 171) dont la naioitaence directement la susceptibilité a la
tremblante et des codons secondaires dont les iongasont dites muettes et n'ont pas
d’'influence sur la maladie. Le tableau n°1 présémsedifférentes formes observables sur le
géne PRP aux trois principaux codons ; les formesées dérivent toutes de la forme

ancestrale ARQ (tableau n°1).

Codons 136 154 171
Forme ancestrale Ala (A) Arg (R) GIn (Q)
Val (V) Arg (R) GIn (Q)

Ala (A) His (H) GIn (Q)

] Ala (A) Arg (R) Arg (R)

Formes mutees

Ala (A) Arg (R) His (H)

Threo (T) Arg (R) GIn (Q)

Ala (A) Arg (R) Lys (K)

Tableau n°1 : Polymorphisme aux codons 136, 194 #tdu gene PRP chez les ovins (Arg =

arginine, GIn = Glutamine, His = Histidine, Val =aline, Threo = Thréonine, Lys = Lysine).
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La mise en évidence de la corrélation entre lailgits a la tremblante et le polymorphisme
aux codons 136, 154 et 171 du géne PRP, a condistiaguer (Elsemt al, 1999) :

des animaux résistants qui, placés dans un enwroent fortement contaminant ou
inoculés expérimentalement, ne déclenchent pasaladie : c’est le cas des ovins de
génotype ARR-ARR, qui sont considérés comme treisteints a la maladie ; jusqu’a
récemment, aucun cas de tremblante n’avait ét€tdétbez des ovins de ce génotype,
mais il semblerait tout de méme qu’il puisse exidierares cas de tremblante chez de
tels individus (Groshupt al, 2007), la résistance a la tremblante n’étansigdus
considérée comme absolue.

des animaux intermédiaires, qui développeront [ldi@ avec une incidence variable
mais faible, et avec une longue période dinculpatiacc’est le cas des ovins
hétérozygotes ARR, et homozygotes ou hétérozyghkt®. Sur des ovins de race
Romanov, l'incidence est inférieure a 5% et I'dda &ort est par ailleurs plus tardif
que chez des ovins sensibles (Elseal, 1999).

des animaux tres sensibles qui, placés en miliataoanant, développent la maladie
sous une incidence trés élevée et une durée datiowbcourte. Sur un millier de
moutons de race Romanov issus d'un troupeau frangaturellement infecté
(troupeau de Langlade), les animaux homozygotes 8&@blent les plus sensibles a
la tremblante (76% des ovins atteints). Cette bditéiest élevée mais moindre pour
les animaux hétérozygotes ARQ/VRQ (52% des cabpminzygotes ARQ (42% des
cas) (Elseret al, 1999) (figure n°10).
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Génotype Cas par millions classe du plan national tremblante

ARR/ARR 0 A
ARR/AHQ 0,3 B
ARR/ARQ 0,4 B
ARR/ARH 0 B
AHQ/AHQ 5 C
ARQ/AHQ 9 C
AHQ/ARH 0 C
ARH/ARH 2 C
ARQ/ARH 5 C
ARQ/ARQ 37 C
ARR/VRQ 6 D
AHQ/VRQ 0,7 E
ARQ/VRQ 225 E
ARH/VRQ 405 E
VRQ/VRQ 545 E

Figure n°10 : Estimation du nombre de cas de tremtd par million de moutons de chaque
genotype en Grande-Bretagne par an et degré detedsie/sensibilité attribué a ces

génotypes par le Plan National Tremblante (Souzetwiler et Baylis, 2003)

A : Moutons génétiquement les plus résistantstéetablante

B : Moutons génétiqguement résistants a la tremblamdés qui ont besoin d’étre soigneusement sélaaéie pour la
reproduction

C : Moutons avec une petite résistance génétiqadrarhblante, mais qui peuvent étre utilisés owusrpour la
reproduction dans des périodes exceptionnelles

D : Moutons génétiquement susceptibles a la trembdlanais qui peuvent étre utilisés exceptionnadtenpour la
reproduction dans le contexte d’un plan de reprodn@pprouvé

E : Moutons hautement sensibles a la tremblamereutilisés pour la reproduction. Les males ddivre abattus ou
castrés

Les fréequences de ces différents alleles sont diesrses en fonction des races,
entrainant I'existence de races ovines plus régestaque d’autres a la tremblante. Une étude
de I'INRA a porté sur une vingtaine de races ovial&stantes, ou les chercheurs ont typé une
centaine de béliers par race, ainsi que sur 5 ravewes laitieres francaises et 3 races
étrangeres (Site de 'INRA : « variabilité de lansibilité génétique a la tremblante dans
différentes races ovines en France et en Europkes).chercheurs ont ainsi démontré une
prédominance, quelle que soit la race, de I'aligleestral ARQ. Il existe également des races
ou il y a une forte proportion de l'allele ARR, cora la race Berrichon du Cher ou lle de
France, conférant aux animaux une plus grandetaésis a la tremblante. Les races de
croisement terminal sont relativement résistantiesteemblante avec des fréquences d’ARR
de 60 a 80% (sauf Charmoise, Texel et Vendéenreyate Charolaise semble avoir une

résistance moyenne a la tremblante, alors queates rustiques du Sud sont assez sensibles
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avec une proportion d’ARR de 20 a 45%. Les frégasrsont trés variées chez les races
laitieres (Elseret al., 2002).

La capacité de résistance d'un génotype donné #relmblante est également
dépendante de la souche de prion. Une étude dem@noldt al (1994) a montré que le
génotype ARQ/ARQ était plus sensible aux ESST oqeegénotype VRQ/VRQ lors
d’inoculation expérimentale par la souche CH1641aesouche de I'ESB, alors que lors
d’inoculation par la souche SSBP/1, la sensibéé plus grande pour les VRQ/VRQ. Cela
bien entendu pose la question de I'existence dehesuauxquelles les ARR/ARR pourraient
étre sensibles (Goldmant al, 1994).

4. Lutte génétique contre la tremblante :

Les programmes de lutte contre la tremblante ongtemps été fondés sur une
stratégie d’abattage total des cheptels atteines; @our résultat une fréquente ré-infection
des animaux nouvellement introduits. Cette situatest probablement liée a la forte
rémanence de l'agent infectieux dans le milieuaVabe et a sa résistance aux procédeés de
décontamination.

Compte tenu des connaissances actuelles, I'utdisate I'allele ARR comme moyen
de lutte contre la maladie semble une approcheesgénte. Méme si certaines questions
fondamentales restent en suspens (existence dageosain, universalité de la résistance
des ARR, cas de la tremblante atypique découverté988...), des programmes de lutte
basés en grande partie sur la sélection d’animagistants ont vu le jour en Grande-
Bretagne, en France et aux Pays-Bas. Ces progragariede ont eu pour objectifs majeurs :

- I'élimination de l'alléle VRQ, puisque une fréquenglevée de cet allele représente un
facteur de risque important,

- la sélection de l'allele ARR dans le noyau de si&ac

- le renouvellement des cheptels atteints avec desodecteurs résistants a la
tremblante,

- la qualification des cheptels reproducteurs.

Ces programmes ont prouvé depuis quelques anndéesdpacité a diminuer le nombre de

cas de tremblante et le nombre de troupeaux attéaris les pays qui les ont mis en ceuvre.
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Il LE MAEDI-VISNA :

Le Maedi essoufflemenen islandais) est une pathologie pulmonaire gpria de
'ampleur en Islande peu avant la seconde guerredmate. Il s’agit d’'une pneumonie
interstitielle progressive touchant les ovins. Laladie est caractérisée par une évolution
lente, apyrétique, avec une dégradation progressévé’état général, une perte de poids
importante allant jusqu’a la cachexie, et par upgpdée plus ou moins marquée pendant et
apres l'effort (Palsson, 1990). Cette maladie pgiaeue en Islande suite a I'introduction de
béliers en provenance d’Allemagne (Palsson, 1990).

Le Visna (épérissemeneén Islandais) est quant a lui une encéphalomyeirae
progressive, caractérisée par une faiblesse desbrasmostérieurs au début de la maladie,
avec évolution vers une paralysie dans sa phasintde (Palsson, 1990). Cette maladie n’est
présente que dans les élevages atteints de Maedi.

Les premiers travaux de Sigurdsson ont permis detngroque ces deux maladies sont
dues a deux virus identiques ayant un tropismermdifit, I'un pour le systeme nerveux, l'autre
pour le parenchyme pulmonaire, entrainant des sighi@iques au bout d'une période
d'incubation trés longue (Sigurdssehal, 1952 ; Sigurdssoet al 1957). Dés 1975, des
mammites apyrétiques sur des brebis souffrant @ermponie progressive ont été décrites ;
elles résultent d’'une proliféeration lymphocytaireassive a l'origine d'une induration
mammaire chronique (Oliveet al., 1981). Cinq ans plus tard, Van-Der-Molen al.
observent les mémes Iésions et décrivent ces Esimmme une autre manifestation possible
de l'infection par le Maedi Visna Virus (Van-Der-Mo et al, 1985).

A. ETIOLOGIE :

Le MVV (Maedi Visna Virus) a été le premier lentivs identifié dans la famille des
Retroviridae bien avant les virus humains HIV (Human immunazency virus) et HTLV
(Human T-lymphotropic virus). Il a été pendant Iltargps le premier modéle d'étude des
lentivirus.

Dans la famille defetroviridae on distingue plusieurs genres au sein de deus-sou
familles :

- La sous-famille de®rthoretrovirinae :

Le genreAlpharetrovirusdont le prototype est le virus de la leucémie ia@i@ALV : Avian

Leukosis Virus).
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Le genreBetaretrovirusdont le représentant majeur est le virus de laturmammaire de la
souris (MMTV : Mouse Mammary Tumor Virus).
Le genreGammaretrovirusdont le représentant est le virus de la leucémiena (MLV :
Murine Leukaemia Virus).
Le genreDeltaretrovirus est représenté par le virus de la leucémie bo(ih&/ : Bovine
Leukaemia Virus) et les virus des leucémies a kel humaines 1 et 2 (HTLV : Human T-
Lymphotropic Virus).
Le genreEpsilonretrovirusprésente comme virus type le virus du sarcome ideendu
saumon 'Walleye' (WDSV : Walleye Dermal Sarcomai$)r
Le genreLentivirusdont le prototype a été a l'origine le virus Ma¥@ina (MVV) du mouton
présente actuellement comme modele le virus dentinodéficience humaine (HIV).

- La sous-famille deSpumaretrovirinae :
Le genre Bumavirusdont les prototypes sont le virus spumeux du chimp (CFV :
Chimpanzee Foamy Virus) et le virus spumeux hur(tdiiman Spumavirus).

Le genrelLentivirug auxquels appartiennent le MVV (Visna-Maedi Virus) CAEV
(Caprine Arthritis Encephalitis Virus), le BIV (Boe Immunodeficiency Virus), le FIV
(Feline Immunodeficiency Virus), le SIV (Simian Immodeficiency Virus), le EIAV
(Equine Infectious Anemia Virus) et le HIV (Humamrhunodeficiency Virus), est constitué
de plusieurs virus ayant une structure génétiquedet meécanismes moléculaires de
réplication communs mais des interactions biologgjavec leur héte qui leur sont propres
(Blacklaws et al., 1995). Les lentivirus sont a l'origine d’infemtis persistantes et
progressives, donc de maladies a évolution lerggctérisées par une longue période de

latence aboutissant a la dégénérescence de msibiganes et a la mort (Péginal,, 1998).

