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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE
Christine Dolmazon

«<2 RESUME <«

EIAV (EQUINE INFECTIOUS ANEMIA VIRUS) : CARACTERISATION GENETIQUE D’ISOLATS
CIRCULANTS DANS LES POPULATIONS EQUINES EN EUROPE ET LESIONS PULMONAIRES ASSOCIEES

CONTEXTE DE L’ETUDE. EIAV (Equine Infectious Anemia Virus) est un rétrovirus, appartenant
au genre lentivirus, qui infecte les équidés a travers le monde. |l peut entrainer I'apparition
d’'une maladie nommée AIE (Anémie Infectieuse Equine), une des 11 maladies équines a
déclaration obligatoire listées par l'organisation mondiale de la santé animale, soumise en
France a une police sanitaire imposant le maintien en quarantaine puis I'euthanasie des
animaux séropositifs. Dans ce contexte trés réglementé, la mise en place d'une prévention
efficace de la transmission d'EIAV nécessite la connaissance des souches virales
circulantes. La maijorité des foyers européens d’AlE sont en Roumanie, avec plus de 50 000
chevaux séropositifs identifiés entre 1996-2013, suggérant une contamination d’origine
roumaine de pays encore récemment indemnes.

OBJECTIFS. Bien que connu et étudié depuis des décennies, peu de données sont
disponibles pour établir la nature et la diversité génétique d’EIAV a I'échelle mondiale. Dans
ce contexte, 'un des objectifs de mon travail de recherche a été de caractériser les souches
d’EIAV circulantes responsables de foyers en Roumanie et en France pour appréhender la
cartographie d’EIAV en Europe. De méme, alors que la transmission par le sang reste la voie
d’infection la plus décrite, I'infection par voie aérienne a été suggérée lors d'épisodes
infectieux en Irlande. J'ai analysé la présence d’EIAV et des lésions associées dans le
poumon de chevaux infectés.

MATERIELS ET METHODES. Les Iésions pulmonaires ont été analysées sur coupes
histologiques de poumon de 93 chevaux roumains et francais, séropositifs pour EIAV et ne
présentant pas d’épisodes fébriles d’EIAV. L'expression pulmonaire de la protéine de
capside d’EIAV a été recherchée par immunomarquage. Le virus a été recherché sur le sang
de 75 chevaux roumains et francais, séropositifs asymptomatiques ; 25 isolats d’EIAV ont
été séquencés dans gag et analysés phylogénétiquement La souche virale d’EIAVgr147s,
partiellement caractérisée génétiguement, a été dérivée in vitro.

RESULTATS. Nous avons décrit une atteinte pulmonaire interstitielle chez des chevaux
infectés par le virus EIAV, associée a une expression de la capside dans les macrophages,
les cellules endothéliales et les cellules épithéliales matures du poumon distal, nhon connues
auparavant comme cellules cibles de l'infection. Par 'analyse génétique des virus circulant et
par comparaison avec les séquences publiées en Europe, Amérique et Asie, nous avons mis
en évidence la circulation de virus distincts en France et en Roumanie, distants entre eux de
~20% de divergence au niveau nucléotidiques et ~15% en séquences déduites en acides
aminés, et également distants des souches virales caractérisées en Amérique du Nord, en
Italie et en Asie. Nous avons mis en évidence I'existence de clusters génétiques, associés
au pays d’origine des chevaux en Europe et sur la base des isolats étudiés, nous avons
exclu I'hypothése d’une contamination d’origine roumaine. Nous avons montré que la
variabilité dans le géne gag est importante, notamment au niveau de la région « late
domain », essentielle pour la production de particules virales. Enfin, nous avons établi le
premier clone biologique francgais EIAVer1478, partiellement décrit sa séquence et montré sa
réplication dans les cellules fibroblastiques pulmonaires équines et constitue la premiére
souche non adaptée, isolée d’EIAV Francais.

CONCLUSION. Cette étude a permis de mettre en évidence une atteinte du poumon au cours
de l'infection par EIAV, d’élargie le tropisme du virus aux cellules épithéliales alvéolaires et
de montrer la diversité des souches circulant en Europe et dans le monde.

Mots clés : Lentivirus/ équidés/ EIAV/ variabilité/ séquence/ poumon
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- ABREVIATIONS UTILISEES>-

ADN et ADNCc : Acide DésoxyriboNucléique et ADN complémentaire
AIE : Anémie Infectieuse Equine

ARN : Acide RiboNucléique

CA : Capside

dNTP : désoxyNucléosides TriPhosphates

ED : Equine Dermal fibroblasts

EDTA : EthyleneDiamineTetraAcetic acid

EIAV : Equine Infectious Anemia Virus

ELR-1 : Equine Lentivirus Receptor-1

env : Enveloppe

FIV : Feline Immunodeficiency Virus

gag : groupe-associated antigen

gp : glycoprotéine

HIV : Human Immunodeficiency Virus

IgG : Immunoglobuline G

kb: kilobase

LTR : Long Terminal Repeat

MA : protéine de Matrice

Ml 2 microlitre

NC : NucléoCapside

ng : nanogramme

OIE : Organisation Mondiale de la Santé Animale.
pb : paire de base

PCR : Polymerase Chain Reaction

PM : marqueur de poids moléculaire

pol : polymerase

PR : protéase

PR180%¢ : précurseur protéique de 180 kDa codé par les génes gag et pol
PR55%9: précurseur protéique de 55 kDa codé par le géne gag
R : Repeat region

Rev : regulator of expression of viral proteins

rpm : rotation par minute

RT : reverse transcriptase

SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency
SRLV : Small ruminant lentivirus

SU : Surface

Tat : transactivator of transcription

TM : Transmembrane
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Dans le cadre de la préparation du diplome de I'Ecole Pratique des Hautes
Etudes, jai intégré le projet de recherche EIAV dans I'équipe « Physiopathologie,
rétrovirus et tumeurs rares » dirigée par le Dr Caroline Leroux au sein de 'TUMR 754

(UCBL, INRA et EPHE) « Infections virales et Pathologie Comparée » de Lyon.

EIAV (Equine Infectious Anemia Virus) est un rétrovirus responsable de
'anémie infectieuse équine, une des 11 maladies listées par I'OIE (Organisation
Mondiale de la Santé Animale) [139]. L’infection est répartie a I'échelle mondiale et
elle est surveillée dans de nombreux pays. La premiere partie de mon rapport décrit
I'état des connaissances sur l'infection par EIAV et la maladie induite. Dans la partie
expérimentale, je décris les travaux que jai réalisés sur la diversité génétique d’EIAV

en Europe et la caractérisation des atteintes pulmonaires associées.
I LES EQUIDES

Les équidés sont des grands mammiféres, herbivores, quadrupédes, ongulés a
sabot unique. Les chevaux, poneys, anes, mulets, bardots et zébres composent la
famille des équidés. Il y avait plus de 50 millions d’équidés recensés dans le monde

en 2016 alors que I'on en comptait prés de 70 millions en 2006 (Figure 1) [2].

a o o =~
o o (= o
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Figure 1 : Evolution de la population des équidés par continent entre 2006
et 2016. Nombre d’équidés recensés par continents d’aprés les données de
I'Organisation Mondiale de la Santé Animale [2] de 2006 et 2016.
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Ces chiffres sont sous-estimés par le manque de recensements précis en Océanie
ou en Asie. En Europe, il y a plus de sept millions d’équidés (Figure 1). En
Roumanie, le cheptel a diminué de moitié en 10 ans [2].Le cheptel équin francais
comptait a lui seul plus d’'un million d’équidés en 2016 sur les sept millions d’équidés
recensés en Europe [2, 80]. Les équidés francais doivent étre identifiés depuis
'Arrété du 30 avril 2002 relatif a l'identification et la certification des origines des
équidés et I'Arrété du 21 mai 2004 relatif a l'identification complémentaire des
équidés par la pose d'une puce d’identification (transpondeur électronique). Ainsi
depuis janvier 2008, la pose d'une puce est obligatoire sur tous les équidés
domestiques présents en France. lIs doivent aussi étre enregistrés dans la base de
données nationale SIRE (systéeme d’information relatif aux équidés) gérée par
I'Institut Francais du Cheval et de I'Equitation [80]. Ceci permet d’obtenir une
estimation précise du cheptel d'équidés présent en France. Parmi les équidés
domestiques Francais, on compte 8 % d’anes et 92 % de chevaux pour la majorité
de selle et poneys (68 %), 18 % de chevaux de course et 6 % de chevaux de trait
[80].

Les équidés peuvent étre atteints de deux types de maladies :

1. Les maladies nutritionnelles et métaboliques qui sont liées a I'alimentation
comme les coliques.
2. Les maladies infectieuses causées par des parasites et des protozoaires, des

bactéries ou des virus.

Parmi les maladies viro-induites, mon travail s’est focalisé sur 'AIE (Anémie

Infectieuse Equine) induite par le rétrovirus EIAV (Equine Infectious Anemia Virus).
[l L’ANEMIE INFECTIEUSE EQUINE

L'infection d’'un équidé par le virus EIAV peut entrainer I'apparition d’une
maladie nommée AIE (Anémie Infectieuse Equine), décrite pour la premiere fois en
France dans la Haute-Marne en 1843 par Ligné [110]. Cette maladie était alors
dénommée cachexie aqueuse ou hydrohémie [110]. L’AIE fut ensuite associée a un
agent filtrant en 1904 [201]. La maladie a été décrite aux Etats Unis en 1888,
nommeée « fievre des marais » [55, 196]. L’AIE a été rapportée dans le monde entier,
dans les années 1940 en Chine [205], dans les années 1950 en Roumanie [72], en
1968 au Brésil [195], en 1978 en Espagne [50], ou encore en 1987 en Inde [118].

2
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[I.1 Répartition des foyers d’AlE

L’AIE a une répartition mondiale. Entre 2005 et 2016, 95 000 nouveaux foyers
ont été signalés dans le monde essentiellement en Amériques (86%) et en Europe
(13%) avec une moyenne de presque 8000 nouveaux foyers par an (Figure 2) [1].
Deux foyers en Afrique et 28 foyers en Asie ont été recenseés entre 2005 et 2016 [1].
Le Brésil représente la moitié et la Colombie 4 des foyers recensés d’AlE dans le
monde entre 2005 et 2016 (Figure 2) [1]. L'infection par EIAV est trés importante
dans les élevages de chevaux au Brésil avec 48 564 foyers recensés entre 2005 et
2016 [1]. La prévalence de l'infection est élevée et différente selon les régions [13,
140, 143, 195], elle est par exemple de 31,5 % dans la région du Pantanal [13, 52].
Sur la méme période, 'Europe comptait presque 13 000 nouveaux foyers dont 80 %
en Roumanie (pays qui représentait plus de 30 % des foyers au niveau mondial en
2011) (Figure 2).