Le Maedi-Visna Virus appartient donc aux maladigssda virus lents, maladies ayant
les caractéristiques suivantes (Sigurdsson, 1954) :

- une incubation longue pouvant aller de quelquesraajuelques années : les
symptémes apparaissent le plus souvent sur desaarimdultes (3-4 ans),
toujours de plus de deux ans (Boucheardl., 1980), rarement avant trois ans
(Faye, 1979). Les signes cliniques apparaisseshtisfement a I'agnelage et
au cours de la lactation (Faye, 1979 ; Palssonp 1%aveyet al., 1988).
L’incubation du Visna dure entre 9 et 55 mois (Buard et al., 1980 ;
Dawson, 1980),
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- une évolution inexorable vers la mort,
- une infection limitée a une seule espéce et damngsonfinées a un seul type
d’organes ou de tissus.

Seule une proportion trés faible des individusisatitedéveloppent des symptomes
(Savey, 1988) : « I'infection est la regle, la nidaest I'exception ». Ainsi la morbidité du
MVV est de 2 a 5% du troupeau (Faye, 1979), jusG@6% dans de rares cas. La mortalité est
toujours de 100%.

1. Structure des particules lentivirales :

Comme tous les rétrovirus, le MVV est un virus dappé. Il est constitué d'un
génome viral & ARN associé a une reverse tranasgpet a des nucléoprotéines contenues
dans la capside. Cette nucléocapside est entouvée @nveloppe virale constituée de
phospholipides issus de la membrane plasmique delliale infectée et de glycoprotéines
virales de surface (SU) et transmembranaires (Td)diameétre des particules lentivirales

peut varier de 80 a 140 nm (figure n°11).

eirreloppe

MNucléoprotéine : pl4 (TNP)

gpl3530
ARN +
gpdd T
FProtéase
Protéine de tatrice :
Transcriptase pl7 (MA)

TEVETSE
Intéprzea

Capside ; p25 (CA
dUTPaze

Figure n° 11 : Structure du virus Maedi-Visna
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2. Organisation génomique du virus Maedi-Visna : (Ré&pial, 1998)

Le MVV posséde une organisation typique de leniwiffigure n°12). Il est constitué de
deux molécules d’ARN simple brin de polarité (+f@tprend trois genes de structure codant
pour l'enveloppe viraleefy ‘envelope’), la capsidegdg 'group-specific antigen’), les
enzymes viralespQl, ‘polymerase’), et trois genes accessoingf revet tat. Le nombre et le
réle de ces genes accessoires varient en fonatidentivirus considéré.

L'ARN viral est encadré par deux régions iaates (U3 et U5) jouant un réle au cours de
la réplication précoce du virus. L'extrémité 51d@d&RN viral débute par une courte séquence
dite répétée (R). L'organisation générale du génesteR-U5-gag-pol-env-U3-R, avec une
extrémité 3' coiffée et une extrémité 5' polyadéaylLa région U3 contient une séquence
promotrice et une séquence activatrice qui corestttle site d'action des produits de certains
genes transactivateurs viraux et aussi de facteutsanscription cellulaires.

Lors de la réplication, chaque molécule d'AB&tvira de matrice pour la synthése de
I'ADN proviral. L'ADN du MVV a une taille de 9,2 Kh_e génome proviral est flanqué de
régions terminales non codantes : les LTR (Longnleal Repeat) nécessaires a l'intégration
de I'ADN proviral dans I'ADN cellulaire et égalenemesponsables de la régulation de
I'expression des genes viraux. Les lentivirus dffié des autres rétrovirus par leur capacité a
réguler I'expression de leurs propres genes.

Les trois genes principauxgag pol et envdu MVV codent des précurseurs qui seront
ensuite clivés pour donner les protéines de stre@tles enzymes virales (figure n°12):

= Le genegag code pour des protéines de structure essentidies I'assemblage et le

bourgeonnement des particules virales. Il code mmtent pour un précurseur
protéique Pr5%9dont le clivage permet l'obtention des protéinesadmatrice (MA)
pl7, de la capside (CA) p25 et de la nucléoprotéii®) p14.

= Le genepol code pour les enzymes nécessaires a la répliciorus, a I'assemblage

et au bourgeonnement des particules virales. Leupséur PP9P° sera scindé en
plusieurs enzymes : la réverse transcriptase a@s@ciune activité ribonucléase H
(RNase H), l'intégrase et la protéase. Dans leduagrus Maedi Visna, il existe une
autre enzyme : la dUTPase. Ce gene est absenhdmegé&les lentivirus de primates.
= Le géneenvcode pour un large précurseur (P'§0qui est clivé par une protéase
cellulaire pour donner naissance a la glycoprotéi@esurface (SU) (gpl35) et a la
glycoprotéine transmembranaire (TM) (gp44) conatity en association avec les

protéines de la membrane cellulaire, I'enveloppaei
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Le génome comprend également des petits cadresrts de lecture situés entre les genes
pol et env et dans le géneeny codant pour différentes protéines régulatrice3at

(transactivator of transcriptionRev (regulation of expression of viral proteins) eteun
protéine accessoinf (virion infectivity factor).

Talle en kalohases

Genome du §'LTR 3'LTR
2.2 kb
Visna-Maed;
pol tat rey
[ ] .
any g Les génes
528 . _J
Y AFNm gag-pol
2 ARNs T
ARNm env
3 précurseurs l l
Yk ..
Areregues Frécuraeurs gag pis Frécuraeurs gag-pol Précurseurs env plal Protéines
ACCRSSOIres
| | | L
- . - . - . %  Tat
Protéase virale Protéase virale  Protéase cellulaire & Rev
** pi7:FProtéine de matrice * Intégrase ** 2pl3s: protéine de surface
v p25: Protéine de capside % DProtéase v gpdd protéine transmembranaire
P pld: Mucléoprotéme e Elase H

s+ dUTFasze

. .
¢ Beéverse tranzcriptase

CAPSIDES ENZYMES ENVELOPPES

Figure n°12 : Organisation génomique du virus Ma¥@ina
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3. Les protéines du Maedi-Visna et leurs roles :

* Les enzymes viralesont issues du précurseuf®r°(Pepinet al, 1998).

L'enzyme clé des rétrovirus est une ADN payease-ARN dépendante codée par le gene
pol. Elle permet la transcription de I'ARN viral en NDmonocaténaire puis bicaténaire,
formant ainsi le provirus capable de s'intégrersattans le génome de la cellule héte. Cette
protéine élimine ensuite 'ARN matrice.

La séquence génomique codant la dUTPase est lbealens le genaol. Cette enzyme,
présente chez le FIV, I'EIAV, le CAEV et le MVV auyr role de diminuer la fréquence des
mutations G-A.

Une intégrase est associée a I'ARN viral. Elle ptrncomme son nom [l'indique,
I'intégration du génome viral sous forme d'ADN béceire dans I'ADN de la cellule hote,
aprés que le provirus issu de la transcription is&velans le cytoplasme ait migré dans le
noyau.

Enfin, une protéase virale clive les précurseprotéiques Bt et Pr55% Elle est

impliquée dans la maturation des protéines viralegit en fin de cycle de réplication.

*Les_protéines réqulatriceslans le cas du MVV, on retrouve les protéihaset Rev,

qui régulent lI'expression des autres genegd/ifequi contréle la production des particules
virales infectieuses. Les ARNm codants pdat et Revsont produits précocement apres le
début de la transcription.

La protéineTat du MVV (10 kDa) est codée par un seul exon. Lesivgus sont
classés en deux groupes en fonction du mode diad¢ideur protéindat. Le premier groupe
comprend les HIV, SIV, BIV et EIAV pour lesquéelat se lie a une structure en boucle de
I'ARN appelé TAR (trans-activation response elemgl# second groupe formé par le MVV,
le CAEV et le FIV ne possede pas de séquence TARohction trans-activatrice deat qui
permet I'accumulation d'ARNm viraux s'exerceséd les sites AP-1 et AP-4 situés dans la
région U3 des LTR (Gdovin et Clements, 1992 ; Des@aal et Elder, 1999). La protéiat
du MVV est caractérisée par un faible potentietrdas-activation (Davis et Clements, 1989 ;
Villet et al, 2003). La trans-activation est une activatiorgdees opérant a distance par un

facteur diffusible, pour moduler I'expression déaeap d'autres molécules d'ADN.

La protéinerev du MVV est codée par quatre exons situés de partatre du gene
env; il est transcrit en un ARNm de 1,4 Kb. La pro&iRev (19 Kda) possede un signal

d'exportation nucléaire et facilite I'exportatioesdARNmM non épissés du noyau vers le
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cytoplasme en se fixant sur une région appelée RRE-responsive element) présente dans
le géneenvdu génome. Les virus mutamés/ sont non infectieux (Pépit al, 1998).

La protéine Vif (29 Kda) est transcrite laiss phases tardives de la réplication virale
(Audoly et al, 1992 ; Harmachet al, 1995). L'importance de Vif lors de la réplicatidu
MVV n'est pas démontrée mais cette protéine facdit I'infectiosité et la propagation du

virus dans les lymphocytes et macrophages.

*Les protéines virales de structurd,e MVV est constitué de deux protéines

d'enveloppe :
= une glycoprotéine de surface gp135 SU qui se fixdes récepteurs spécifiques de la
cellule hoéte. Elle porte les déterminants antigéesq qui seront les cibles des
anticorps neutralisants et des cellules T cytotms$gdans la réponse immunitaire
dirigée contre le virus,
= une glycoprotéine transmembranaire gp44 TM qui@pérait au processus de fusion

et de pénétration du virus dans la cellule hotedi}an et Clements, 1989).

Les glycoprotéines d'enveloppe des lentivirus @stfdnctions biologiques importantes et
contiennent les épitopes responsables a la foidndieiction d'anticorps neutralisants et de
I'interaction des virus avec le ou les récepteunfeinbranaire(s) a la surface des cellules
hétes. Il semblerait que le virus Visna-Maedi elCIREV, deux lentivirus tres proches en
termes de structure et de séquence de leur géraumragent des épitopes de nature différente
contenus au niveau de leur glycoprotéine d'envelopppective (Cheblouret al, 1996).

Les protéines de capside sont représent@zsleiMVV par p25, pl4 et p17 (Cheevets
al., 2003). La protéine de matrice (MA ou p17) espomsable de l'association du précurseur
Pr55%9 avec la membrane cellulaire. La p17 est situéeedignveloppe virale et la protéine
de capside (CA ou p25) du virus. La p25, protéirsgenre du core, est I'antigéne inducteur
d'une forte réponse anticorps utilisée dans les s dépistage. La nucléoprotéine (NP ou

pl4) est directement associée aux molécules d'ARN v
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4. Les récepteurs et cibles cellulaires du Maedi-Visna

La nature précise des récepteurs du MVV, mais aggaledu CAEV, n'est pas encore
clairement connue. Des anticorps dirigés contrepuaine de 50 kDa présente a la surface
des cellules de plexus choroide ovines empéchefeickion de ces cellules par le MVV
(Craneet al, 1991). Jollyetal. (1989) ont montré I'entrée du MVV dans les makages par
I'intermédiaire du récepteur pour le fragment Fg idemunoglobulines. L'infection des
cellules de membrane synoviale de chévre par le\CédE bloquée par la pré-incubation de
ces cellules avec la glycoprotéine de surface gp@85eut supposer que l'infection de ces
cellules met en jeu une interaction entre la gpdt3in/ou plusieurs récepteurs cellulaires
(Hullingeret al., 1993). L'équipe de Hotzel (2001) a réalisé detants du virus CAEV
exprimant des glycoprotéines de différentes soudbddaedi-Visna et montré qu'en fonction
de l'origine de la souche de Visna utilisée, litifn par ce virus recombinant n'était pas
toujours limitée a l'infection des cellules de fgetuminants. La capacité du MVV a se
répliquer dans une large gamme de cellules sugpgteaitilise soit une molécule trés
commune, soit différents récepteurs. Plus recemmiégtiipe de J.E. Clements (Bruettal.,
2000 ; Barbeet al, 2000) a identifié un récepteur cellulaire dwsiMaedi-Visna. La
premiéere étude réalisée par Brugtal (2000), a mis en évidence un complexe protéique
constitué de deux protéines majeures de 30 et 45 Beltte protéine de 30 kDa est un
protéoglycane portant un groupement GAG (chondratilfate glycosaminoglycan) associé a
la membrane cellulaire. La présence d'un inhibiteu¥addition du groupement GAG sur le
protéoglycane réduit de maniéere significative éatfon des cellules de plexus choroide par le
MVV. Une seconde étude (Barbetral, 2000) a permis d'identifier la structure dedat@ine
de 45 kDa. Il s'agit d'une sérine-thréonine kinagsente dans les cellules susceptibles d'étre
infectées par le MVV. La protéine de 45 Kda assmai€ine autre protéine de 56 Kda est mise
en évidence dans des cellules infectées et capdblesoduire de nouvelles particules virales.
Cette protéine de 56 Kda pourrait étre le subdieda sérine thréonine kinase qui aurait un

réle auxiliaire dans la réplication virale.

Les cellules cibles du virus Maedi-\4set du CAEV sont essentiellement les cellules
de la lignée monocytes / macrophages. Au débua aealadie, seuls quelques monocytes et
pro-monocytes issus de la moelle osseuse sontésfewec une réplication limitée : le virus
réside alors sous la forme d'ADN proviral. Lorslaenaturation et de la différenciation des

monocytes en macrophages, l'augmentation du nodebrécepteurs viraux et la production
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de certains facteurs cellulaires stimulent la tcapsion virale ce qui augmente la sensibilité a
l'infection (Clementset al, 1994). Mais d'autres populations cellulairesveet également
étre la cible des lentivirus. Certaines cellulessgsteme nerveux central sont infectées par le
MVV : les cellules épithéliales, les fibroblastessdplexus choroides, les astrocytes et les
oligodendrocytes. S'il est clairement établi aujdwri que la principale cible du lentivirus
ovin est bien la lignée monocytaire, il est recogne d'autres cellules peuvent également étre
infectéesin vivo, comme des lymphocytes. Le pourcentage de lympbscanfectés reste
malgré tout assez faible et la réplication viralesain de ces cellules semble non productive
(Zinck et Johnson, 1994).

5. Le cycle lentiviral :

Le cycle lentiviral a surtout été étudié dans Ie da HIV-1.In vitro, le cycle de réplication

du virus Maedi-Visha a principalement été obsewré&sllules de plexus choroide de mouton.
L'interaction entre le virion et le récepteur cllite entraine un changement de conformation
de la glycoprotéine de surface, suivi de sa coupguaéolytique et du démasquage du
domaine de fusion situé a l'extrémité amino-termairde la protéine membranaire. Apres
fixation de la glycoprotéine gpl135 sur le réceptliulaire et la fusion des lipides viraux et
cellulaires, la capside est éjectée dans le cydaptade la cellule puis dégradée, permettant la
libération de I'ARN viral. La transcriptase inverpeésente dans la capside virale va
synthétiser un brin d'’ADN complémentaire du génarimal, avec formation d'un hybride
ARN-ADN ; le brin d'’ARN sera éliminé grace a l'atie RNase H de la transcriptase réverse.
Le brin d’ADN sera dupliqué en ADN bicaténaire dém<ytoplasme. L'ADN bicaténaire
migre dans le noyau ou il s'integre a I'ADN celitdagrace a I'endonucléase virale ou
intégrase. Les lentivirus, a la différence desemunétrovirus, peuvent s'intégrer dans une
cellule qui n'est pas en division. A partir de I'M[Pproviral et a la faveur d'une activation par
des facteurs extérieurs ou physiologiques, la trgotgon débutera. Il y a d'une part formation
d’ARNmM non épissés (ARN génomique) codant pouptegtinesgag pol eteny, qui seront
encapsidés, et dautre part formation d'ARNmM épisgéd permettront la synthése des
protéines régulatrices et des protéines de streicAprés assemblage des protéines de capside
et encapsidation des deux ARNs génomiques et ddéamuotéines, les virions sont alors

libérés par bourgeonnement a la surface de laleeafifectée.
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Figure n°13 : Le cycle lentiviral

6. Propriétés biologiques :

La réplication des lentivirus a lieu uniqguement glatertains types de cellules et
contrairement aux autres rétrovirus, les lentivppesivent se développer dans des cellules en
différenciation et non nécessairement en divisidypéret al., 1990). Le MVV possede un
pouvoir de réplication intense et provoque un effgbpathogene important. L'infection par
le MVV est a l'origine d’'une importante productia’anticorps neutralisants (Pypet al.,
1990). Comme tous les lentivirus, le MVV n’est p@snagglutinant (Petursson, 1990).

In vivo, le virus peut étre isolé aprés inoculation autlsune a deux semaines dans le
systeme nerveux central, la rate, les nceuds lynuplest médiastinaux et mésentériques et les
poumons (Petursson, 1990) a des titres infectimscgeu élevés ; cette propriété est appelée
‘phénomeéne de restriction’. Seule une cellule €3rdu 1 contient le virus (Haase, 1986), il
existe ainsi une restriction de I'expression viralez les animaux infectés. Cette propriété

disparait lors de cultures cellulairiesvitro (Petursson, 1990).
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7. Propriétés physico-chimiques :

Le Maedi-Visna est un virus enveloppé ce qui luaféce une grande fragilité dans le
milieu extérieur. Sensible aux agents détergenthiatiques tels que I'éther et le chloroforme
(Palsson, 1978), le formol, I'éthanol et le phéfRuissoetal., 1980 ; Faye, 1979), le virus est
également tres sensible aux conditions de températpH : il est en effet inactivé en 10 min
a une température de 56°C et a pH de 4,2 (Pal§838, ; Petursson, 1990). Il résiste malgré
tout jusqu’a -50°C plusieurs mois (Faye, 1979 ; douet al., 1980 ; Petursson, 1990). De
méme le virus reste relativement résistant aux tBgjstance semblable aux Oncovirus
(Thormar, 1965). En raison de la fragilité et desdmsibilité physico-chimique du MVV, la

transmission du virus entre animaux ne peut doméaleser qu’apres un contact trés étroit.

B. PHYSIOPATHOGENIE GENERALE :

1. Contamination des animaux :

La contamination des agneaux a lieu essentielledeemd la période néonatale, lors de
I'absorption du colostrum puis du lait. En effet,dolostrum est tres riche en macrophages,
cellules cibles des lentivirus. La contamination é®utant plus importante a l'intérieur
méme d’un troupeau que les agneaux sont nourrexta de lait de mélange (Pypetal.,
1990). La principale porte d’entrée du virus esiad@ muqueuse gastro-intestinale. Au cours
de la lactation, le nombre de macrophages prédants|e lait diminue, cependant la machine
a traire reste une source importante de contaromaiur les adultes (Assbal., 1990). Une
seconde porte d’entrée connue est la muqueuseatsém, via le liquide broncho-alvéolaire
contenant des monocytes et macrophages infectés¢H£986). Cette voie de contamination
a éeteé le principal mode de contamination en Isldadedu confinement hivernal des animaux
(Bulgin, 1990 ; Pypeetal., 1990).

La transmission verticale a été mise en évidenawvfdn, 1980) mais semble peu
fréquente et peu efficace. La transmission sangeshérés peu fréquente en raison du faible
nombre de cellules sanguines infectées @) /ifis également par I'état de latence du virus se
trouvant dans ces cellules (Dawson, 1987).

Le systeme de conduite du troupeau joue donc enpr@pondérant dans la vitesse de
transmission du virus au sein d'un troupeau (&lagnt par lait de mélange, machine a traire,
air ambiant dans le batiment, confinement prolonyéBulgin, 1990 ; Pypeet al., 1990 ;
Wattetal., 1992).
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Une fois dans I'organisme, le virus colonise lebutes mononucléées. Il se réplique
lors de son entrée dans l'organisme puis s’étenmts daut ce dernier par voie sanguine
essentiellement (Haase, 1986). Le virus atteindides différents organes cibles (poumons,
plexus choroides, nceuds lymphatiques, rate, maateuse et reins) (Dawson, 1980).
Lorsqu'il est infecté, I'organisme va mettre engaales moyens de défense non spécifiques
(interférons, cellules natural killers, macrophggmss spécifiques suite aux interactions entre
les macrophages et les antigénes présentés paynipbocytes. Malgré tout, I'organisme

reste incapable de se débarrasser complétemeimuduMaase, 1986).

2. Phase quiescente :

Le virus possede en effet une stratégie perfecdienni permettant de persister sans
entrainer de réponse immunitaire trop importargejud signerait sa mort. Il réussit ainsi a se
multiplier lentement en envahissant progressivertierganisme et en entrainant des lésions
de plus en plus importantes. L'organisme réadinéekttion en mettant en place une réaction
immunitaire a médiation cellulaire, puis une réacta médiation humorale dans un second
temps.

La réaction immunitaire a médiation cellulaire éstpremiére a apparaitre lors
d’inoculation par voie parentérale dans un délaiavé selon la voie d’inoculation, la dose et
la souche inoculée (Adanetal., 1980 ; Larseretal., 1982 ; Sihvonert al., 1980). Un pic
est observé deux semaines post-inoculation puialetion diminue pour devenir indétectable
six semaines post-inoculation (Adarasal., 1980). Cette réaction a médiation cellulaire
réapparait dans le temps (Larsal., 1982). Ceci pourrait s'expliquer par une concarin
variable d’antigenes viraux circulants (restrictetnatence/activation ou réinfection) (Larsen
et al., 1982). Lors d’infection naturelle, la réaction nmanitaire a médiation cellulaire
n'apparait qu’au cours de la seconde année (Sinvdl84).

La réponse immunitaire a médiation humorale appatas tard que la précédente.
Elle est caractérisée par une production d’anteorpriable selon la voie d’inoculation
('inoculation parentérale induit une productioramticorps plus précoce que linoculation
intra-nasale) et la souche utilisée (Larséal., 1982).

Malgré ces deux réactions immunitaires, le virussigee et se multiplie lentement.
Pour persister, le virus a mis au point plusieurat&gies lui permettent d’échapper a la
réponse immunitaire de I'hdte et donc a sa destructLes déterminants antigéniques
reconnus par le systeme immunitaire induisent sdetgoroduction d’anticorps neutralisants

mais cette production demeure trop lente pour aksgr le virus et ce dernier peut donc
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fusionner avec les cellules avant I'arrivée suceldes anticorps neutralisants (Ziretlal.,
1987). En effet, le MVV est un virus intracelluibénéficiant de ce fait de la protection de la
cellule hote vis-a-vis des anticorps (Haase, 1986)plus la quantité d’anticorps neutralisants
réellement produite reste inférieure a celle quais@écessaire pour neutraliser la totalité des
virus (Narayaretal., 1987).