Entre 2010 et 2013, la Roumanie comptait 6945 foyers avec 9194 équidés
positifs [12]. Entre 2007 et 2014, des cas d’AlE ont été rapportés en ltalie (Figure 2),
Allemagne, Belgique, Bosnie, Croatie, Gréce, Hongrie, Irlande, Lettonie, Pologne,
Royaume-Uni, Serbie, et Slovénie. [12, 37]. En France, depuis 2005, il a été détecté
un a deux foyers avec deux a 15 équidés positifs par an dans les départements de
I'Ardeche, du Var, du Vaucluse, du Gard, de la Dordogne, de la Gironde, du Lot et
Garonne, du Nord et I'lle et Vilaine, de la Sarthe et de I'Eure et Loire [1, 62] sauf en

2008 et 2010 ou respectivement 14 et sept foyers avaient été détectés.
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Figure 2 : Répartition des nouveaux foyers d’AlE enregistrés par continents et ou pays entre 2005 et 2016. D’aprés les données de I'Organisation Mondiale

de la Santé Animale de 2005 a 2016 [1]
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[I.2 Réglementation

| Suspicion clinique d’AlE par un vétérinaire |

Notification a Isolement
¢ la DDecPP de I'animal
Analyse > Entrées et sorties Arrét
Laboratoire agrée d’équidés interdites A
Non
Enquéte épidémiologique Dépistage
| pilotee par DDecPP et |>| - Equidés ayant été en contact direct Coggins
Oui appui du LNR - Equidés situés dans un rayon de 2 km positif ?
¥
Confirmation au Oui
LNR
Zonfirmation »| Dépistage de tous les Coggins~Jlon | suivi sérologique des
AIE ? équidés du foyer positit 2 équidés restants
Oui--___ Oui [
oo T L] Isolement et euthanasie / Si deux résultats
Déclaration dans les 15 jours séronégatifs a trois
DDecPP et DGAL mois d’intervalle
T désinfection et 7
Mise du foyer i c1esmsect;sah3n_dras | Levée de APDI |
sous APDI | ocaux et matériels
par le préfet

Figure 3 : Police sanitaire en cas de suspicion d’AlE en France [73]. LNR : laboratoire national
de référence, DDecPP : direction départementale en charge de la protection de I'environnement,
DGAL : direction générale de I'alimentation, APDI : arrété préfectoral portant déclaration
d’infection.

L’AIE fait partie des 11 maladies et infections des équidés a déclaration
obligatoire figurant sur la liste des « Maladies, infections et infestations » de L‘OIE
(Organisation Mondiale de la Santé Animale) en vigueur en 2018 [139] qui entraine
la mise en quarantaine et I'euthanasie des animaux séropositifs pour EIAV. Les 181
pays membres de I'OIE s’engagent a soumettre des informations sur la situation
relative aux maladies animales dans les meilleurs délais et de facon transparente.
L’apparition ou réapparition d’AlE, doit étre notifiée dans les 24 heures a I'OIE par
l'autorité vétérinaire du pays concerné qui devra assurer le suivi de la situation
jusqu’a l'éradication ou la stabilisation de I'AIE [138]. L'AIE est soumise a une
réglementation sur les importations de chevaux, avec I'établissement d’un certificat
vétérinaire international attestant que les animaux n’ont présenté aucun signe
clinique d’anémie infectieuse durant les 48 heures précédant leur chargement, et
gu’aucun cas n’'a été associé aux lieux dans lesquels les animaux ont séjourné au

cours des trois derniers mois. Ce certificat doit aussi comporter une sérologie
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négative pour EIAV dans les 30 jours précédents pour une importation définitive ou
90 jours pour une importation temporaire [137]. Au niveau de la communauté
européenne, la réglementation s’appuie sur la directive 92/65/CEE du Conseil, du 13
juillet 1992, définissant les conditions de police sanitaire régissant les échanges et
les importations. L’entrée de la Roumanie dans la communauté européenne en 2007
a nécessité des mesures de protection par rapport aux mouvements des équidés par
décision de la commission européenne du 23 avril 2007.

En France, 'AIE est une « Maladie Réputée Contagieuse » (MRC) depuis le 23
septembre 1992 selon le code rural et de la péche maritime (article D.223-21). Elle
est classée en danger sanitaire de premiére catégorie depuis le décret n°2012-845
du 30 juin 2012 et I'arrété ministériel du 29 juillet 2013 (annexe 1a dangers sanitaires
de premiere catégorie pour les espéces animales). Elle est inscrite sur la liste des
vices rédhibitoires (article R213-1 du Code rural) pouvant entrainer la résolution de la
vente ou la restitution d’'une partie du prix dans les 30 jours suivant la livraison du

cheval infecté par EIAV (Figure 3).
[1.3 Surveillance de I'AIE

Dans le monde, la surveillance des équidés pour 'AIE est établie par chaque

pays selon quatre modes [1]:

= Aucune mesure de surveillance indiquée,
= Surveillance générale,
= Surveillance de routine

= Surveillance ciblée.

Au niveau de 'union européenne, les pays membres doivent déclarer les foyers
d’AlE aux autorités nationales et européennes selon la directive 82/894/CEE du
Conseil du 21 décembre 1982 concernant la notification des maladies des animaux
dans la Communauté. L’ltalie et la Roumanie ont instauré un programme national de
surveillance par un contréle des équins de plus de six mois depuis 2006 en Italie ou
de tous les équidés depuis 2007 en Roumanie [12, 72, 175]. Depuis 2011, la quasi-
totalité des chevaux de Roumanie sont dépistés avec euthanasie de tous les
animaux positifs [12]. Pour suivre les mouvements d’animaux, il existe le systeme
expert de controle des échanges TRACES (TRAde Control and Expert System)
depuis la Décision 2003/623/CE de la Commission européenne du 19 aolt 2003. En
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France, la surveillance est obligatoire en cas de suspicion clinique ou nécropsique et
des tests sérologiques avant exportation. Le dépistage des méales reproducteurs
utilisés pour I'insémination artificielle est obligatoire selon l'arrété ministériel du 04
novembre 2010 et la directive 92/65/CEE du Conseil du 13 juillet 1992. La
surveillance est volontaire pour les autres reproducteurs et en amont d’'une vente
d’'un équidé. En cas de suspicion d’AlIE, une police sanitaire (Figure 3) est mise en
place afin d’assainir le foyer infectieux. Le dépistage s’effectue par sérologie

reposant sur le test de Coggins [32] (développé dans le paragraphe I11.2.4).
1.4 Les symptomes de AIE

L’AIE associe différents symptébmes dont une hyperthermie associée a une
thrombocytopénie, un amaigrissement, une splénomégalie et des pétéchies [101].
L’infection expérimentale par EIAV se caractérise par I'évolution d’un stade aigu vers
un stade chronique a un stade asymptomatique pendant lequel les équidés bien
qu’infectés a vie ne présentent plus de manifestation clinique [101] (Figure 4). Les
équidés restent potentiellement infectieux comme le montre le transfert de sang d’un
cheval positif pour EIAV a un cheval naif [40, 45, 201].

Lors de linfection expérimentale par EIAV, la maladie se caractérise par une

virémie, une hyperthermie et une thrombocytopénie [30] (Figure 4) :

® La phase aigué apparait 10 a 15 jours aprés l'infection et est caractérisée par
une hyperthermie avec une température rectale supérieure a 39°C et une
thrombocytopénie avec un nombre de plaquettes inférieur a 100 000/microlitre
de sang total [49, 100]. La virémie peut atteindre 10° & 10’ copies d’ARN viral
par millilitre de plasma [48].

® La phase chronique s’étend de 6 et 12 mois. Elle est caractérisée par la

récidive d’épisodes associant hyperthermie et thrombocytopénie [101].

® La phase asymptomatique présente un retour a la normale de la température
et du taux des plaquettes. Les équidés peuvent rester asymptomatiques toute
leur vie. L’état chronique peut étre rétabli par traitement immunosuppresseur

transitoire avec de la dexaméthasone [42, 43, 101].
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Figure 4 : Profils cliniques et virologiqgues de poneys expérimentalement
infectés par EIAV. Température rectale (——), nombre de plaquette/ul de sang total
(-----), épisodes fébriles (%) et charge virale en ARN dans le plasma (¢) (d’aprés
[100D).

Il EIAV DANS LA FAMILLE DES RETROVIRIDAE

[11.1 Les Retroviridae
.1.1 Classification

Les Retroviridae sont une famille de virus divisée en sept genres : alpha-
rétrovirus, beta-rétrovirus, delta-rétrovirus, gamma-rétrovirus, epsilon-rétrovirus,
spumavirus et lentivirus dont EIAV [79, 215] (Figure 5, tableau 1). lls infectent de
nombreuses espéces de la souris ou le poulet jusqu’aux grands singes et 'homme
avec HIV (Human Immunodeficiency Virus) ou HTLV (Human T-Lymphotropic Virus).
Les rétrovirus sont présents chez les animaux domestiques tels que le chat avec FIV
(Feline Immunodeficiency Virus) et FeLV (Feline Leukemia Virus), les petits
ruminants avec SRLV (Small Ruminant Lentiviruses), JSRV (Jaagsiekte Sheep
RetroVirus) et ENTV (Enzootic Nasal Tumor Virus) ou les bovins avec BIV (Bovine
immunodeficiency virus) et BLV (Bovine Leukemia Virus); a noter que jusqu’a ce jour

aucun rétrovirus n’a été découvert chez les canidés. Les rétrovirus sont responsables
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de cancers comme JSRV, de syndrome d’immunodéficience comme HIV ou de
maladies chroniques comme EIAV chez les équidés [173] (Tableau 1). Outre EIAV,
les chevaux sont également infectés par EFV (Equine Foamy Virus), un spumavirus

non associé a une maladie pathologique [96].

»

Lentivirus S |Vagm

HIV-1 ,I.
SRLY ‘ FIV HIV-2
~

Spumavirus [/
p == Alpharetrovirus
ALV
RSV @ _
MMTV Betaretrovirus
- MPMV
Epsilonretrovirus BLV JSRV
PHV ENTV
R HTLV'1 -4 -
2 Cilhy HTLV-2 ‘I‘ |
WEHV-1 PERV GALV Deltaretrovirus
MuLV  Felv
Gammaretrovirus

Figure 5 : Classification des Retroviridae (adaptée de [79]).
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Tableau 1 : Retroviridae : genre, hétes, virus et pathologie. [79, 173].

Genre Hotes Virus Pathologie
X . . ALV (Avian Leukosis Virus) lymphome
Alpharétrovirus Oiseaux .
RSV (Rous Sarcoma Virus) sarcome

Ovins/caprins
Betarétrovirus

JSRV (Jaagsiekte Sheep RetroVirus)
ENTV (Enzootic Nasal Tumor Virus)

adénocarcinome pulmonaire
adénocarcinome nasal
adénocarcinome mammaire

Souris MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus)
Singes MPMV (Mason Pflzer Monkey Virus) syndrome d'immunodéficience
Félins FeLV (Feline Leukemia Virus) leucémie
Porcs PERV (Porcine endogenous retrovirus) aucune pathologie associée
Gammarétrovirus  Primates GALV (Gibbon Ape Leukemia Virus) leucémie
Souris MLV (Murine Leukemia Virus) leucémie
Koalas KoRV-A et B (Koala Retrovirus A et B) leucémie, lymphome, immunosuppression
3 . Bovins BLV (Bovine Leukemia Virus) leucémie
Deltarétrovirus . - - . .
Humains HTLV1 et 2 (Human T-Lymphotropic Virus 1 et2) leucémie, neuromyélopathie

Epsilonrétrovirus Poissons

WDSV (Walleye Dermal Sarcoma Virus)
WEHV1 et 2 (Walleye Epidermal Hyperplasia Virus 1 et 2)

sarcome épidermique
hyperplasie épidermique

Humains
Singes

Lentivirus Félins

Ovins/caprins

Equins

HIV 1 et 2 (Human Immunodeficiency Virus 1 et 2)
SIV (Simian Immunodeficiency Virus)

FIV (Feline Immunodeficiency Virus)

SRLV (Small Ruminant Lentiviruses)

EIAV (Equine Infectious Anemia Virus)

syndrome d'immunodéficience aquise,
anémie, pneumopathie interstielle
syndrome d'immunodéficience
syndrome d'immunodéficience,
pneumopathie interstielle

pneumopathie interstielle, maladies
pulmonaires et articulaires

anémie infectieuse équine

Singes
Humains

Spumavirus Equins
Félins

Bovins

SFV (Simian Foamy Virus)
HFV (Human Foamy Virus)
EFV (Equine Foamy Virus)
FSV (Feline Syncytial Virus)
BSV (Bovine Syncytial Virus)

aucune pathologie associée
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[11.1.2  La particule rétrovirale

La particule rétrovirale est généralement sphérique, d’'un diamétre compris
entre 80 et 200 nm [173, 215] (Figure 6). Le diametre de la particule d’'EIAV est
d’environ 115 nm [36, 85]. Deux copies d’ARN simple brin sont contenues dans une
capside de forme conique pour les lentivirus dont EIAV (Figure 10A). L’ensemble
appelé nucléocapside est entouré d’'une matrice protéique. L'enveloppe rétrovirale
est constituée des glycoprotéines d’enveloppes virales et d’éléments de la bicouche
lipidique cellulaire dont des protéines acquises lors du bourgeonnement du virus a la

membrane cellulaire (Figure 10A).