La deuxieme stratégie pour échapper au systeme hitaire est la dérive antigénique
qui résulte d'une mutation du géene codant pourglgsoprotéines de I'enveloppe (Haase,
1986), et plus particulierement pour les épitopesitralisants (Narayaret al., 1987).
Cependant, la souche virale initiale persistant'@ant pas complétement remplacée par les
nouveaux variants, ce phénomene peut étre donédéséscomme ayant peu d'importance
pour expliquer la persistance du MVV dans I'orgares contrairement au CAEV (Haase,
1986).

Le phénomene le plus important d’échappement adanse de I'organisme héte du
MVV est probablement la restriction de la réplioatvirale. Celle-ci permettrait d’éviter une
réaction trop violente de l'organisme suite a umande quantité d’antigénes présentée
(Haase, 1986)In vivo, la restriction se produit essentiellement apeedranscription de
'ARN en ADN proviral dans les monocytes (Dawso®81). Les macrophages infectés
produisent une substance activant les lymphocyteguiTproduisent un facteur semblable a
un interféron (Narayaet al., 1985). Cette substance appelée lentivirus-imanfénhibe la
maturation des monocytes en macrophages (Daws®8,;18ncketal., 1987), au cours de
laquelle I'expression du provirus augmente ; I'mition de la réplication virale est alors
indirecte. Cet interféron active les macrophageawgmentant I'expression du CMH Il a leur
surface et permet ainsi une stimulation antigénigomtinue (Pypeet al., 1990 ; Cadore,
1989). Enfin linterféron pourrait agir sur I'exgssion des genes viraux codant pour les
protéines régulatrices soit en activant des genbgiteurs, soit en inhibant des genes

activateurs de I'expression virale (Cadetal., 1988).

En agissant sur les mécanismes de mort aguprogrammeée, les virus ont développé
des stratégies pour échapper au systeme immunéafeiliter leur dissémination au cours
de l'infection (Barber, 2001). Ainsi certains \@rtetardent ou inhibent la mort de la cellule
hote, facilitant une production plus importante deions. La suppression des voies
apoptotiques cellulaires peut également entraime persistance et une latence virale.
Quelques étudeas vitro ont montré que le MVV et le CAEV pouvaient induiegpoptose des
cellules qu’ils infectent (Gendelmaet al, 1997 ; Duvalet al, 2002). L'activation des

49



caspases-3, -8 et -9 est caractéristique de lapepMVV-induite ; elle est directement
associée aux effets cytopathologiques du virus @Detval, 2002).

3. Apparition des Iésions :

Le mécanisme immunopathogénique qui conduit a #dppn des lésions lors
d’infection par le MVV est le méme quelque soitrjane cible : il s’agit d’'une hyperplasie
lymphocytaire et d’une infiltration interstitiellde cellules mononucléées. Les stimulations
répétées du systeme immunitaire par activationrduiqus ou réinfection sont a I'origine du
développement progressif de I'hyperplasie lymphdigiglgin, 1990). Dans la mamelle par
exemple, les lésions débutent par une desquanadgid@pithélium des acini puis un cedeme
inflammatoire s’installe. Les lymphocytes s’infétit alors de I'épithélium vers I'espace libre
entre cellules acineuses et tissu conjonctif. Lgédérescence cellulaire concerne alors les
cellules épithéliales de I'acinus et des canauxétgars (Perktal., 1991). Il n’existe pas de

corrélation entre sévérité des lésions et durégdepositivité (Houwers, 1988).

C. SYMPTOMES ET LESIONS DE L’'INFECTION PAR LE MVV DANEA
MAMELLE :

Comme nous l'avons décrit précédemment, lors diiide d’ovins par le MVV,
différents organes (systeme nerveux central, poumjgeuvent étre atteints. Nous nous
intéresserons plus spécifiguement ici aux Iésiangogncernent le tissu mammaire, et aux

conséquences cliniques de ces lésions.

1. Lésions macroscopiques et microscopiques :

La mamelle est le siege d'une induration homogéeeorsdaire & une mammite
interstitielle d’évolution chronique avec une fibeodes deux quartiers ((Petlal., 1991 ;
Van-Der-Molenet al., 1985). La palpation de la mamelle permet donmédére en évidence
une induration diffuse bilatérale du parenchymewfan, 1987 ; Andersoetal., 1985 ; Van-
Der-Molenetal., 1985). La forme clinique est associée a une nlargigescente : mamelle
qualifiée de « pis de bois ». A la coupe, le pangme mammaire est uniformément lisse
(perte de la granulosité) et les noeuds lymphatigétes-mammaires sont hypertrophiés (Van-
der-Molenetal., 1985 ; Van-Der-Molemtal., 1987).
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La Iésion mammaire microscopique caractéristiqueune prolifération lymphoide sous
forme de follicules lymphoides | ou Il (Georgssd®90). Ces nodules péri-canaliculaires
peuvent s’avancer dans la lumiere et ainsi étreraihe de I'oblitération partielle et d’'une
déformation des canaux galactophores. Ces folkcpleuvent aussi étre observés dans le
parenchyme. D’autre part, le parenchyme glandu&steenvahit par une population cellulaire
constituée essentiellement de lymphocytes (Cetligl., 1985 ; Cutlipet al., 1988 ; Denget
al., 1986 ; Georgsson, 1990 ; Lujat al., 1991 ; Van-Der-Moleret al., 1985 ; Van-Der-
Molen et al., 1987). A ces lymphocytes peuvent étre associédgges plasmocytes dans
I'interstitium glandulaire, rarement dans les pareti dans la lumiére des canaux ou des acini.
On peut méme parfois observer des macrophagesn(latjal., 1991). Enfin, de rares
eosinophiles et mastocytes ont été observés danfdtrit mais jamais de neutrophiles
(Georgsson, 1990).

L’épithélium canaliculaire adjacent aux nodules tpétre hyperplasique faisant alors
saillie dans la lumiéere (Cutlipt al., 1985) ; il est souvent en voie de dégénérescense
détache dans la lumiére canaliculaire (Den@l., 1986 ; Georgsson, 1990 ; Lujan al.,
1991 ; Cutlipetal., 1985). Dans les stades avances, les acini sdoigpdétruits et remplacés
par du tissu fibreux (Andersatal., 1985 ; Van-Der-Molertal., 1985).

De nombreux follicules Il sont observés égalemeartsdles nceuds lymphatiques rétro-

mammaires hypertrophiés (Van-Der-Moletral., 1985).

2. Conséquences cliniques :

La forme mammaire semble toucher 25% des animauwpasitifs (Perrinet al., 1987).
Cependant, I'induration mammaire peut atteindrejyiss 63% des brebis, généralement des
brebis de 3 a 5 ans (Anderseiral., 1985), mais les agnelles peuvent également &aiatas
dans des proportions assez élevées (Houeteat, 1988). Les éleveurs sont généralement
alertés par une faible performance des agneausddtal 1990), surtout lors de naissances
multiples (Houwerset al., 1988). Ce retard de croissance des agneaux esinkéquence
directe de la chute de production de lait des bratieintes. La chute de lait voire I'agalactie
n’est souvent remarquée qu'a la seconde mise-hdgi{B 1990).

L’hypo ou l'agalactie observée est secondaire admpression des sinus lactiféres
(Andersonet al.,, 1985) mais également a I'hyperplasie lymphocgtautour des canaux
excréteurs avec protrusion de follicules lymphoidass la lumiere et dans le parenchyme
alvéolaire. A ceci s’ajoute souvent une atrophiaelisparition du tissu alvéolaire conduisant

a une chute de production de lait (Van-Der-Mad¢al., 1985). La quantité de lait extraite des

51



trayons est tres faible voire nulle (Andersenal., 1985), mais l'aspect du lait ou du
colostrum reste normal (Lerondedeal., 1989).
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Il. TREMBLANTE ET MAEDI : LA QUESTION DU PRION DANS LAMAMELLE
DES BREBIS

Une des grandes questions concernant l'infectigsigsible de tissus ou sécrétions
d’ovins en incubation de tremblante est celle dpré&sence ou non de prion dans le lait et le
colostrum des brebis (tableau n°2). Parce quenesstigations menées depuis les années
1960 n'ont pas permis de mettre en évidence I'agest ESST dans le lait des ruminants
atteints, ce produit a toujours été considéré comsain » (Pattison et Millson, 1961 ;
Hadlow et al, 1982). En effet, les tentatives d’inoculatioréahiantillons de lait ou de
colostrum a des souris conventionnelles, tout corfimaculation intra-cérébrale de caprins
avec du lait provenant de chévres en phase cliniguéremblante, n’ont jusque la jamais

permis de transmettre la maladie.

Excrétion Résultat nombre +/
s)écrétlion' Origine Détection nombre ov ou cp Référence
espéce| phase clinigue| espece voie
feces ovin - souris IC 0/8 Hadlow 1982
ovin ? souris IC 0/4 Hourrigan 1980
caprin + souris IC 0/3 Hadlow 1980
caprin + caprin IC 0/1 Pattison 1961
caprin + caprin VO 0/? Pattison 1964
salive ovin + souris IC 0/9 Hadlow 1982
ovin ? souris IC 0/1 Hourrigan 1990
caprin + caprin IC 0/? Pattison 1961
caprin + caprin VO 0/4 Pattison 1964
urine ovin ? souris IC 0/3 Hourrigan 1990
caprin + souris IC 0/3 Hadlow 1980
caprin + caprin IC 0/1 Pattison 1961
caprin + caprin IC 0/14 Patisson 1962
liquide amniotigue | ovin ? souris IC 1/1 Hourrigan 1990
colostrum ovin - souris IC 0/1 Hadlow 1982
ovin ? souris IC 0/3 Hourrigan 1990
lait ovin ? souris IC 0/6 Hourrigan 1990
caprin + souris IC 0/3 Hadlow 1980
caprin + caprin IC 0/1 Pattison 1961
sperme ovin ? souris IC 0/21 Hourrigan 1990

Tableau n°2 : Données relatives a l'infectiosité décrétions et excrétions ovines dans la

littérature (source Schelcher et al., 2002a).

Le débat quant a la présence de protéine prion ldamamelle et donc l'infectiosité
du lait a été relancé récemment suite a la pubdicade Ligioset al (2005) dandNature
Medicine Dans cette étude, de la PrPSc a été mise ennéeidians le tissu mammaire de

quatre brebis atteintes de tremblante. Les déepétPréPSc étaient associés aux follicules
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lymphoides ectopiques qui se développent dans haetha en réponse a l'infection par le
virus Maedi-Visna, comme nous l'avons évoqué denshlpitre précédent. Le MVV et les
lentivirus des petits ruminants sont endémiquess dguasiment tous les pays d’Europe
(Peterhangt al, 2004). Les données obtenues dans cette étudersmg donc que l'infection
par le MVV pourrait accroitre la dissémination diop dans I'organisme des ovins atteints
de tremblante et, en particulier, favoriser I'acclamtion de PrPSc dans la mamelle. De méme,
les dépdbts de protéine prion dans les cellules @D follicules lymphoides ectopiques
mammaires, associés au passage accru de macroplaageses secrétions lactées lors de
mammite chronique liée au MVV, posent sérieusenmuestion de la présence de prion

dans le lait des brebis co-infectées tremblantedilae

Les objectifs de notre travail de thése présemtgnicdonc été de :

- Vérifier, sur un grand nombre d’animaux (n=160)ptasence ou I'absence de
protéine prion anormale dans le tissu mammaire debid mortes de
tremblante entre 2003 et 2006, issues du troupepérimental Langlade de
I'INRA, en incluant dans I'étude des brebis de élifints génotypes PRP,

- confirmer I'association présence de PrPSc dansdmetie / infection par le
virus Maedi-Visna, puisque ce virus circule avee intidence élevée dans ce

troupeau d’ovins,

- caractériser la localisation des dépb6ts de PrP3s da tissu mammaire
(follicules lymphoides ectopiques, épithélium desnia des mammaires,
cellules inflammatoires libres dans les canauxajagshoriques ?).

Ce travail s’inscrivait dans le cadre d’'un projéisplarge (projet européen ‘BSE in
Sheep’ coordonné par O. Andréoletti) visant a regdier la présence possible de protéine
prion anormale et d’infectiosité dans les fractiales lait et de colostrum de brebis en

incubation ou mortes de tremblante au moyen deegsais sur souris transgéniques.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE
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l. MATERIEL ET METHODES :
A. SELECTION DES CAS DE L’ETUDE :

Les animaux sélectionnés pour cette étude rétragpamrrespondent a des brebis issues du
troupeau du domaine INRA de Langlade (31450 Pompat). Il est composé d’environ 700
ovins de race Romanov et de quelques autres o@nsak Lacaune ou Texel ; une forte
incidence annuelle de tremblante (de I'ordre de 38&it depuis 1993 dans ce troupeau
(Elsenet al., 1999). Depuis 1997, le polymorphisme du gerfe aux codons 136 (A/V), 154
(R/H) et 171(R/Q/H) est déterminé pour tous lesis\du troupeau a I'dge de deux mois par
une technique SNP-MGB (single-nucleotide polymasphiminor groove binding) par le
laboratoire Labogena (Van Pouaddel., 2005).
Un total de 175 brebis ont été inclues dans I'étude
- 143 brebis de génotypes considérés comme sensibleBés sensibles a la
tremblante (ARR-VRQ, ARQ-ARQ, ARQ-VRQ et VRQ-VRQ)nortes de
tremblante au cours de la période 2003-2006. Léiravation du statut positif ou
négatif pour la maladie a été effectuée sur lectroérébral par une méthode
histologique conventionnelle en hémalun-éosine hgezhe de vacuoles intra-
neuronales et/ou neuropilaires, caractéristiquesadmaladie) ou par méthode
immunohistochimique (anticorps 8G8) (cf infra),
- 32 brebis de génotype considéré comme résistantrarhblante classique (ARR-
ARR), mortes des suites d'une maladie intercurregtteonfirmées négatives dans
le systéme nerveux central et le systeme lymphoi@méthode

immunohistochimique), servant de témoins négatis fiétude.

A l'autopsie, pour chacune des brebis, le systereevenx central, différents organes
lymphoides (rate, nceuds lymphatiques iléal et ppidaire) ont été préleves, ainsi qu’un
fragment de parenchyme mammaire et le nceud lyntpleathammaire. Ces échantillons ont
éte divisés en deux parties égales :

- la premiére a été fixée immédiatement dans undigolde formol & 10%, en vue
d’analyse histologique conventionnelle et de redherde la PrPSc par méthode
immunohistochimique,

- la seconde a été congelée a —20°C pour permettrelétection de la PrPSc par

méthodes ELISA et Western Blot ultérieures.
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B. TECHNIQUES HISTOLOGIQUES :

Les prélevements récoltés lors de I'autopsie, totissu mammaire, ont été fixés pendant
au moins 48 heures dans la solution de formol a 40&nt d’étre déshydratés et inclus en

paraffine.

1. Technique histologique conventionnelle :

Les sections de tissu mammaire, de 2-5 um d’épaisset été réalisées a I'aide d’'un
microtome (Leica) et récupérées sur des lames s, puis séchées et colorées selon une
méthode conventionnelle de coloration a I'hémalosi#e. La lecture de ces lames a permis
notamment la recherche de follicules lymphoidesgnts au sein du tissu mammaire, ainsi
gu’'une appréciation globale du parenchyme (degrévolution mammaire, parenchyme en

lactation...).

2. Technigue immunohistochimique :

Des sections de parenchyme mammaire de 2-5 pmist@&pa ont été obtenues a
partir des blocs de paraffine et recueillies sus Benes prétraitées (lames Superfrost Plus,
Labonord). Ces lames ont été incubées pendantwiha 66°C avant d’étre déparaffinées et
réhydratées (deux bains successifs de toluene deifites, un bain d’acétone de 5 min et
rincage a I'eau courante).

Ces lames ont ensuite été immergées dans un ke’ formique a 98% pendant 30
minutes puis chauffées a 121°C pendant 15 minutes pression (2.1 bars) immergées en
tampon citrate (pH=6.1-6.2), dans une cocotte-minutes deux étapes permettant le
démasquage antigénique de la PrPSc.

La détection de la PrPSc par méthode immunuhigtdge a ensuite été réalisée selon le
protocole suivant, a I'aide d’un automate a immusimichimie (DAKO Autostainer) :
- inhibition des peroxydases endogénes : immersiegnlalmes pendant 5 minutes
dans une solution de méthanol contenant 0.3% (wl&vperoxyde d’hydrogene
(solution S2023 préte a I'emploi, DAKO),

- ringage 5 minutes a I'eau courante,

- blocage des sites antigéniques non spécifiquesibation de 10 minutes avec du

sérum normal de chevre a 20% dans du PBS,
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3.

incubation avec l'anticorps primaire 8G8 (anticorqpsnoclonal produit chez la
souris ; 1gG2a, dirigée contre I'épitope 95-108ladrP recombinante humaine)
dilué au 1/4008™ pendant 25 minutes,

rincage des lames (tampon PBS-lait 0.5% Tween 20),

incubation avec un anticorps secondaire biotinylérigél contre les
immunoglobulines de souris, dilué au 9/10dans du sérum normal de mouton,
pendant 15 minutes (kit K5001, DAKO),

rincage des lames (tampon PBS-lait 0.5% Tween 20),

incubation avec un complexe streptavidine-peroxgda&kP (solution préte a
I'emploi, kit K5001, DAKO), pendant 15 minutes,

rincage des lames (tampon PBS-lait 0.5% Tween 20),

incubation avec la solution de DAB (kit K5001, DAK@endant 5 minutes,
ringcage des lames a I'eau courante,

contre-coloration des lames par une solution d’liérydine de Mayer pendant 2
minutes,

rincages des lames a I'eau courante et rehydratpticc montage des lamelles.

PET-Blot (Paraffin Embedded Tissue Blot) :

Afin de caractériser la nature PK (protéinase K3istante de la PrPSc, ainsi que sa

localisation dans le parenchyme mammaire, desstigesitifs et négatifs apres IHC et inclus

en paraffine ont été soumis a une technique de BIBT (Schulz-Schaeffeet al, 2000 ;
Andréolettiet al, 2004).

C. DETECTION DE LA PrPSc PAR METHODES BIOCHIMIQUES :

Les échantillons conservés a -20°C en vue de lactiéh de PrPSc par méthodes

biochimiques sont d’abord aliquotés a raison deniy5/- 10% de tissus dans des tubes

grinding contenant 1.4 ml de glucose a 5% (Biorat)oroyés a l'aide d'un ribolyseur

(Precess 48, Biorad) (quatre cycles de 45s de bejyafin d’obtenir des homogénats

tissulaires a 10%. Les méthodes biochimiques (EL&SAVestern Blot) sont alors réalisées

sur ces homogénats de tissu.
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1. Méthode ELISA :

L’ELISA de détection de la PrPSc est realisé aeetest TeSEe Sheep and Goat Biorad
selon les recommandations du fabricant. Brieven2s@, uL d’homogénat de tissu a 10%
sont incubés pendant 10 minutes a 37°C dans 256Lacthpon A’ additionné de 2 pL/mL
de protéinase K. Les tubes sont homogénéisés paers=ment apres ajout de 250 pL de
tampon B et centrifugés pendant 7 minutes a 20,@00YC. Le surnageant est éliminé et les
culots obtenus sont incubés pendant 5 minutes aC1(®ar la suite, 125 pL de tampon R6
sont rajoutés aux culots protéiques ainsi obtenusd@ pL d’échantillon sont déposés en
plague ELISA (R1) et incubés 1h30min a 37°C. A@Bdavages, les plaques sont incubées
avec 100pL d'anticorps secondaire R7 dilué au®Pifendant 1 heure & 4°C. Les puits sont
alors lavés 5 fois puis incubés avec 100uL de chgame (solution R8/R9 avec dilution au
1/12°™ du R9) pendant 30 minutes a température ambidriel'ebscurité. La réaction est
stoppée par ajout de 100 pL par puits de solutimp &t lues au moyen d’'un lecteur de

plaque (longueur d’onde 450 nm).
2. Méthode Western-Blot :

Afin de vérifier le profil électrophorétique de FaPSc contenue dans les échantillons
positifs en ELISA et/ou IHC, ces mémes échantillsost analysés en Western Blot (TeSEe
Western Blot, Biorad) selon les recommandations faloricant. Brievement, 200 pL
d’homogénat tissulaire sont incubés dans 200 pltagdepon A additionné de 6 pL de
protéinase K / ml pendant 10 minutes a 37°C. Apmeésbation, 200 uL de tampon B sont
ajoutés puis les échantillons sont centrifugés aehd5 minutes a 15,000g a 4°C. Le
surnageant est éliminé et les culots sont soldsiles 100°C pendant 5 minutes dans 100 pL
de solution de Laemmli complétée avec 5% (v/vBduercaptoéthanol et 2% (w/v) de SDS
(sodium dodécyl sulfate). Les échantillons sontrsaloentrifugés a nouveau pendant 15
minutes a 15,000g a 4°C. Les surnageants obtemisisauffés a 100°C pendant 5 minutes
avant électrophorese.

La séparation électrophorétique est réalisée sugdks acrylamide SDS-PAGE (home made)
a 15% (resolving gel) et 4% (stacking gel) pend&himinutes a 80V et 1h30 a 120V. Les
protéines sont ensuite transférées sur membraneFRVD15V pendant 60 minutes. Apres
transfert, les membranes sont successivement @seradpgns des bains de PBS, éthanol 100%

et eau distillée puis saturées pendant 30 minutex aine solution de blocage. Les
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membranes sont alors incubées pendant 30 minutg@érature ambiante avec I'anticorps
Sha 31 (4 pg/mL en PBS-Tween) dirigé contre la eégel YEDRYYRE (148-155) de la
séquence PrP (Féraudstal, 2005) et couplé a la peroxydase. Apres deux Evag PBS-
Tween, les membranes sont réveélées par une réatténiluminescente (ECL+, Amersham)
et visualisées avec un systeme d’analyse d’'imagsista par ordinateur (Chemidoc XRS,
Biorad).