Alpharetrovirus Betaretrovirus Gammaretrovirus
RSV MMTV MoMLV

Figure 6 : Morphologie de différents Retroviridae. Images obtenues par cryo-microscopie
électronique et tomographie cryo-électronique adapté de [215]. Glycoprotéine d’enveloppe (»), matrice
(»), capside (»), ARN viral () et assemblage Gag (»).

1.1.3 Organisation génomique et protéines virales

Les Retroviridae sont des virus enveloppés dont le génome est composé de
deux brins d’ARN monocaténaire de polarité positive [173] de 7 a 13 kb [204]. lIs
possédent les génes gag, pro, pol, et env en communs qui codent pour les protéines
de structure et les activités enzymatiques nécessaires a la réplication du virus [31].

Le géne gag code pour les protéines de la matrice (MA), de capside (CA) et de
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nucléocapside (NC), pro/pol codent pour les activités enzymatiques soit la protéase
(PR), la reverse transcriptase (RT), I'intégrase (IN) et la dUTPase et env code pour

les glycoprotéines de surface (SU) et transmembranaire de I'enveloppe (TM) [204].

Les rétrovirus sont divisés en deux types : simples possédant les genes cités
précédemment ou complexes avec des géenes codant pour des protéines accessoires

ou régulatrices [31] (Figure 7).

5’ CAP I I IAAA5,
A o

A. ALV : Rétrovirus simple pol

5’ CAP I I IAAAS’
Us R

HTLV RS env

pro p73l

2] |
I- rex -.
I- tax .

B. HTLV : Rétrovirus complexe p30|

Figure 7 : Organisation schématique du génome rétroviral de type
simple comme ALV (A) ou complexe comme HTLV (B) [31]

Le précurseur protéique Gag-Pol (PR180%9"%) d’EIAV est clivé en quatre
enzymes : la PR (protéase), la RT (reverse transcriptase), I'IN (INtegrase) et la
dUTPase (deoxyUridine Triphosphatase) [100]. La PR permet le clivage des
polyprotéines, la RT associé a la RNase-H est une ADN polymérase ARN
dépendante permettant la rétrotranscription de I'ARN viral en ADN (Acide
DésoxyriboNucléique). L'IN permet l'intégration de 'ADN dans le génome de I'héte.
La dUTPase hydrolyse les dUTP (deoxyUridine Triphosphate) en dUMP
(deoxyUridine Monophosphate) et PPi (pyrophosphate), précurseur des dTTP
(désoxythymidine triphosphate), pour limiter lintégration d’uracile dans I'ADN
néosynthétisé [78]. Le précurseur protéique Gag (PR55%9) est clivé par la protéase
PR en quatre protéines structurales : matrice (MA), capside (CA) de 26 kDa pour
EIAV, nucléocapside (NC) de liaison a I'ARN génomique. La capside des
Retroviridae contient une région tres conservée nommée MHR (Major Homology
Region) d’une taille de 20 acides aminés [191]. MHR est requis pour 'assemblage et
le bourgeonnement des particules virales [56, 115, 159, 191]. La séquence déduite
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en acides aminés proposée de MHR pour les virus apparentés a la souche Wyoming
(GenBank accession AF033820) est IRQG(A/V)KEPYPEF(V/I)DRLLSQI [56]. La
nucléocapside d’EIAV présente deux motifs ZBD (Zinc Binding Domain) de 14 acides
aminés (C-X2-C-X4-H-X4-C avec C pour cystéine et H pour histidine) séparés par la
séquence RAPKV (arginine-alanine-proline-lysine-valine) [56]. Le motif ZBD est
connu pour se lier aux acides nucléiques et pour I'encapsidation des ARN lors de
'assemblage du virus [65]. Une région de gag de certains lentivirus code pour un
« late domain », p9 pour EIAV [157] et p6 pour HIV [181] (Figure 8) qui contient un
motif YPDL pour EIAV. Ce domaine est essentiel pour la libération des particules
virales par bourgeonnement a la membrane plasmique [26, 157] par interaction avec
un complexe cellulaire AP-2 (Adaptor Protein 2) pour EIAV [158] ou la protéine
AIP1/Alix (Alg-2 interacting protein X/Apoptosis Interacting Protein 1) pour HIV et
EIAV [187] (Figure 8). EIAV combine la machinerie de transport endosomal précoce
(sous unité p2 de AP-2) et tardive (AIP1/Alix) pour I'assemblage rétroviral et le
bourgeonnement des particules [27]. EIAV détourne la voie cellulaire ESCRT
(endosomal sorting complexe required for transport) par interaction du motif YPDL
avec le domaine V de la protéine ubiquitaire AIP1/Alix [187], CHMP4B (Charged
Multivesicular Body Protein 4B), CHMP2A (Charged Multivesicular Body Protein 2A)
et Vps4A/B (vacuolar protein sorting 4 A/B) [172] pour bourgeonner a la surface des
cellules qu’il infecte. Outre ces motifs, gag possede des épitopes reconnus par les
lymphocytes T cytotoxiques dans la matrice d’EIAV comme CTL-EC1 et CTL-EC2
(Cytotoxic T Lymphocytes - Epitope Cluster) et dans la capside d’EIAV soit CTL-EC3
et CTL-EC4 [129]. Les épitopes EC1, 3 et 4 possédent chacun une région de
séquence peptidiqgue conservée pour se lier aux CTL [28]. L’épitopes EC2 est un
domaine hypervariable [129].
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Figure 8 : Comparaison des domaines de liaison de la protéine Alix au « late

domain » p9 d’EIAV et p6 d’HIV [181]

Le précurseur protéigue Env est clivé et glycosylé en glycoprotéine de surface
(SU) et transmembranaire (TM) de respectivement 90 kDa (gp90) et 45 kDa (gp45)

pour EIAV.

Avec 8,2 kb, le génome d’EIAV (Figure 10B). est le plus petit et le plus simple

des génomes lentiviraux [101]. Il est de type complexe et comporte en plus des

génes gag, pol et env, trois petits cadres de lecture additionnels codant pour les

protéines régulatrices ou accessoires Tat, Rev et S2 [100] :

= La protéine Tat (TransActivator of Transcription)
d’EIAV est un transactivateur transcriptionnel qui augmente
le taux de transcription virale grace a linteraction avec
'élément TAR (Transactivation Response Element), une
séquence ARN en épingle a cheveu indispensable pour la
transactivation du promoteur viral LTR (Long Terminal
Repeat) [59, 192]. Les interactions Tat/TAR permettent le
recrutement de facteurs cellulaires dont P-TEFb (Positive
Transcription Elongation Factor b), un complexe protéique
contenant la CDK9 (Cyclin-Dependant Kinases 9) et la
cycline T1 [3, 9, 91, 192] qui augmentent la processivité de

P-TEFb

I 1
@ Cyclin T1

EIAV LTR

Figure 9 : Interaction
Tat/ P-TEFb /TAR avec
le complexe
d'élongation adapté de
[1921.

I'ARN polymérase Il via la phosphorylation de son extrémité carboxy-terminal [4,

189] (Figure 9). Tat d’EIAV participe a la restriction d’héte du virus puisqu’elle ne

peut interagir qu’avec la cycline T1 équine et avec son orthologue canin [192].
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Figure 10 : Particule (A) et organisation du génome proviral d’EIAV (B). D’apreés [85,
100]

= La protéine Rev (Regulator of Viral expression) résulte de la traduction de
I'ARNmM tat-rev [22]. L’expression de rev est régulée par une séquence Kozak
(séquence conservé au niveau du codon d’initiation) située en amont du cadre
de lecture ouvert de rev dans 'ARNm tat-rev [117]. Rev permet le transport du
noyau vers le cytoplasme par liaison des ARNm non totalement épissés via la
séquence RRE (Rev Response Elements) [22, 117].

= EIAV possede une petit cadre de lecture supplémentaire S2, codant une
petite protéine auxiliaire S2 de 65 acides aminés, unique parmi les rétrovirus
[101]. Elle est composée de trois motifs fonctionnels (GLFG, PXXP et
RRKQETKK) et le cadre de lecture ouvert est trés conservé [105]. Il a été
montré que la protéine S2 n’est pas essentielle pour la réplication du virus in
vitro [105], mais indispensable pour la réplication du virus et la progression de
la maladie in vivo [60, 105, 106]. S2 active I'expression des cytokines pro-
inflammatoires telles que les interleukines IL-1a, IL-1B3, IL-8 et des chimiokines
MCP-2 (Monocyte chemotactic protein-2), MIP-18 (Macrophage inflammatory

protein-13) et IP-10 (Interferon gamma-induced protein 10) dans les
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macrophages infectés [38]. L'interaction de S2 avec certaines protéines
cellulaires et I'activation de I'expression des cytokines et chimiokines entrainant
une accumulation de macrophages dans les tissus, permet de supposer qu’une
des fonctions de S2 est de favoriser la réplication virale [38, 39]. S2 est capable
de favoriser l'infectivité du virus EIAV en s’opposant a l'activité antivirale des
protéines transmembranaires SERINC (SERine INCorporator) 3 et 5 [25]. S2
empéche l'incorporation des protéines SERINC 3 et 5 dans les virions de fagon
similaire a Nef de HIV [25, 200].

[11.1.4 Le cycle rétroviral

Le cycle d'infection d'une cellule par un rétrovirus peut se diviser en plusieurs
étapes: attachement du virus avec fixation a un récepteur, fusion des membranes,
décapsidation, rétrotranscription de 'ARN viral en ADN, intégration de ’ADN viral au
génome, synthese des protéines structurales et du génome viral, assemblage a la
membrane et sortie et maturation de nouvelles particules virales par

bourgeonnement (Figure 11).

Les virus interagissent avec la cellule cible via un récepteur membranaire
(Tableau 2) et les glycoprotéines d’enveloppe de la particule virale [133]. Certains
rétrovirus ont besoin d’'un corécepteur comme HIV [209] (Tableau 2). Le récepteur
cellulaire du virus EIAV, ELR1 (Equine Lentivirus Receptor 1), a été identifié en 2005,
par criblage d’'une banque d’ADNc de macrophages équins sur des fibroblastes
murins NIH 3T3 non permissifs [212]. ELR1 appartient a la famille des TNFR (Tumor
Necrosis Factor Receptor) [212] et est exprimé dans les cellules équines permissives
comme les macrophages et monocytes équins ou les lignées cellulaires ED (Equine
Dermal) et FEK (Fetal Equine Kidney) [212].

Une forme soluble de la protéine sELR1 a été décrite; elle agit comme un
facteur cellulaire secrété qui inhibe linfection par EIAV [113]. Le récepteur ELR1
interagit avec la glycoprotéine d’enveloppe gp90 [161]. L’'ectodomaine d’ELR1
contient quatre domaines riches en cystéine, CRD1 a CRD4 (Cysteine Rich Domain
1 to 4) [213]. La leucine en position 70 et la glycine en position 72 du domaine CRD1
d’ELR1 sont les résidus critiques pour I'interaction avec la glycoprotéine gp90 [161].
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Figure 11 : Cycle cellulaire de EIAV. Adapté de [100].
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Tableau 2 : Récepteur cellulaire utilisé par les Retroviridae d’aprés [141].

Genre Virus

Récepteur

alpharétrovirus ALV(B)

CAR1 (carbonic anhydrase 1)

JSRV

betarétrovirus MMTV

HYALZ2 (hyaluronoglucosaminidase 2)
mTfR1 (mouse transferrin receptor 1)

GALV

gammarétrovirus
MLVs

Pit1 (synonyme de SLC20A1, solute carrier family
20 member 1)

mCAT1 (Mouse cationic amino acid transporter 1)
ou XPR1 (xenotropic and polytropic retrovirus
receptor 1) ou SLC20A1 (solute carrier family 20
member 1) ou SLC20A2 (solute carrier family 20
member 2)

deltarétrovirus HTLV_1

GLUT1 (synonyme de SLC2A1, solute carrier
family 2 member 1) et NRP-1 (neuropiline 1) et
HSPG (Heparanes sulfates protéoglycanes)
(synonyme de SDC2, syndecan 2)

epsilonrétrovirus WDSV

RACK1 (receptor for activated C kinase 1)

CD4 (CD4 molecule) et corécepteur CXCR4 (C-

HIV, SIV X-C motif chemokine receptor4), CCR5 (C-C

motif chemokine receptor 5)

lentivirus
EIAV ELR1 (Equine lentivirus receptor-1)
CD134 (synonyme de TNFRSF4, TNF receptor
FIV .
superfamily member 4)
spumavirus FVs nonconnu

Les cellules fibroblastiques embryonnaires de souris NIH 3T3 rendues

permissives par I'expression du récepteur ELR1 et de la cycline T1 équine

permettent la réplication productive d’EIAV et la production de virion infectieux [214].

Des souris transgéniques exprimant ELR1 et la cycline T1 équine sont sensibles a

l'infection et a la réplication I’EIAV et développent des anomalies dans la rate et des

ganglions lymphatiques [91]. La fusion des membranes peut s’effectuer selon un

mécanisme indépendant du pH par interaction de I'enveloppe virale avec le

récepteur cellulaire ou dépendant du pH par endocytose du virus [215]. La

décapsidation entraine la libération du génome viral dans le cytoplasme de la cellule

cible. Les deux copies d’ARN sont rétrotranscrites en ADN grace a la RT associée a

la RNase-H qui conduit a la formation d’'un ADN viral double brin possédant des
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séquences LTR (Long Terminal Repeat) a chaque extrémité [104]. Les LTR se
composent de régions répétées (R) encadrées par des régions uniques (U3 et U5)
(Figure 12A). lls sont indispensables pour lintégration du génome viral dans le

génome cellulaire [104] .

Le complexe PIC (Pre-integration complex) est formé de I'ADN viral, des
protéines virales de matrice, de l'intégrase et des protéines cellulaires [104]. Ce
complexe va permettre d’'amener ’ADN viral au noyau et procéder a son intégration a
'ADN cellulaire grace a l'intégrase fixée aux LTR [104]. L’intégration du génome
EIAV se fait préférentiellement dans les genes et les régions riches en nucléotides A
(adénine) et T (thymine) dans le génome équin et s’integre préférentiellement prés
des séquences répétées de type LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) [69,
114].

Les LTR sont indispensables pour la transcription via le promoteur viral et les
sighaux de terminaison et de polyadénylation en 3' [36, 56, 77, 101]. Le facteur de
transcription PU.1 (Purine Rich element 1) spécifigue des macrophages et cellules B,
se fixe sur la région activatrice du LTR d’EIAV (Figure 12) pour activer la transcription
[23, 77]. Les LTR contiennent une séquence TATA conservée en aval du site de
liaison au facteur de transcription PU.1 situé le plus en 3’ [77] (Figure 12A). Le
facteur de transcription PU.1 est critique pour les niveaux de transcription médiés par
le transactivateur transcriptionnel Tat [77]. Les LTR jouent un réle dans la virulence

par les différents facteurs qui peuvent s’y fixer [56, 151] (Figure 12A).

L’ADN proviral est répliqué lors de la division cellulaire par TADN polymérase
cellulaire et les ARN sont transcrits par 'ARN polymérase |l. Les transcrits ARN sont
Soit épissés et traduits pour Env, soit non épissés pour étre incorporés dans le
nouveau virion ou pour étre traduits en protéines virales pour Gag et Pol [173]. Apres
encapsidation de 'ARN viral et assemblage, le bourgeonnement & la membrane
cellulaire et la maturation permettent la production de particules virales néoformées

capables d’infecter de nouvelles cellules cibles [173].
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Figure 12 : LTR et interaction avec le facteur de transcription PU.1 [77]. (A) LTR d’EIAV et
séquences nucléotidiques des trois motifs de liaison du facteur de transcription PU.1. Sites de
liaison de la région activatrice « enhancer » du LTR au PU.1, au MDBP (Methylated DNA-Binding
Protein), au PEA-2 (Polyomavirus Enhancer Activator 2), au OCT : OCTamer et au CRE (Camp
Response Element). (B) Modélisation du facteur de transcription PU.1 montrant les 3 régions de
liaison (en rose) sur la région activatrice « enhancer » du LTR d’EIAV.

[1l.2 L’infection par EIAV

De maniere générale, les lentivirus infectent différentes especes de
mammiferes et ils se répliquent dans les macrophages, seuls HIV, FIV, BIV et SIV se
répliguent également dans les lymphocytes [100, 166]. Les lentivirus sont
responsables de maladies inflammatoires d’évolution lente et ou dégénératives. Les
SRLVs (Small Ruminant LentiVirus) (Tableau 1) infectant les ovins et les caprins
entrainent une infection systémique persistante conduisant a des lésions de la
glande mammaire, du poumon, des articulations et du systeme nerveux central [102,
124]. EIAV infecte les chevaux, mules et anes, ces derniers ne développent pas de

signes cliniques [37].
[11.2.1  Transmission d’EIAV

Le virus EIAV se transmet essentiellement par le sang [82], de facon
« mecanique » soit par des insectes piqueurs ou lors de soins vétérinaires [82]. EIAV

peut étre transmis par de gros insectes diptéres hématophages comme les tabanidés
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tels que tabanus ou mouches a cheval et chrysops ou mouches a cerf ou par les
mouches des écuries ou des étables (stomoxys calcitrans) lors de repas sanguins
interrompus [86]. Le virus ne se multiplie pas dans les cellules des insectes [183]. La
transmission iatrogéne se fait lors de soins vétérinaires avec utilisation de matériels
tels que aiguilles et instruments chirurgicaux non stériles et contaminés par du sang
infecté [51, 163]. Il n’existe pas d’évidence de transmission verticale de la jument au
poulain [67, 103] et la transmission par transfert d'embryons est considérée comme
nulle [6, 67]. Par contre, le passage par voie aérienne a été suggére lors d'épisodes

infectieux en Irlande [125].
1.2.2 EIAV et tropisme.

In vivo, les cibles d’EIAV sont principalement les monocytes et macrophages
[134, 177]. Le virus est détecté dans les tissus riches en macrophages soit la rate, le
foie, le poumon, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse [74]. L'infection des
monocytes du sang périphérique est non productive se limitant a I'infection virale
avec I'entrée du virus et la transcription inverse des ARN, mais sans réplication virale
[177, 178]. Leur différenciation en macrophages est requise pour activer la
réplication du virus [119, 177, 178]. EIAV infecte également les cellules endothéliales
[120, 135]. Nous avons décrit I'infection in vivo de cellules épithéliales bronchiolaires
et alvéolaires du poumon [11] associée a la présence de lésions de pneumopathie
interstitielle similaires a celles observées lors d’infection par d’autres lentivirus
comme FIV chez le chat [15], HIV chez I'enfant [210] ou SRLV chez les petits
ruminants [127]. In vitro, EIAV se répliqgue dans les macrophages équins dérivés de
monocytes sanguins, les macrophages tissulaires dérivés de rate ou de moelle
osseuse, les fibroblastes, quelques lignées cellulaires de fibroblastes transformées
d’origine canine ou féline, ou des cellules primaires foetales de rein d’origine équine
[101, 150].

[1.2.3  Réponse immunitaire de I’hbte

L’infection expérimentale d’'un poney par le virus EIAVpy entraine une réponse
immunitaire humorale et cellulaire [70] (Figure 13). Les anticorps de type IgG
(Immunoglobuline G) spécifiques de I'enveloppe et de la protéine de capside sont
produits pour atteindre un plateau vers trois mois (Figure 13). Les anticorps

neutralisants, bloquant I'entrée du virus dans les cellules lors des phases initiales de
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l'infection, apparaissent plus tardivement (N = 2,5 mois) (Figure 13). La réponse
immunitaire humorale évolue sur une période de maturation de 6 a 8 mois ou la
population des anticorps spécifiques de faible avidité, non neutralisants avec une
spécificité d’épitope linéaire prédominant évolue vers une population d’anticorps
d’avidité modérée a forte, neutralisants avec une spécificité d’épitope
conformationnel prédominant [70]. Les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de
'enveloppe sont produits rapidement [70]. L’établissement d'une réponse
immunitaire mature associant des taux élevés d’anticorps a haute avidité, dépendant
de la conformation et d’une réponse CTL forte coincide avec la résolution des

épisodes fébriles et le contrble de l'infection.
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Figure 13 : Maturation de la réponse immunitaire dirigée contre EIAV. Chez un poney
expérimentalement infecté par EIAVpy, la réponse immunitaire humorale et cellulaire évolue au
cours des 8-12 premiers mois et le développement d’épisodes fébriles (W) jusqu’a la mise en place
d’'une réponse immunitaire mature, caractérisée par des taux élevés d’anticorps (Ac) dirigés contre
CA (V) et Env (@), d’Ac neutralisants (- - -), de CTL anti-Env (#) et d’Ac dépendants de la
conformation de I'antigéne () et de forte avidité (A)[36, 70, 101].
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L’utilisation des chevaux de race arabe SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency) présentant un déficit immunitaire [193, 194] a permis de
comprendre l'effet des anticorps. Le syndrome SCID est une maladie autosomale,
récessive héréditaire qui apparait chez ~ 2,5 % des poulains arabes [154]. La
pathologie induite est liée a la mutation d’alléle codant pour la protéine DNA-PK
(DNA — dependant protein Kinase) indispensable pour la recombinaison V(D)J et
pour I'expression des récepteurs antigéniques sur les lymphocytes B et T. [154]. En
absence de ces récepteurs, les lymphocytes B et T ne se différencient pas [154].
L’'immunodéficience combinée sévére entraine une déficience du systéme
immunitaire, sans production d’anticorps ou de lymphocytes T cytotoxiques. Chez
ces chevaux immunodéficients, le transfert d’anticorps neutralisants spécifiques

confére une protection de I'animal contre I'infection par EIAV [193, 194].