D. VERIFICATION DU STATUT MAEDI-VISNA PAR PCR:

Afin de vérifier pour chaque brebis, le statut partou non porteur du virus Maedi-Visna,
une PCR a été réalisée a partir des homogénatssile hammaire a 10%. L’extraction
d’ADN génomique est effectuée sur 100 uL d’homogénavant le protocole DNEasy Tissue
and Blood Kit (Qiagen), avec les amorces spécique ce virus décrites par Sonigo et al.
(1985) :

- Primer Forward : 5'- CCACGTTGGGCGCCAGCTGCGAGA-3’

- Primer Reverse : 5-TGACACAGCAAATGTAACCGCAAG-3
La PCR a été effectuée selon le protocole suiv@BC pendant 5 minutes, suivies de 40
cycles de PCR (30s a 95°C, 30s a 58°C, 30s a f2fi€)72°C pendant 7 minutes.
Dans chaque série de PCR ont été inclus un conpséif (correspondant a un plasmide
vérifié par séquencage dans lequel a été clongégiaence d’'intérét du virus Maedi-Visna) et
un contréle négatif (brebis non porteuse du virus).
Les produits de PCR (291 paires de bases) ont igsnen gels d’agarose a 2% dans du
TAE. Les échantillons positifs ont alors été idi@si sur la base de la taille du produit de

PCR par rapport au contréle positif (plasmide).

60



Il RESULTATS :
A. STATUT DES BREBIS VIS-A-VIS DE LA TREMBLANTE :

Le tableau n°3 résume les résultats obtenus paigtiction de PrPSc dans les différents
organes examinés pour les 175 brebis inclusesl@dnde.
Les brebis de génotype ARR-ARR (considérées con@sistantes vis-a-vis de la tremblante
classique) (n=32) sont négatives en IHC et en ELd8As 'ensemble des organes soumis aux
analyses (systéeme nerveux central, systeme lymiitwedre et parenchyme mammaire),
confirmant I'absence de développement d’'une malagieon chez ces animaux, qui ont servi
de contrble négatif dans cette étude.

Pour les brebis des quatre autres génotypes et(MiQ-VRQ, ARQ-VRQ, ARQ-

ARQ et ARR-VRQ), une accumulation de PrPSc a étéctie dans le systeme nerveux
central par IHC (figure n°14) et ELISA, confirmdetdéveloppement de la tremblante chez
ces animaux. La plupart de ces brebis présentdiaitieurs des signes cliniques évidents de
tremblante lors de leur euthanasie et pour la nt@jdrentre elles, des lésions caractéristiques
de spongiose neuronale et neuropilaire ont étérefmse en histologie classique dans leur
systéme nerveux central (figure n°15). Ces |ésem# classiquement retrouvées en phase

terminale de la maladie chez les individus atteints

Figure n°14 : Détection de la PrPSc dans le systasrgeux central de brebis atteinte de

tremblante par immunohistochimie (anticorps 8G&gtation DAB, x400).
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Génotype Nombre PrPSc PrPSc dans PrPSc Follicules PrPSc
de dans lamygdale, la dansla Ilymphoides dans les
brebis I'obex rate etles NL mamelle ectopiques canaux
pré-scapulaire dans la lactiferes
et mammaire mamelle
Positif n=45 n=27
_ . . n=45
VRQ-VRQ n=110 Positif Positif Négatif =0 n=0
n=65
Positif n=2 n=1
_ .. .. n=2
ARQ-VRQ n=11 Positif Positif Négatif n=0 n=0
n=9
Positif n=3 n=1
" n=3
Positif n=6 L B B
ARQ-ARQ  n=13 Positf Nﬁgg"f n=0 n=0
Négatif n=7 Négatif n=3 n=0
n=7
ARR-VRQ n=9 Positif Neégatif Négatif n=3 n=0
ARR-ARR n=32 Négatif Négatif Négatif n=16 n=0

Tableau n°3 : PrPSc dans le systéeme nerveux cetaraystéme lymphoréticulaire, la

mamelle et la lumiére des canaux lactiféres deibrelturellement atteintes de tremblante et

de différents génotypes aux codons 136, 154 etd gene PRP.
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B. STATUT DES BREBIS VIS-A-VIS DU VIRUS MAEDI-VISNA :

Le tissu mammaire de I'ensemble des brebis incldses I'étude a été soumis a une
recherche de virus Maedi-Visna par PCR. Toutesbtebis se sont révélées porteuses du
virus puisque nous avons observé une bande casticiée a 291 paires de bases pour tous
les échantillons analysés en PCR, a I'exceptiorcdetéles négatifs inclus dans chaque série
de PCR (figure n°16). Ce résultat n'est pas sugrempuisque le virus Maedi-Visna est
endémique dans ce troupeau depuis plus de 10 sér®logies positives réalisées sur
plusieurs brebis préalablement a cette étude,reésue réguliere de cas cliniques de formes
pulmonaires de Maedi (pneumonies interstitielleagitocytaires avec forte hyperplasie des
formations lymphoides associées aux bronches ouTBABEtonchiolar Associated Lymphoid

Tissue).

Figure n°16 : PCR Maedi-Visna positives sur 32 lsate I'étude (produit de PCR a 291 bp,

migration en gel d’agarose 2% en TAE, révélatiorBidlamure d’Ethidium aux UV).
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Cette infection par le virus Maedi-Visna se tradlahs notre échantillon par la présence
de follicules lymphoides ectopiques dans le tissimmaire chez 72 brebis (soit 41% des
animaux), tous génotypes confondus (figure n°17s @ammites chroniques lympho-

prolifératives sont classiques lors d’infectionb-gliniques des brebis par ce virus.

C. DETECTION DE LA PrPSc DANS LA MAMELLE :

La PrPSc a été détectée par IHC et/ou ELISA datisda mammaire de 50 brebis (soit
environ 28%) de notre étude (tableau n°3 et fiqutkE7). La positivité du tissu mammaire
n'est cependant observée que chez des brebis :

- hébergeant des follicules lymphoides ectopiques laparenchyme mammaire,

- et montrant une accumulation de PrPSc dans le mgstympho-réticulaire
(accumulation de protéine prion pathogéne danatég les amygdales et les noeuds
lymphatiques).

En effet, les 50 brebis de génotype hypersensiB®WRQ ayant des follicules lymphoides
ectopigues mammaires accumulent de la PrPSc danarteelle, tout comme deux brebis de
génotype ARQ-VRQ et trois de génotype ARQ-ARQ @ahin°3).

- . .hb‘« . -
Jiety T R e

"3 - I..-“r » ‘_ - e A.-'-.
B R T e iR, R >
.,..‘ .’#' s, ] £ - &l - -.m'
- ‘: y R AR ’ t i < - »

fonel t s v ) Cuy -k

Figure n°17 : PrPSc dans les follicules lymphoidewpiques mammaires détectée par IHC
(anticorps 8G8, révélation DAB, x200).
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Chez les brebis de génotype ARQ-ARQ et ARR-VRQ ti¢gs en PrPSc dans le
systéme lympho-réticulaire, on n'observe aucunei@actation de PrPSc dans la mamelle et
ce, malgré la présence possible de follicules lyoiighds ectopiques (cas de trois brebis ARQ-
ARQ et de trois brebis ARR-VRQ) (tableau n°3).

Il semble donc que la présence de PrPSc dansslertiammaire soit dépendante a la
fois de la présence des follicules lymphoides eqgt@gs mammaires (et donc de Iésions de
mammite chronique liée a l'infection par le virusaédli), mais également de I'accumulation
dans les organes lymphoides par la protéine prathogéene. Les follicules ectopiques
observés dans le tissu mammaire se comportera@m cdomme de véritables formations
lymphoides, tels que les organes lymphoides degdiisme, et pourraient a ce titre

accumuler et éventuellement répliquer la proténeanp

Un double marquage protéine prion/marqueurs deaseirtellulaire (CD3 pour les
lymphocytes T, BLA-36 pour les lymphocytes B et M&/CD68 pour les cellules
phagocytaires) réalisé en IHC a permis de monuerlgs cellules hébergeant la PrPSc dans
les follicules lymphoides ectopiques sont de phgreotCD68 positif, ce qui suggére que ces
cellules sont de type phagocytaires (phénotype apmprend a la fois des cellules
macrophagiques et des cellules dendritiques) @gutl8 ; données relatives aux doubles

marquages PrPSc/CD3 et PrPSc/BLA-36 non présentées)
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Figure n°18 : Double marquage IHC des cellules RrP8sitives (sérum polyclonal R521 —
dépobts noirs) dans les follicules lymphoides eqiogs mammaires démontrant le phénotype
CD68+ (clone Ki-M6, dépbts rouges) de ces cell@tégélation AEC-NBT/BCIP, x400).
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Dans les mamelles PrPSc positives, I'accumulatien RtP anormale survient
majoritairement au sein des follicules lymphoidesogiques et donc des cellules CD68
positives. Cependant, dans la moitié des cas (napfau n°3), des cellules PrPSc positives
ou des granules libres de PrPSc ont été observsslaldumiere des canaux lactiféres (figure
n°19), suggérant ainsi un passage possible deotaipe prion anormale dans la lumiére des
canaux lactiferes et donc dans le lait ou le colostde brebis atteintes de tremblante. Cette
observation a été faite pour des brebis de génd#p@-VRQ, ARQ-VRQ et ARQ-ARQ

suggérant que ce passage potentiel de PrPSc daseclétions lactées n’est pas restreint a un
seul génotype.
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Figure n°19 : Cellules PrPSc positives et granudesPrPSc libres dans la lumiére des

canaux lactiféres (IHC, anticorps 8G8, réveélatioAB), x400).

La nature PK (protéinase K)-résistante de la pmetgrion anormale au sein des
follicules lymphoides ectopiques mammaires ou dessanaux lactiferes a été confirmée par
PET-Blot sur les coupes en paraffine des mametisgipes en IHC (coupes successives d’'un
méme bloc soumises aux deux techniques, IHC etBl&(afin d'obtenir des sections quasi-
identiques du tissu pour comparaison) (figure n°20)
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Figure n°20 : IHC (image de gauche, anticorps 8&®¢lation DAB, x200) et PET-Blot

(image de droite, anticorps Sha-31, dépbts noirslB&/BCIP, x200) sur deux coupes
successives de mamelle confirmant que le matérgarge dans les follicules lymphoides

ectopiques et la lumiére des canaux lactiferepegtinase K-résistant.

Enfin, la nature de la souche de prion s’accumudant le tissu mammaire des brebis
a été contrblée par Western Blot sur des homogéna®8o de ce tissu. Les résultats obtenus
ont permis d’obtenir un profil WB caractéristique teois bandes de la PrPSc correspondant
respectivement aux formes bi-, mono- et non-glylgesy de la PrP, avec cette derniére
migrant a 21kDa, et une bande bi-glycosylée majoeten terme d’intensité de signal (figure
n°21). Ce profil électrophorétique est identiqueeaui observé dans le systéeme nerveux
central des brebis de notre étude et correspoiisbéat Langlade 21K Slow, qui circule dans

le troupeau expérimental de 'INRA Langlade demliss d’'une décennie.
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Figure n°21 : Western Blot sur deux échantillonsytemelle positive en IHC et ELISA
(Pistel : PrPc, Pistes 2 et 7 : Témoin Langlade SM®rebis naturellement contaminées,
Pistes 3 et 8 : marqueur de poids moléculaire,d2igt et 5 : deux échantillons de mamelle

positive, Piste 6 : contrble négatif) (anticorpsaS3i, réveélation ECL).