Des chevaux infectés expérimentalement avec une souche virale EIAV
japonaise (V70) montrent une dérive antigénique du virus au cours du temps [90].
Les virus produits au cours des épisodes fébriles ne sont pas neutralisés par des
sérums précoces mais le sont par des sérums tardifs [90]. Des variations
antigéniques au niveau des glycoprotéines de surface de I'enveloppe [99]
apparaissent rapidement, ~ 15 jours aprés l'infection [146-148]. De facon analogue,
I'infection expérimentale par la souche EIAVyy, a permis de mettre en évidence un
mécanisme de persistance des rétrovirus par la génération de population de variant
[146].

[1.2.4  Diagnostic

Le diagnostic de l'infection d’'un cheval par EIAV repose sur le test de Coggins
[32], une immunodiffusion radiaire permettant la détection des anticorps dirigés
contre la capside p26 d’EIAV. Hormis ce test de référence, différents tests de type
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ont été développés, basés sur la
détection d’anticorps dirigés contre la capside p26 ou la glycoprotéine
transmembranaire gp45 [136]. Plus rapide et plus facile a mettre en ceuvre, les tests
ELISA sont plus sensibles que le test de Coggins. Une étude réalisée en ltalie sur
1102 chevaux associant le test de Coggins et un ELISA compétitif a établi que 5 %
des sérums testés positifs en ELISA compétitif, étaient négatifs en test de Coggins
[130]. La positivité de ces sérums a été confirmée par Western blot en utilisant des
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anticorps dirigés contre la protéine de capside p26 ou contre les glycoprotéines gp45
et ou gp90 [130]. De plus, sur 10 mulets testés séropositifs par ELISA ou immunoblot
en ltalie, la moitié étaient négatifs en test de Coggins [175]. Le diagnostic par test de
Coggins est donc insuffisamment sensible pour détecter tous les animaux
séropositifs [84, 131, 175]. En Italie, six kits ELISA ont été évalués sur 4 panels de
sérums, il présente 100 % de spécificité et de 98,2 a 100 % de sensibilité selon les
kits [131]. Un test ELISA par méthode indirecte a été validé selon les critéres de 'OIE
de 2010 en Italie utilisant un antigene chimérique gag et env permettant une
détection robuste, sensible (99.1 %) et spécifiqgue (100 %), permettant la mise en
évidence d’anticorps précoces [176]. Dans le cadre du programme national de
surveillance de I'anémie infectieuse équine en ltalie le diagnostic s’effectue selon un
systeme de tests a trois niveaux [84, 175] combinant le test de Coggins associé a un
test ELISA et un immunoblot avec une réactivité contre les protéines gp90, gp45 et
p26. Un test ELISA avec des anticorps qui détectent la protéine S2 d’EIAV a été
développé pour assurer une différenciation entre chevaux vaccinés et chevaux
infectés par EIAV car les tests classiques de référence détectent la protéine p26 de

la capside [88].

Le virus EIAV peut étre détecté dans les monocytes sanguins par PCR basée
sur 'amplification d’'une région du géene gag [195] ou du géne env [167]. Une RT-
PCR multiplex en temps réel a été décrite pour estimer la charge virale a partir ARN
viraux extraits de plasma [33]. Sur une cohorte de 62 échantillons de sang de
chevauy, il a été établi que la détection d’EIAV était plus sensible par PCR (85.5 %)
que par le test de Coggins (53 %) [195]. Sur la base de 59 chevaux testés en
Argentine, 50 % des chevaux séronégatifs portaient du génome viral d’EIAV [167].
Dans le cadre d’un programme de surveillance de 'anémie infectieuse équine, le test
de Coggins est donc insuffisamment sensible pour effectuer un contrdle efficace de
l'infection [84, 167, 175, 195].

11.2.5 Souches virales et variabilité génétique

Comme les virus a ARN, la plupart des rétrovirus présentent une trés forte
diversité de population virale [156]. Ainsi le taux de mutation des rétrovirus est tres
eleve, il varie de 0,05 a 1 mutation pour 10 000 bases et par cycle de réplication

selon le rétrovirus [156]. Les mutations peuvent étre des substitutions de base, des

24



Synthése bibliographique

réarrangements geneétiques (délétions et insertions) ou des recombinaisons [156]. La
variabilité est due a la reverse transcriptase qui n’a pas d’activité de correction 3’-5’
exonucléasique et qui présente un taux d’erreur élevé de substitution, d’addition et
de délétion de nucléotides compris entre 10 et 10° entrainant de nombreuses
mutations ponctuelles [123]. Les lentivirus se maintiennent sous forme de « quasi-
especes », définies comme des populations complexes de génomes viraux
apparentées mais génétiquement distincts [49, 109].

La variabilité est tres documentée pour le lentivirus HIV. Ainsi HIV-1 est divisé
en 4 groupes M, N, O et P et HIV-2 comporte 8 groupes A a H [75, 168]. Pour HIV-1,
seul le groupe M est responsable de la pandémie, il est subdivisé en 9 sous-types (A
a D, F a H, JetK) auguel on ajoute de nombreuses formes recombinantes
circulantes CRF (Circulating Recombinant Forms) et quelques formes uniques URF
(Unigue Recombinant Forms), ayant une répartition géographique différente [75,
168].

Hormis les erreurs commises par la reverse transcriptase, une part de la
diversité génétique des rétrovirus est due a la recombinaison [54]. Le taux de
recombinaison de HIV-1 est d’environ 2 a 3 événements de recombinaison par
génome et par cycle de réplication [87] La reverse transcriptase peut sauter d’un brin
matrice d’ARN a un autre et favoriser la recombinaison. La reverse transcriptase peut
se dissociée de la matrice ARN en moyenne 8 fois pour un génome de 10 000 bases
pour les rétrovirus et de 3 a 12 fois par génome et par cycle de réplication pour HIV-1
[54]. Cela engendre soit des insertions ou délétions si les deux brins sont identiques,
soit l'apparition de virus recombinants dans le cas de co-infections ou de
surinfections [54]. Une étude montre que le transfert de brin en systeme ARN
donneur et accepteur est plus efficace pour la reverse transcriptase d’HIV que pour
celle d’EIAV [169]. Pendant la synthése d’ADNc, la reverse transcriptase dégrade
'ARN donneur, la RNase H génére une série de coupures qui permet a 'ARN
accepteur de s’hybrider a ’'ADNc et se dissocié de 'ARN donneur clivé, la partie 5'
de 'ARN accepteur est ensuite copiée par la reverse transcriptase. Ainsi, il a été
déterminé que [efficacité de transfert passe de 5 a 21 % pour la reverse
transcriptase d’HIV alors qu’il n’évolue que de 3 a 6% pour celle d’EIAV selon le ratio
entre le brin ARN donneur et accepteur [169]. Cette différence d’efficacité de

transfert serait corrélée au fait que des coupures multiples ont pu étre déterminées
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pour HIV mais pour EIAV, une seule coupure a pu étre montrée [169]. Une autre
piste de variation génétique est I'hypermutation G» A (transition de base G vers A).
Cette hypermutation G»A a d’abord été décrite dans le rétrovirus SNV (spleen
necrosis virus) [145] puis dans le géene env de HIV [202] mais aussi pour EIAV [153].

La variabilité des régions env, rev et LTR d’EIAV a été explorée lors d’infection
expérimentale de poneys ou de chevaux [98, 99, 109]. Des variations ont été
retrouvées dans le géne rev avec une conservation du domaine d’activation [109]. Le
gene env est la région dans laquelle s’accumulent le plus de mutations de type
transitions, transversions, délétions, insertions. Au cours de l'infection chez un méme
animal les mutations ne sont pas réparties de facon aléatoire mais délimitent 8
régions variables V1 a V8 (Figure 14), avec notamment une région V3 hypervariable
comportant le PND (Principal Neutralizing Domain), essentielle pour la réponse
neutralisante [98] (Figure 14).

Organisation de la glycoprotéine de surface (SU) gp90 __.---.. o 90
Domaine variable

Domaine Constant

PND (Principal Neutralizing Domain)

Y Site potentiel de N-linked glycosylation
—
A Région Variable

Epitope neutralisant

Figure 14 : Régions hypervariables V1-V8 de la glycoprotéine de surface gp90 d’EIAV [100]

BN

Chaque épisode fébrile est associé a I'émergence de nouvelles « quasi-
especes » [98, 109, 207]. Au cours du stade asymptomatique, le virus continue son
évolution comme le montre la mise en évidence de virus distincts dans les
monocytes circulants en I'absence de signes cliniques [98, 99]. De facon
intéressante, il est possible de prévoir in silico le régions variables d’EIAV, mais aussi
d’HIV, SIV, FIV ou SRLV, en utilisant des algorithmes basés sur les chaines de
Markhov cachées, suggérant des signaux forts de variabilité identifiables par des

algorithmes non basés sur des alignements de séquences [10].

Diverses seéquences génomiques complétes ou partielles d’EIAV ont été

obtenues dans différents pays comme la souche hyper-virulente Nord-américaine
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EIAVwyo [34], la souche chinoise EIAV|ia [199] ou la souche japonaise EIAV vy, [58].
EIAVumya présente un pourcentage d’identité inférieur a 80 % avec les souches
EIAVwyo et EIAV ja sg. En 2006, 'lrlande a connu un épisode sévere d’infection par
EIAV qui a conduit & la mort ou 'euthanasie de 35 chevaux et poulains [162, 163]. La
séquence d’EIAV|,. obtenue provient des isolats d’'une jument et de trois poulains
avec un pourcentage d’identité > a 99 % et < de 80 % avec EIAVwy, et EIAV i, [163].
L’ analyse des génomes de la souche EIAV,, et des souches circulantes en lItalie &
la méme époque a permis d’établir un lien épidémiologique, avec ~ 99 %

d’homologie entre les génomes [21].

En conclusion, peu de souches EIAV circulantes ont pu étre caractérisées
moléculairement ne permettant pas d’établir la carte moléculaire des virus circulant

dans le monde et leur propagation dans les populations équines.

111.2.6 Vaccin

La stratégie de vaccination prophylactique passe par l'utilisation de vaccins
concus a partir d’agents pathogenes vivants atténués, morts inactivés ou
recombinant en utilisant diverses sous unités virales qui vont activer la réponse
immunitaire cellulaire et tumorale pour permettre a I'héte d’éliminer 'agent pathogéne
[132]. Chez 'homme, cette stratégie a été employée pour produire des vaccins a
partir de bactéries et quelques vaccins viraux contre le virus influenza (grippe), les

virus des hépatites A et B ou les rotavirus [132].