68



Il. DISCUSSION :
A. PRESENCE DE LA PROTEINE PRION ANORMALE (PrPSc) DANE TISSU
MAMMAIRE :

Notre étude permet de confirmer la présence deddass le tissu mammaire de brebis
atteintes de tremblante, sur un effectif d’animéangement supérieur a celui décrit par les
travaux précédents dans ce domaine (Ligibal, 2005). Nous avons donc mis en évidence
'accumulation de protéine prion anormale au sais fbllicules lymphoides ectopiques que
'on peut observer dans la mamelle. Ce phénoméest rpas restreint a quelques cas
particuliers puisque 50 brebis sur les 143 bretimraes (soit environ 35%) de tremblante
dans notre échantillon sont positives en PrPSc lggoasrenchyme mammaire.

La PrPSc s’accumule dans des cellules CD68 pesitiqui correspondent a des
cellules de la lignée phagocytaire (monocytes /roptages et cellules dendritiques). Ainsi,
dans les follicules lymphoides ectopiques du tisemmaire, I'accumulation de protéine
prion anormale semble identique a celle que I'oat mserver dans n’'importe quel organe
lymphoide, ou la encore ce sont principalementaddisiles CD68 + qui accumulent de la
PrPSc (Andréolettiet al, 2000). Nous avons également mis en évidence, par
immunohistochimie et PET-Blot, la présence de PrB&ts des cellules CD68 + et sous
forme de granules libres dans la lumiere des cagalactophoriques (n=27 brebis sur les 45
ayant une mamelle positive). Cette observation embse pas cantonnée aux brebis de
génotype hypersensible (VRQ-VRQ) puisque ce matositif au sein méme des canaux
galactophoriques est retrouvé chez deux brebisédetgpes respectifs ARQ-VRQ et ARQ-
ARQ. Cette donnée, nouvelle puisque non décrites ke travaux précédents (Ligies al,
2005), représente certainement le résultat le iphportant de notre étude étant donné qu'il
conforte I'hypothése d’'un passage possible de d&epre prion dans les sécrétions lactées
(colostrum et lait) chez des animaux porteurs deéSErdans leur tissu mammaire. |l
semblerait que des cellules PrPSc positives ddéisuigls lymphoides ectopiques pourraient
migrer au travers de I'épithélium des canaux galgwbriques et étre éliminées dans les
sécretions.

Dans notre étude, la détection de la protéinenpaisormale dans la mamelle a été
réalisée au moyen de deux techniques : une tedhiiptiologique (immunohistochimie), et
une technique biochimique (ELISA), afin de maximises chances de détection de la
protéine prion. Les résultats finaux exprimés dartableau n°3 rendent compte des animaux

positifs par une méthode ou l'autre, ou bien pa deux techniques. Dans un nombre
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relativement restreint de cas, les résultats ELEBAHC étaient parfois discordants, avec
principalement des résultats IHC positifs assoaiéa ELISA négatif. Cette discordance peut
aisément s’expliquer par le fait que I'immunohdtionie permet souvent de détecter des
quantités minimes de PrPSc (souvent uniguementjgeglcellules positives), dans le cas par
exemple ou le nombre de follicules ectopiques datissu mammaire est trés faible avec une
charge en PrPSc également tres faible. L’ELISAiséadur ces cas la peut s’avérer négatif
étant donné que I'on ne travaille que sur quelguégrammes de tissu et que quelques

cellules positives peuvent passer inapercues avéestibiochimique.

B. ROLE DE LA CO-INFECTION PRION / VIRUS MAEDI-VISNA :

Dans notre étude ainsi que dans celle de Ligibal. (2005), nous avons également
montré que la présence de PrPSc dans la mamellbrdbs atteintes de tremblante était
conditionnée par deux aspects :

- 'envahissement du systeme lympho-réticulainggpnce de PrPSc dans les nceuds
lymphatiques, 'amygdale, la rate...),

- la présence de follicules lymphoides ectopiquesein méme du tissu mammaire.

L'observation de follicules lymphoides dans le ggmhyme mammaire semble
étroitement liée a l'infection des animaux par leuy Maedi-Visna. En effet, ce lentivirus
ovin est généralement a I'origine d’une infecti@rgistante sans signes cliniques associés. I
peut entrainer, chez une fraction des individusedt#fs, des modifications lympho-
prolifératives incluant une infiltration lymphocyta interstitielle diffuse et/ou des
agrégations « folliculaires » péri-canalaires d#émgissu mammaire. Chez ces brebis, la
maladie ne s’exprime que sous une forme sub-cl@iguec sécrétion de lait et de colostrum
d’aspect macroscopique normal (Andersoal, 1985 ; Van-Der-Moleet al, 1985).

Notre étude a été réalisée dans un troupeau égugllla circulation du MVV est
importante : 100% des brebis incluses dans notrargition sont d’ailleurs porteuses du virus
(PCR positives dans le tissu mammaire pour I'enserdbs animaux testés). Ce lentivirus
non oncogene est d’ailleurs largement répandu thmmopulation ovine et sa prévalence
réelle est ainsi difficile a quantifier. Dans plkugis pays européens, il a été rapporté que plus

de 70% des troupeaux pouvaient étre infectes.
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Le MVV n'est pas le seul agent pathogéne pouvadiuire des modifications
lésionnelles du parenchyme mammaire. En effetjnfections bactériennes telles que les
mycoplasmoses (principalemeliycoplasma agalactiaehez les petits ruminants) peuvent
eégalement étre a l'origine d'infiltrations lymphdaies interstitielles mammaires et
pourraient, a ce titre, favoriser I'accumulation peotéine prion anormale dans le tissu
mammaire de brebis atteintes simultanément de teartgbet de mycoplasmose. Cependant,
il semble que la formation de follicules lymphoideganisés, avec présence de cellules
lymphocytaires et de cellules CD68 positives, né gas fréquente lors d’infection
mycoplasmique des petits ruminants. Celle-ci sé@dimit plus a une infiltration cellulaire de
type lymphocytaire diffuse dans le parenchyme. Aifisnpact des Mycoplasmes sur
'accumulation de PrPSc dans le tissu mammairebdelsis serait largement plus limité que
celui du MVV.

De méme, les mammites cliniques et sub-cliniqu&asigine bactérienne sont
extrémement fréquentes dans les populations deisbieliieres et peuvent impacter
considérablement sur la composition cellulaire alsécrétion lactée (De Graves et Fetrow,
1993). L'inflammation générée dans le parenchymmmaire par les infections bactériennes
augmente l'afflux sanguin (congestion, hémorragiass les phases précoces de la réaction
inflammatoire) vers cet organe et permet l'afflug dellules inflammatoires vers le site
lésionnel. Un passage accru du prion dans la mamekventuellement dans le lait pourrait
ainsi étre favorisé, soit a partir du sang (l'iifesité du sang dans les maladies a prions a
récemment été mise en évidence) (Hurgeral, 2002), soit au travers des cellules
inflammatoires recrutées. Ainsi I'impact de ces matas bactériennes, y compris celles
d’origine mycoplasmique, sur le passage éventugbrd&ine prion dans le lait mériterait

d'étre évalué.

C. IMPORTANCE DE LA GENETIQUE DANS LA DISSEMINATION DWPRION
DANS LE TISSU MAMMAIRE :

Comme cela a été décrit précédemment, chez cest@n@/13) brebis de génotype ARQ-
ARQ (Ligioset al, 2006) et chez I'ensemble des brebis ARR-VRQ Jrdednotre étude (van
Keulenet al, 1996 ; Andréolettiet al, 2002), nous n'avons pas détecté de PrPSc dans le
systeme lympho-réticulaire en dépit d’'une accunmatypique de protéine prion anormale

dans le systéme nerveux central. Chez ces brebiss n'avons également pas mis en
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évidence de PrPSc dans la mamelle, méme lorsqudoliesiles lymphoides ectopiques
étaient présents.

Cette observation renforce l'idée que la sélecgiénétique d’animaux portant I'alléle
ARR permet de limiter la diffusion de la protéingop pathogéne dans I'organisme puisqu'’il
ne semble pas y avoir d’envahissement lymphoide dseanimaux de génotype ARR-XXX
y compris lorsqu’ils sont en incubation de trembdaiChez ces animaux, il semble également
gu’il n’y ait aucune accumulation de PrPSc danmémelle, y compris dans les cas ou des
follicules lymphoides ectopiques existent. lls sgradonc moins a méme d’excréter de la
protéine prion dans leurs sécrétions lactées spassage entre la mamelle et le lait est
possible.

En raison du nombre restreint d’'animaux de géreRBR-VRQ et ARQ-ARQ dans
notre étude, il serait toutefois important de conéir ces observations sur un plus large
échantillon, puisque environ 5% des ovins ARR-VR&uanulent de la PrPSc dans leurs
organes lymphoides (van Keulenal, 1996 ; Andreolettet al, 2002).

D. INFECTIOSITE DU LAIT ET DU COLOSTRUM :

Notre étude, tout comme celle publiée précédemitiégibs et al, 2005), ont permis de
mettre en évidence de la protéine prion pathogans & tissu mammaire des brebis atteintes
de tremblante. Toutefois, la question de I'infesiti® ou non du lait et du colostrum est restée
en suspens. Comme nous l'avons évoqué dans laésgntiibliographique, les travaux menés
dans ce domaine n’ont jamais permis de démonirdettiosité du lait (Pattison et Millson,
1961 ; Hadlowet al, 1982) et ont conclu que cette sécrétion poldtait considérée comme
non infectieuse en termes de prion.

Depuis que nous avons entrepris ce travail, leeerehes dans ce domaine se sont
poursuivies. En 2008, une équipe anglaise s'eétaasée a la transmission de la tremblante
via le lait en nourrissant des agneaux nés de brelies avec du lait issu de brebis en
incubation ou en phase terminale de tremblante ¢gKbat al, 2008). Cette étude a été la
premiere a évoquer une transmission possible derablante entre animawsia le lait. Le
lait de 12 brebis provenant d’'un élevage avec wree fincidence de tremblante a été
administré a 18 agneaux de génotype hypersensti@Q{VRQ) originaires de Nouvelle-
Zélande (considérés comme indemnes d’ESST). Lebisbrelonneuses’ étaient toutes
positives en PrPSc dans leurs organes lymphoidasx Bgneaux nourris avec le lait de ces

brebis ont été sacrifiés quelques mois apres laissance en raison de maladies
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intercurrentes et de la PrPSc a été détectée @anpldques de Peyer associées au tube
digestif. Les auteurs ont donc conclu a une trassion de la tremblante par le lait. Toutefois,
cette étude, méme pionniere en la matiere, soulfrequelques points faibles et défauts
expérimentaux. En effet, en parallele du groupeeerental, les auteurs avaient créé un lot
témoin d’agneaux nourris exclusivement avec de®4smplaceurs. Quelques agneaux ont
également été sacrifiés dans ce groupe et se gérésapositifs (PrPSc dans les plagues de
Peyer), ce qui ne permet pas dexclure une conttiom artéfactuelle (horizontale ?
environnementale ?) des agneaux témoins et expgaone Enfin, cette étude, méme si elle
suggere une transmission possible de la trembjzartde lait, n'apporte aucune information
quant aux fractions du lait qui sont infectieuseeeme, petit lait (ou lactosérum), cellules ?.
Elle ne permet pas non plus de déterminer quebstihfectieux seraient présents dans les
sécretions lactées.