Les chevaux infectés par EIAV sont capables en quelques mois de contréler la
réplication virale, évoluant de la phase chronique associée aux épisodes fébriles vers
une phase asymptomatique sans signe cliniqgue en corrélation avec la maturation de
la réponse immunitaire. L’animal étant naturellement capable de contrdler la
réplication virale, les objectifs de la vaccination anti-EIAV sont de permettre le
développement d’une réponse immunitaire mature, protégeant I'animal. Chez les
équins, on note deux vaccins couramment utilisés contre le virus de la grippe équine
(equine influenza A virus) et contre EHV (equine herpes virus type 1 and 4) qui
entrainent une rhino-pneumonie [142]. Peu de vaccins ont pu étre développés contre
les rétrovirus. Ainsi aux USA, 4 vaccins sont commercialisés contre le rétrovirus

FeLV (Feline leukémia virus) [188]. FeLV est un onco-rétrovirus qui a une
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multiplication lente et un génome assez stable, ainsi la vaccination par un vaccin a
virus complet inactivé assure une bonne protection [144, 188]. Concernant les
lentivirus, de nombreux essais vaccinaux ont été développés pour HIV, mais aucun
n'assure de protection stérile [182]. Pour protéger les chats contre l'infection par le
lentivirus FIV, un vaccin est commercialisé, mais il ne protege que de ~ 50 % des cas
[95, 170]. Différents essais vaccinaux pour protéger les chevaux de linfection par
EIAV ont été développés en utilisant des vaccins vivants atténués [107, 111, 112,
185], inactivés (virus complet) [83], inactivés couplé a des particules [71], avec des
sous-unité purifieées [83], avec des protéines recombinantes [164, 206], ou 'ADN [35]
(Tableau 3). Un vaccin vivant atténué chinois a été développé a partir de la souche
EIAV Liaoning dans les années 70 [111, 112, 185] par passages successifs d’'une
souche pathogéne EIAV N4 Sur des anes pour obtenir une souche plus virulente
ElAVps1o et atténuation sur des macrophages d’anes afin d’obtenir la souche
vaccinale EIAVpLyi20 0u sur des cellules FDD (Fetal Donkey Dermal) pour développer
le vaccin EIAVeppyvis [111, 112, 116, 185]. L’accumulation de substituons/délétions
tout au long du génome viral dEIAVeppyi3 @ permis son atténuation [160]. Les
vaccins vivants atténués chinois assurent une protection supérieur a 80 % contre la
maladie par un challenge homologue ou hétérologue avec les souches chinoises de

Heilongjiang et Xinjiang et la plupart des souches américaines [160, 184, 185].

Plusieurs souches vaccinales ont permis une protection contre la maladie et le
virus par un challenge homologue a la souche vaccinale [107] : EIAVykas2 portant un
codon stop dans le gene accessoire S2 [41, 107], EIAVyukasaipu [41] portant une
double mutation dans S2 et la dUTPase et EIAVpg généré a partir de EIAVykas2 avec
une délétion spécifique de neuf nucléotides [43, 44, 46, 49]. La protection vaccinale
est atteinte six mois aprés la derniére injection du vaccin [41, 46]. Une infection avec
des souches virulentes EVO, EV6 ou EV13 divergentes respectivement de 0 %, 6 %
et 13 % sur 3 groupes de 8 poneys vaccinés préalablement avec EIAVpg ont
présenté une efficacité vaccinale de 100 % pour EVO, 60 % pour EV6, et seulement
50 % d’efficacité pour EV13 [44, 47, 49] montrant une protection uniguement contre
des souches homologues. Il a aussi été créé un vaccin contenant une enveloppe
consensus (ConD9) résultant de I'alignement de séquences de 90 isolats avec une
divergence de séquence dans I'enveloppe de 4%, 6% et 11% respectivement par
rapport aux souches EVO, EV6 et EV13 et d’un vaccin polyvalent de I'enveloppe
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(TriD9) qui provient du mélange de EIAVpg, EIAVeps et EIAVizpg, qui ont
respectivement 6% et 13 % de divergence par rapport a EIAVpg [49]. Les animaux
vaccinés avec ConD9 et TriD9 produisent un taux d’anticorps Env spécifiques tres
élevé mais ne sont pas protégés d’'un challenge avec EVyx (mélange de EVO, EV6 et
EV13) [49].

Un vaccin préparé en cellules d’insectes avec le systéme baculovirus contenant
les glycoprotéines gp90 recombinantes (rgp90) de EIAVpgr a été un échec avec
développement de la maladie voir méme une exacerbation des signes cliniques et

une augmentation de la réplication virale. [164, 206].

En conclusion, de nombreux essais vaccinaux ont été développés pour EIAV
(Tableau 3). La variabilité des rétrovirus [123] rend difficile 'obtention d’un vaccin qui
assure une protection stérile contre l'infection et contre la maladie. Pour EIAV, seul le
vaccin vivant atténué chinois assure une protection contre la maladie par challenge
homologue et hétérologue (Tableau 3) [111, 112, 184, 185]

29



Synthése bibliographique

Tableau 3 : Essais vaccinaux EIAV d’aprés [36] Les signes cliniques post vaccinaux sont gradués de g, +, +++ ol @ : pas de signes cliniques, + : idem
infection, +++ exacerbation. La protection est déterminée par rapport a un challenge vaccinal avec une souche Homologue (= souche vaccinale) ou
hétérologue (# souche vaccinale).

STATUT APRES CHALLENGE

SIGNE

r 1
1 1
1 1
] ]
1 1
1 1
TYPE DE VACCIN PROTECTION SOUCHE DE CHALLENGE REF
! CLINIQUES !
Virus complet inactivé avec formaldéhyde I [4] NON [4] I [83]
1 1
1 1
gp90 purifié: [4] Oul Homologue : [83]
1 1
Vaccin a ADN (codon-optimized EIAV SU) | + NON 2 I [35]
I I
Protéine virale couplée a des particules oxide de ferl + NON [%] I [71]
7] | 1
) ) N I
= gp90 recombinante en E. Coh: +H+++ NON [4] : [164]
S5
1 1
g gp90 recombinante en baculovirus} +[+++ NON [%] : [164, 206]
n I I
Lipopeptides (Gag, Pol, Env)I + NON a I [61]
1 1
Vaccin a ADN (gag p15/p26 + IL-2/plasmides I1gG) I +++ NON a I [122]
| |
1 1
‘g EIAV kapy délétion région codant DU I + NON %] I [108]
e ' |
T EIAVkas2 Inactivation SZ} o Ooul Homologue : [107]
= I |
o : o L " 1
-§ Vaccin « chinois » attenue: [4] Oul Homologue + Hétérologue I [111, 112, 184]
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IV  CONCLUSION

Par la réglementation imposée, EIAV est un virus d'impact en santé équine qui
nécessite la mise en place de mesures de prise en charge des animaux infectés, des
actions évitant la dissémination du virus entre pays et permettant le maintien de
statut indemne des animaux soumis aux échanges internationaux. Dans ce contexte
tres réglementé, la mise en place d'une prévention efficace de la transmission d’'EIAV

nécessite la connaissance des souches virales circulantes.

Bien que connu et étudié depuis des décennies, et contrairement a d’autres
lentivirus, dont HIV, pour lesquels de nombreuses souches circulantes ont pu étre
identifiées moléculairement, peu de données sont disponibles pour établir la nature
et la diversité génétiques d’EIAV a I'échelle mondiale. Ces connaissances sont
pourtant indispensables pour comprendre [|'apparition de nouveaux foyers
épidémiques. Dans ce contexte, 'un des objectifs de mon travail de recherche a été
de caractériser les souches d’EIAV circulantes responsables de foyers en Roumanie

et en France pour appréhender la cartographie d’EIAV en Europe.

De méme, alors que la transmission par le sang reste la voie d’infection la plus
décrite, les conditions de transfert du virus de I'animal infecté a I'animal naif n’ont été
que partiellement analysées. L’infection par voie aérienne a été suggérée lors
d'épisodes infectieux en Irlande [125]. Pour appréhender cette question, nous avons
analysé la présence d’EIAV et de lésions associées dans le poumon de chevaux

infectés.
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INTRODUCTION

EIAV a été rapporté dans de nombreux pays européens dont la Belgique, la
Bosnie, la Croatie, la France, la Grece, la Hongrie, I'lrlande, le Royaume Uni, la
France ou la Roumanie. L'intérét pour ce virus équin se renforce lors de foyers
épidémiques ayant un impact économique. Cependant, la surveillance de l'infection
et la nature des souches circulantes restent largement délaissées. Lors d’épisodes
au cours de la derniére décennie d’infections dans des pays tels que la Belgique ou
I'lrlande qui n’avaient pas de cas depuis plusieurs années, I'importation de produits
sanguins de Roumanie ou d’ltalie a été mise en cause. Outre la maladie, qu'il
engendre, EIAV porte un enjeu économique en limitant les mouvements d’animaux
et dans les cas d’infection imposant leur euthanasie. Face a ces enjeux, il est
important de connaitre les routes de circulation du virus entre les populations équines
et de caractériser les souches, notamment en Europe. Nous avons entrepris une
caractérisation moléculaire des souches d’EIAV a l'origine de foyers en France et en
Roumanie. La Roumanie a déployé un contrdle systématique des chevaux de moins
de 6 mois et testé la presque totalité de la population équine dans le cadre de son
plan « Eradication d’AIE en Roumanie », renforcé en 2010 [12]. Entre 1996 et 2013,
plus de 20 000 foyers d’EIAV ont été rapportés avec environ 50 000 chevaux infectés
et 15 000 chevaux euthanasiés [12]. A 'opposé de cette situation épidémiologique,

les cas reportés en France sont rares.

Au cours de ce projet, nous avons amplifié par PCR le génome d’EIAV a partir
d’échantillons de sang de chevaux roumains et francais. Nous avons amplifié le gene
gag et établi la phylogénie des souches circulantes. Nous avons établi que des
souches différentes circulaient dans les pays européens. Nous avons dérivé et mis

en évidence la réplication d’'une souche d’EIAV frangaise, EIAVEr147s.

Il MATERIELS ET METHODES

1.1 Matériel biologique

Du sang total a été récolté sur 75 chevaux séropositifs pour EIAV (tests de
Coggins réalisés par les Laboratoires Nationaux de Référence en France et en
Roumanie) dont 69 en Roumanie (Dr P. Bolfa, université vétérinaire de Cluj Napoca,
Roumanie) (Figure 15) et six en France (D" J.L. Cadoré, VetAgro Sup, Marcy I'étoile;
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D' Bardiés, Hippodrome Cagnes sur Mer, D" A. Hans, Dozulé, France) (Tableau 4).

UCRAINA

UNGARIA

-
MOLDOVA "
4

“~

YUGOSLAVIA

BULGARIA

Figure 15 : Provenance géographique des chevaux de Roumanie. Carte de la Roumanie
présentant la provenance géographique des échantillons de chevaux participant a notre étude (n =
39 provenant de Bistrita Nasaud et n = 30 provenant de la région ----) (adapté de
http://www.salutroumanie.com/cartes-roumanie.html).

Un préléevement de sang total a été collecté sur un cheval francais (# 2522)
séronégatif pour EIAV (P" J.L. Cadoré, VetAgro Sup, Marcy [I'Etoile). Des
prélevements de poumons ont été obtenus lors de nécropsies de deux chevaux
francais (# 2647 et # 2648) séronégatifs pour EIAV et collectés en milieu DMEM
additionné de 100 U/ml de pénicilline, 100 pg/ ml de streptomycine, 50 ug /ml de
gentamycine, 100 U/ml de nystatine, 2,5 ug/ml d’amphotéricine B.

1.2 Lignées cellulaires et dérivation de cellules primaires

Les fibroblastes ED (Equine Dermal) ont été fournis gracieusement par le Dr
Frank Cook (Gluck Equine Research Center, University of Kentucky, Lexington KY,
USA. lIs ont été cultives en milieu DMEM contenant 10% de sérum de veau feoetal

décomplémenté (GE Healthcare) a 37°C sous 5 % de CO, en atmosphére humide.

Les macrophages dérivés de monocytes sanguins ou eMDM (equine
Monocytes Derived Macrophages) ont été préparés a partir de sang total du cheval
1478 infecté par EIAV et du cheval # 2522 naif comme précédemment décrit [165]
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avec des modifications mineures. Brievement, apres centrifugation a 700 g pendant
30’ a 20°C, les cellules mononucléées du sang périphérique ont été récupérées et
diluées au 1/3 en PBS 1X stérile. Les cellules ont été séparées par centrifugation a
800 g, 45’ & 20°C sur « Histopaque® 1077 » (Sigma-Aldrich), lavées et centrifugées
en PBS 1X stérile. Les cellules ont été ensemencées en milieu DMEM additionné de
8 % de sérum de cheval décomplémenté (Biowest) sur boites de culture
préalablement traitées avec une matrice de 2 % de gélatine (Sigma-Aldrich) et
incubées une nuit a 37°C sous 5 % CO; en atmosphére humide. Aprés 24 heures,
les cellules non adhérentes ont été éliminées par aspiration et lavage avec du PBS
1X stérile. Les eMDM ont été observées quotidiennement et récoltées par traitement
avec un mélange 1:1 ’EDTA 10 mM en PBS 1X et de milieu DMEM additionné de 8
% de sérum de cheval décomplémenté (Biowest). Les cellules eMDM dérivées de
'animal 1478 séropositif pour EIAV ont été maintenues en culture 12 jours avec une

récolte de surnageant a 4, 8 et 12 jours.

Des cellules pulmonaires ont été dérivées comme précédemment décrit [5] des
chevaux # 2647 et # 2648, séronégatifs pour EIAV (Pr J.L. Cadoré). Brievement,
apres ringage avec du PBS 1X additionné de 100 U/ml de pénicilline, 100 pg/ ml de
streptomycine et de 2,5 ug/ml d’amphotéricine B, les poumons ont été disséqués
stérilement en retirant la plévre et les bronches, digérés 2 h a 37°C sous agitation en
milieu DMEM additionné de 1 mg/ml de protéase XIV (Sigma-Aldrich), 10 ug/ml de
DNase | (Sigma-Aldrich), 25 pg/ml de collagénase | (Sigma-Aldrich). Apres filtration
sur gaze stérile, les cellules ont été lavées en PBS 1X, centrifugées a 450 g pendant
10’ a 4°C, numérées, ensemencées sur plaques de culture 6 puits non traitées ou
préalablement traitées avec 10 pg/ml de fibronectine (Sigma-Aldrich), 40 pug/ml de
collagéne | (Sigma-Aldrich), 5 pg/ml de collagene IV (Sigma-Aldrich) et 10 ug/ml de
BSA (Sigma-Aldrich) a raison 2 x 10° cellules / puits et incubées a 37°C, 5 % de CO;
en atmosphére humide. Des cellules fibroblastiques pulmonaires équines ont été
obtenues a partir des poumons des chevaux # 2647 et # 2648 et maintenues en
culture en milieu DMEM contenant 10% de sérum de veau fecetal décomplémenté
(GE Healthcare) a 37°C sous 5 % de CO, en atmosphére humide. Les cellules ont
eété congelées en azote liquide en milieu contenant 95 % de sérum de cheval

décomplémenté (Biowest) et 5 % de DMSO (diméthylsulfoxyde) (Sigma-Aldrich).
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1.3 Amplification du génome d’EIAV

Les ADN ont été extraits du sang total et des cellules mononucléées du sang
périphérique de chevaux roumains et francais (Tableau 5) avec le kit « Quick DNA
Universel » (Zymo Research) selon les instructions du fournisseur. Les ADN ont été
verifiés par électrophorése, dosés et conservés a - 20°C. Les ADN ont été amplifies
dans les géenes gag, B actine ou TNFRSF14 par PCR simple ou nichée (Tableau 4).
Les amorces EIAV (Tableau 4) ont été définies sur la base de I'alignement multiples
de séquences d’origines géographiques diverses. Le génome viral a été amplifié
dans 25 pl final a raison de 100 ng d’ADN en présence de 0,2 uM de chaque
amorce, 0,2 mM de dNTP et de 0,5 a 1 unité denzyme Kapa Taqg (Cliniscience) ou
équivalent pour la détection et enzyme haute-fidélité pour le séquencage. Les
conditions d’amplification ont été adaptées a la composition des amorces et des
enzymes utilisées avec 15-30” a 50-60°C pour I'hybridation et 30” a 1'/kb a 72°C
pour I'élongation. Les produits d’amplification ont été contrélés par électrophorése
sur gel d’agarose en présence de « SYBR Safe DNA Gel Stain" 1X » (Life
Technologies) et visualisés sur plaque UV avec le logiciel Mega-Capt (Vilber Lourmat
France). Les gels dagarose ont été transférés sur membrane de nylon
« Amersham™ Hybond™-N+ » (GE Healthcare) en tampon SSC 20X (Euromedex)
par méthode sandwich apres incubation de 20 min en solution dénaturante (NaCl 1,5
M, NaOH 0,5 M) et de 20 min en solution neutralisante (Tris-Cl 0,5 M pH 7,2, NaCl
1M) sous agitation oscillante. Aprés 16 a 18 heures, les ADN ont été fixés 5 min sous
UV. Les membranes ont été incubées 16 a 18 heures avec 60 ng de sonde
EIAV"'®", correspondant & un fragment de 610 nucléotides (amorces EIAV 1/ EIAV
2 (Tableau 4)) dans le géene gag marqué avec de la digoxigénine avec le kit « Dig
Luminescent detection for nucleic acids » (Roche) selon les instructions du
fournisseur. Aprés lavage en tampon (0,1M d’acide maléique, 0,15 M NaCl, pH 7,5,
0,3% Tween 20) les hybridations ont été révélées par exposition d'un film

autoradiographique Blue devil (dominique Dutscher) pendant 30 a 60 minutes.
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Tableau 4 : Amorces utilisées pour amplification par PCR du génome d’EIAV. Les amorces

EIAV ont été positionnées par référence avec la séquence du clone moléculaire EIAV yx (Genbank

accession AF016316) [34]. Les amorces [3 actine ont été positionnées par rapport a la séquence

Genbank accession NM001081838 et TNFRSF14 par rapport a la séquence Genbank accession

NM001081907. * : Amorces utilisées pour le clonage avec le kit « CyClone Ligase-free Cloning ».
En rouge : séquence de référence sens ; en bleu : séquence de référence antisens

Amorce Géne Sequence (5'-3’) Position Orientation Tal_lle
amplicon
[ EIAV 3 ggctggaaacagaacttta 455-474 Sens
gag . 260 bp
EIAV 5 ccagtggagcattcggta 714-694 Antisens
EIAV 4 tgggtgaataccatacagac 504-523 Sens
gag . 211 bp
EIAV 5 ccagtggagcattcggta 714-694 Antisens
EIAV 1 gtaattgggcgctaagtctag 154-174 Sens
gag . 610 pb
EIAV 2 cctctaataaatcttgctgtce 763-742 Antisens
EIAV 85 gtcttctggaggtgttcecty 404-424 Sens
gag . 715 pb
EIAV 91 aggcccttgtggtggtge 1118-1100  Antisens
Z| EIAV 87 s gagaaggtgacggtacaag 491-510 Sens 506 o
| EIAV 90 989 stccaaaaatcgattcatttc 995974  Antisens P
EIAV 85 gtcttctggaggtgttectyg 405-424 Sens
gag . 1631 pb
EIAV 95 atattttaacctattataatgtge 2035-2012  Antisens
EIAV 87 gagaaggtgacggtacaag 491-510 Sens
gag . 1411 pb
EIAV 97 caaactgtccaggttgagat 1901-1882  Antisens
t
EIAV 110 * gerrgatategaattgagaagata 494 510 Sens
acggtacaag
gag 1447 pb
EIAV 111 * cegetctagaactagtggatceaa 1901.1882  Antisens
L actgtccaggttgagat
2 Gncbh . atgtgcaaggccggetteg Sens
g
‘© Gnc 6 R actine ttaatgtcacgcacgatttcce Antisens 580 pb
é Gnc 633 ccccaaatgcagtccaggtt 397-413 Sens
3 Gnc 634 TNFRSF14 cacactcggtgttttccgtyg 593-574 Antisens 197pb
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1.4 Clonage

Aprés purification sur gel avec le kit « Zymoclean™ Gel DNA Recovery » (Zymo
Research) selon les instructions du fournisseur, les produits d’amplification d’isolats
de 20 chevaux ont été clonés par recombinaison dans le plasmide pBluescript Il SK+
avec le kit « CyClone Ligase-free Cloning » (Jena Bioscience) (Figure 16) ou par
ligation TA avec le kit « pLUG-Prime » (iNtRON Biotechnology) selon les instructions
des fournisseurs. L’ADN plasmidique a été extrait avec le kit « Zyppy™ Plasmid
Miniprep » (Zymo Research) selon les instructions du fournisseur, dosé et contrélé
par digestion avec EcoRI (Fermentas) ou directement par PCR dans 25 pl final avec
les amorces EIAV 87 / EIAV 97 (Tableau 4) apres lyse bactérienne (10 min a 100°C).
Les clones ont été stockés en milieu LB (Luria-Bertani) additionné de 50 % de

glycérol a - 80°C.

AmpRpromoter

AMpR_

Fragment . . N
g Annealing Circularization

creation

Figure 16 : Clonage des produits PCR EIAV avec le kit « CyClone Ligase-free Cloning »
(Jena Bioscience). Les amplicon sont été clonés par recombinaison dans le plasmide pBluescript
SK+ (A) basé sur la reconnaissance de séquences (— et —B) présentes sur 'amplicon et le
plasmide (B).

[I.5 Séquencage et analyse

Un a cing clones par isolat d’EIAV ont été séquencés en double sens avec les

amorces universelles M13FOR (5-TGTAAAACGACGGCCAGTTGAAGGCACAGAAATGGA-3')
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et M13REV (5-CAGGAAACAGCTATGACCACCATTCTTCCTTTACTCC-3’) pour les amplicons
clonés en pLUG-Prime ou avec les amorces spécifiques (Tableau 4) pour les
amplicons clonés en pBluescript 1l SK+ (GATC Biotech). Les séquences ont été
assemblées avec le logiciel vector NTI Il (Invitrogen). Les alignements multiples ont
été générés avec louti MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-
Expectation) et les reconstructions phylogénétigues ont été générées avec la
méthode NJ (Neighbor-joining) avec un bootstrap de 1000 réplicats en utilisant le
logiciel MEGAX [94]. Les séquences des souches francaises (FR) ou roumaines
(ROM) ont été comparées aux séquences publiées provenant des USA (Genbank
accession AF016316) [34], du Canada (Genbank accession EF418582 a 418584)
[129], de Belgique (Genbank accession JX193071 et JX193072) [16], de Chine
(Genbank accession GU385365) [208], d’Allemagne (Genbank accession KF878267,
KF878268, KF878270 et KF878267), d’Irlande (Genbank accession JX480631)
[163], d’ltalie (Genbank accession EU240733, EU375543, EU741609 et GQ265785)
[20] et du Japon (Genbank accession JX003263) [58].