A partir des animaux inclus dans cette étudealb@ratoire ayant initié ce travail a ré-
inoculé des fractions de lait et de colostrum isdigjuelques brebis de notre échantillon. Le
lait et le colostrum avaient été prélevés au calgd’incubation de la maladie chez ces
animaux, a environ 20 mois d’age (soit quelquessragant apparition des signes cliniques et
euthanasie des brebis). Ces échantillons ont @&édnnés par centrifugation pour obtenir les
trois composantes majeures de la sécrétion : crEammserum et cellules. Une technique
d'immuno-précipitation mise au point par une équilpeCEA de Saclay au moyen de trois
anticorps dirigés contre la protéine PrP a permisahcentrer I'éventuelle l'infectiosité de
ces fractions sous un volume tres faible pour powuésinoculer celles-ci a raison de 20 pL
d’échantillon & des souris transgéniques par vdraicérébrale. Le modéle rongeur utilisé est
une souris transgeénique surexprimant l'allele VR@no(souris Tg338) (Lacrouwet al,
2008).

Les résultats de ces bio-essais sur souris tramggs ont permis de détecter
I'infectiosité prion dans les trois fractions ddtlat de colostrum utilisées, prouvant de
maniéere définitive que le lait est infectieux clies brebis en incubation de tremblante. Ces
bio-essais ont également révélé que le lait eblestrum contenaient de I'infectiosité prion
non seulement chez des brebis ayant des |ésiodagdi dans le tissu mammaire (avec
accumulation de PrPSc dans les follicules lymphottopiques), mais aussi chez des brebis
n‘ayant aucune lésion mammaire associée (absencéollilules ectopiques, mamelle
négative en IHC et ELISA pour la PrPSc) (Lacraixal, 2008). Ainsi, méme si le virus
Maedi-Visna représente un facteur de risque vissae I'excrétion de prion dans le lait de

brebis avec des mamelles positives en PrPSc, pleaé pas étre considéré comme condition
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nécessaire et exclusivepour obtenir un lait ou olestrum infectieux chez des brebis en
incubation de tremblante.

Enfin, cette série d’expérimentations a égalemmermis de quantifier les titres
infectieux présents dans les sécrétions lactéeditieeinfectieux le plus élevé ayant été
obtenu par millilitre de lait ou de colostrum egtigalent a celui contenu dans 6 pg de tronc
cérébral postérieur d’'un ovin en phase terminalgatablante (Lacrouet al, 2008).

E. ROLE DU LAIT ET DU COLOSTRUM DANS LA TRANSMISSION B LA
TREMBLANTE :

La preuve récente et définitive de linfectiositéop du lait et du colostrum de brebis en
incubation de tremblante a amené la communautétgtiee a reconsidérer le risque
éventuel associé aux sécrétions lactées en terensandé animale et humaine.

On peut désormais estimer que le lait peut jomeréle dans la dissémination inter-
animale de la tremblante au sein méme des troup@éng et participer a la contamination
des agneaux en parallele des autres sources dargnation (placenta, environnement), soit
directement par l'allaitement maternel, soit parblais de l'allaitement artificiel. Peu de
données sont disponibles a I'heure actuelle dansdameaine et les futures enquétes
épidémiologiques au sein des troupeaux prendroméicement en compte le lait comme
facteur de risque dans la transmission inter-inidiglle de la tremblante.

De méme, les conséquences pour 'Homme de lampmésde prion dans le lait de
brebis en incubation de tremblante devront certaerd étre prises en considération et
évaluées en termes de risque pour la santé hunfaneefois, Lacroux et al. (2008) estiment
que I'impact de I'exposition humaine au prioia le lait et les fromages fabriqués a partir du
lait de brebis est relativement faible (titres atfeux peu éleves), par comparaison aux autres
sources de prion qui peuvent entrer dans la ctedimentaire (tissus lymphoides d’ovins en

incubation de tremblante notamment).

F. INFECTIOSITE DU LAIT ET DU COLOSTRUM DANS LES AUTRE
ENCEPHALOPATHIES SPONGIFORMES TRANSMISSIBLES :

La preuve de l'infectiosité du lait et du colostrala brebis en incubation de tremblante
amene a se poser la question de I'infectiositéiplesdu lait des autres espéces de ruminants

laitiers, en particulier les bovins et les caprirg.encore, aucune donnée de la littérature n’est
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disponible dans ce domaine mais il est probable deefuturs travaux de recherche
s'intéressent a la question.

La dissémination du prion dans lI'organisme degioapen incubation de tremblante
est relativement proche de celle observée cheavies. Ainsi, une accumulation de PrPSc
dans la mamelle et un passage possible du prios lddait pourrait étre suspectés. D’autant
plus que les caprins peuvent également étre irdfguaé un lentivirus proche du MVV : le
CAEV (Caprine Arthritis and Encephalitis Virus). I@AEV est a l'origine d’infiltrations
cellulaires de type lymphocytaire dans plusieurganes, notamment le poumon et les
capsules articulaires. Il n'est pas exclu d’obsedes Iésions similaires dans le parenchyme
mammaire, qui pourraient ainsi favoriser 'accuntiola de protéine prion anormale dans cet
organe. Toutefois, comme avec les Mycoplasmes [@d®epvins, la formation de follicules
lymphoides ectopiques est peu frequente. En I'atesda données sur I'infectiosité du lait de
caprins, la mise en ceuvre d'études spécifiguesram@ssaire afin de vérifier si la pathogénie
de la tremblante des caprins peut conduire a usagasde prion dans le lait dans cette espéce.

Ces résultats amenent également a reconsidésgrotinese du passage de protéine
prion et/ou d’infectiosité dans le lait des bovifsutefois il existe des différences majeures
en termes de pathogénése périphériques entre (EB&phalopathie Spongiforme Bovine)
chez les bovins et les ESST chez les autres rumsin@mez les bovins, I'accumulation de
PrPSc et d'infectiosité dans les organes périphésgreste assez marginale et ceci est
particulierement vrai pour le systeme lympho-rdtige. De telles difféerences ne permettent
donc pas d’extrapoler les résultats obtenus enbliate ovine aux cas d’ESB chez les bovins
laitiers. Néanmoins les résultats obtenus dansréitrde et celle de Lacroet al (2008)
plaident clairement pour une ré-examination derésg@nce ou I'absence de prions dans le lait
des bovins atteints d’'ESB.

Enfin, se pose également la question de linfed@odu lait d’ovins atteints de
tremblante atypique. Cette nouvelle forme de traxmiel a été découverte en 1998 en Norvege
(Benestacket al, 2003) et diagnostiquée depuis dans la plupatpdss européens, dont la
France. Cette forme particuliere d’encéphalopasipengiforme transmissible se caractérise
par un profil atypique de la protéine prion pathugéen Western Blot, clairement différent de
celui observé pour des formes de tremblante classifta tremblante atypique atteint
également des ovins considérés jusqu’a présent eofrémistants’ ou peu sensibles aux
formes classiques de tremblante (Luhle¢ral, 2007), ce qui pose un probleme par rapport
aux schémas de sélection génétique des ovinswssde la tremblante dans plusieurs pays de

la Communauté Européenne. Les modalités de trasgmisnter-animale de cette maladie

75



ainsi que les tissus porteurs de protéine priorrmale ou d’infectiosité sont encore mal
connus et la question de la présence ou non daspdans le lait et le colostrum d’animaux

atteints de cette forme particuliére de tremblaeste donc entiére.
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CONCLUSION

Notre travail a permis de démontrer dans une prenpéase que, chez des brebis
atteintes de tremblante, la protéine prion anornpalevait s’accumuler dans des follicules
lymphoides ectopiques au sein du tissu mammaisedonfection concomitante des brebis
par le lentivirus Maedi-Visna. La protéine priont €également détectée dans les cellules
phagocytaires présentes dans les lumieres des)cgasactophores, et donc possiblement
dans le lait ou le colostrum.

Ces observations ont initi€, dans une deuxiémeephase série d’expérimentations
démontrant que le lait et le colostrum de brebisires ou en incubation de tremblante
contiennent de linfectiosité prion. La co-infegti@les animaux par le virus Maedi-Visna
augmenterait les risques de passage de la prgigoreou de I'infectiosité dans les sécrétions
lactées.

Ces résultats amenent aujourd’hui a s’interrogerlsudle possible du lait et du
colostrum dans la transmission de la maladie au de$ troupeaux, mais également sur le
risque potentiel d’exposition de 'lHomme au priar fe lait de brebis. La sélection génétique
d’ovins porteurs d’au moins un alléle de résistatz tremblante, mise en place en France et
dans plusieurs pays d’Europe depuis quelques améps a prouvé son efficacité en terme

de réduction du nombre de cas de tremblante, dexmairibuer a limiter ce risque.

Toutefois d’autres questions subsistent, notammpent savoir dans quelle mesure ces
résultats obtenus dans le modele ovin de trembldassique peuvent étre étendus a d'autres
modeles de maladies a prions (especes humainenealas, souches différentes de prions).
Ce domaine devrait prochainement faire I'objet dléations spécifiques de risque. D’un
point de vue plus fondamental, les modalités desédimgnation (voie sanguine ? voie

lymphatique ?) du prion vers le tissu mammaire teéient d’étre explorées.
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TITRE :
Déterminisme de la présence de protéine prion aaer(fPrPSc) dans le tissu mammaire des
brebis : Etude rétrospective dans un troupeau eligorent atteint de tremblante

RESUME:

La tremblante ovine représente l'archétype des [raépathies Spongiformes Subaigués
Transmissibles (ESST). Pendant de nombreuses anadais des petits ruminants atteints de
tremblante a été considéré comme exempt d’infat&igsion et rentre ainsi de fagcon non
restrictive dans les chaines alimentaires.

Dans un troupeau naturellement co-infecté pareimitante et le virus Maedi-Visna (MVV),
nous nous sommes intéressés au déterminisme derbatation de protéine prion anormale
(PrPSc) dans le tissu mammaire. Nous avons mivideree la présence de PrPSc dans des
follicules lymphoides ectopiques mammaires se d@peint suite a l'infection par le MVV et
dans la lumiére des canaux galactophoriques, chdiers des brebis mortes de tremblante
incluses dans I'étude.

Cette observation souléve de nombreuses questicarg g I'éventuel passage de prion dans
le lait de petits ruminants atteints de tremblagtteau risque d’exposition de I'Homme a
travers les produits lactés.

MOTS CLES:
Prion — Brebis — Tissu mammaire — Virus Visna-Maediremblante - Lait

ENGLISH TITLE :
Determinism of abnormal prion protein (PrPSc) acalation in sheep mammary gland:
Retrospective study in a natural scrapie affedtmakf

ABSTRACT:

Ovine scrapie represents the archetype of Trang@sSpongiform Encephalopathies (TSE)
or ‘prion diseases’. Since many years, milk fromape-affected small ruminants was
considered as prion ‘safe’ and enters unrestrictedthe animal and human food chain.

In a scrapie and Maedi-Visna virus (MVV) naturaltp-infected flock, we studied the
determinism of the abnormal prion protein (PrP®cuaulation in the mammary tissue. Here
we show the presence of PrPSc in mammary ectopiphpid follicles, which are developed
consequently to MVV infection, but also in the lumef lacteal ducts, in one third of the
studied ewes.

This observation raises numerous concerns abouytdtential shedding of prion in the milk
of scrapie-affected small ruminants, and the riskumans of TSE exposure associated with
milk products form ovine and other TSE-susceptidey species.
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