[1.6 Production de virus souche EIAVk et EIAVgr147s

Le virus EIAVgRr1478 @ €té récolté dans les surnageants des eMDM dérivées de
'animal 1478 séropositif pour EIAV. Le virus EIAVyk a été produit a partir du clone
moléculaire pEIAVyk contenant la totalité du génome viral de la souche EIAVpy
adaptée in vitro [22]. Les plasmides pEIAVyk ont été amplifiés en milieu LB (Luria-
Bertani) additionné de 20 ug/ml d’ampicilline (Invivogen) et purifiées avec le kit
« ZymoPure™ Plasmid Midiprep » (Zymo Research) selon les instructions du
fournisseur. L’ADN plasmidique a été dosé et contrélé par digestion avec des
enzymes de restriction. Les virus EIAVgr147g €t EIAVyk ont été produits par infection
des cellules eMDM 2522 avec une suspension virale en milieu DMEM additionné de
8% de sérum de cheval décomplémenté (Biowest) et de 10 pg/ml de polybrene
(Sigma). Apres 24 heures, les cellules ont été lavées puis les surnageants de culture

et les culots cellulaires ont été récoltés régulierement et stockés a - 80°C.

Les infections ont été réalisées sur les cellules fibroblastiques pulmonaires
equines 2647 et 2648 (EF.s47 et EF2648) avec une suspension virale d’EIAVggri147s OU
d’EIAVyk en milieu DMEM additionné de 8% de sérum de cheval décomplémenté

(Biowest) et de 10 pg/ml de polybrene (Sigma) a 37°C sous 5 % de CO; en
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atmosphere humide puis les cellules ont été observées et les surnageants de culture

et les culots cellulaires ont été récoltés régulierement et stockés a - 80°C.

Les ARN viraux ont été extraits avec le kit « ZR Viral RNA » (Zymo Research)
pour les surnageants cellulaires et avec le kit « PureLink RNA Mini » (Ambion) pour
les culots cellulaires selon les instructions des fournisseurs. Les ARN ont été traités
avec le kit « TURBO DNA-free™ » (Ambion) selon les instructions du fournisseur,
dosés et stockés a -80°C. Les ARN ont été rétro-transcrits en ADNc a raison d’un
volume d’ARN (correspondant a 200 pl de surnageant de culture) ou 500 a 1000 ng
d’ARN de culot cellulaire avec le kit « iScript™ cDNA Synthesis » (Biorad) selon les
instructions du fournisseur. La réplication virale a été contrdlée par amplification par
PCR des ADNc.

[I.7 Détection de la protéine de capside (CA)

Les protéines totales ont été purifiées a partir des surnageants concentrés et
des culots cellulaires avec le kit « M-PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent »
(Thermo Scientific), dosées avec le kit « Quick Start™ Bradford Protein Assay »
(BIO-RAD) selon les instructions des fournisseurs. Les protéines ont été séparées
sur gel SDS-Polyacrylamide 12% avec le kit « TGX™ FastCast™ Acrylamide » (BIO-
RAD), transférées sur membrane « Mini-PROTEAN® » avec le systéme « Trans-
Blot® Turbo™ Transfer » (BIO-RAD) selon les instructions des fournisseurs. La
protéine p26 de capside d'EIAV a été détectée par immunomarquage avec
'anticorps primaire anti EIAV Core Antigen (p26), clone EIAV 12E8.1 (Millipore),
dilué au 1/1000 et I'anticorps secondaire conjugué HRP Anti-Mouse IgG—Peroxidase
(Sigma-Aldrich) dilué au 1/30000. La B actine (contrdle cellulaire de charge en
protéine) a été détectée avec Ianticorps couplé HRP Monoclonal Anti-B-
Actin—Peroxidase antibody (Sigma-Aldrich) dilué au 1/50000. L'immunomarquage a
été détecté avec le réactif « SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate »
(Thermo Scientific). Un film autoradiographique Blue devil (dominique Dutscher) a
été exposé 5 a 60 min sur la membrane et développé avec une développeuse
« CAWOMAT 2000 » (WIROMA).
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Il RESULTATS

[11.1 Détection d’EIAV roumains et francais.

Une cohorte de 69 chevaux roumains collectés en 2007 et 2008 et six chevaux
francais collectés en 1998, 2005 et 2009 (Tableau 5) séropositifs pour EIAV, ont été
analysés pour la recherche du génome EIAV (Figure 17, tableau 5) avec des
amorces spécifiques du géne gag (Tableau 4) et confirmés par hybridation avec une
sonde marquée EIAVpj (Figure 17). Le génome d’EIAV a été détecté chez 77 % des
chevaux roumains et 100 % des chevaux francais (Tableau 5). L’absence de
génome d’EIAV détectable dans 23% des cas a été liee a la qualité du prélevement

et/ou la faible quantité de matériel génétique disponible.

Roumanie  France

I (@) D O
= 8 8 ¥ %
(a ~ ~ -~ ~
1 1 1 1 1 + -
¢
S| gag partiel - - 506 pb
e R
5[
s tiel
5 gag partiel - - 506 pb
I -

Figure 17 : Détection du génome d’EIAV. Des ADN extraits de sangs de chevaux francais et
roumains ont été amplifiés avec des amorces dans le géne gag d’EIAV. La spécificité des
amplicons a été confirmée par hybridation Les témoins de PCR sont des ADN positifs (+) ou
négatifs (-) pour EIAV. PM : marqueur de poids moléculaire.
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Tableau 5 : Détection du génome d’EIAV sur sangs de chevaux collectés en Roumanie et en
France. Les échantillons ont été collectés en Roumanie, dans la région de Transylvanie dans le
comté de Bistrita-Nasaud en octobre 2007 (1271 a 1288) et octobre 2008 (1446 a 1646) et en
France 1998 (860 et 983), 2005 (1029) et 2009 (1478, 1488 et 1489). La détection de génome
EIAV a été confirmée par PCR dans le géne gag. ? : donnée manquante ; 4 : male, @ : femelle ;
Pos : positif ; NEG: négatif

I
Cheval# Age Sexe  Localisation géographique Det:;E;EFEIAV : Cheval# Age Sexe Localisation géographique Det:c;:lgréEIAV
1211 1an & pPos 1851 ? ? pos
1213 4mois Pos 1852 ? ? " NEG
- RO/Mures/Viisoara ou
lgg 1521':155 © ROBistiaNasaudCete zig | lggi :, 3 ROBistrta-Nasaud gii
1280 T7ans 2 pos 1 1555 ? ? NEG
1282 13ans pos 1 1564 ? ? pos
1283 1/ans @ pPos 1 1565 ? ? pos
1284 3ans ¢ NEG 11566 ? ? pPos
1285 12ans @ i . Pos 11867 ? ? Pos
1285 Tans O RO/Bistrita-Nasaud/Dumitrita NEG i 1568 2 2 pos
1287 <1an @ pos ' 1569 ? ? NEG
1288 Hans 2 NEG ' 1570 27 NEG
1446 9ans 2 Pos P57 77 NEG
1447 Bans © pos ! 1572 702 pos
1448 10ans 2 pos : 1573 2 2 pos
1449 12ans 7 pos 1574 ? ? pos
1450 12ans © RO/Bistrita-Nasaud/Livezile pos ' 4575 9 9 pos
451 Tans O pos i o569 o  RUBsmaNasaudou pos
. ! RO/Salaj ou RO/Mures

1452 Yans < Pos ;o 1erT ? ? pPos
1453 Bans Pos ;1078 ? ? Pos
1465 10ans 7 Pos 1637 ?2 7 Pos
1456 Tans pos 1638 ? ? pos
1458 12ans & pPos 1639 ? ? pos
1459 10ans 2 RO/Bistita-Nasaud/Josenii Bargaului pos 1640 ? ? pos
1460 8ans ¢ pos 1641 ? ? pPos
1462 17ans 2 Pos 1 1642 ?20? Pos
1463 29ans 7 Pos 1 1643 ?2 7 Pos
11627 pos i 1644 2 9 Pos
1518 ? ? pPos I 1645 ? ? pos
1519 ? ? Pos I 1646 ? ? Pos
1520 ? ? pos ' 860 18ans © FR/Marcy I'étoile pos
1524 ? ? NEG P98 2ans © FR/Nord pPos
1527 ? ? Pos ' 1029 16ans 7 FR/Valde Marne Pos
1528 ? ? RO/Bistita-Nasaud NEG '1478 ND 7  FRiAlpes-Mariimes/Cagnes surmer pos
1533 ? ? pPos Y1488 17ans o . pos
1534 ? ? NEG ' 1489 9ans O FR/Calvados/Dozulé pos
1535 ? ? NEG .
1538 2 2 pos
1540 ? ? NEG :
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Pour les 22 chevaux roumains, positifs pour EIAV et pour lesquels les données
d’age (4 mois a 29 ans) et de sexe (10 males, 12 femelles) étaient disponibles
(Tableau 5), 'age moyen était de 9 ans et 4 mois. La moitié des chevaux positifs
pour EIAV avait entre 1 et 10 ans, 23% avaient entre 10 et 15 ans, et 14% plus de 15

ans (Figure 18) suggérant la circulation du virus dans la population équine,
indépendamment de I'age.
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Figure 18 : Répartition par 4ge de 22 isolats EIAV positif provenant de Roumanie. Les
résultats ont été stratifiés par classe d’age soit : <1 an, 1-10 ans, 10-15 ans, 15-20 ans, >20 ans.
Le graphique indique le nombre de chevaux EIAV"® (axe Y gauche) et le pourcentage de chevaux
EIAVFOS (axe Y droite)

De facon intéressante, nous avons donc détecté du génome viral dans le sang
circulant du cheval #1463 agé de 29 ans, séropositif asymptomatique (Tableau 5).
Les chevaux provenaient des communes de Cetate, Dumitrita, Livezile et Josenii
Bargaului dans le comté de Bistrita-Nasaud dans le Nord de la Roumanie (Figure 15,

tableau 5). En majorité, les chevaux positifs provenaient des communes de Livezile
(36 %) et Josenii Bargaului (32 %).
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[11.2 Circulation de souches génétiquement distinctes en
Europe
Tableau 6 : Echantillons séquencés dans le géne gag provenant de Roumanie (RO) et

de France (FR). Obtention (X) de la séquence partielle (MA/ CA ~500 pb) ou complete (MA/ CA/
NC/ p9 ~1500 pb)

Séquence gag

Localisation géographique

Virus # Age  Sexe (pays/département/ville) MA/CA MA/CA/
NC/p9
1446 9 ans Q RO/Bistrita-Nasaud/Livezile X
1455 10 ans 4 RO/Bistrita-Nasaud/Josenii Bargaului X
12;8 Z Z RO/Bistrita-Nasaud :
1554 ? ? RO/Mures/Viisoara X X
1564 ? ? X
1568 ? ? X X
1572 ? ? X
1574 ? ? RO/Bistrita-Nasaud ou X
1575 ? ? RO/Salaj ou X
1576 ? ? RO/Mures X
1640 ? ? X
1641 ? ? X
1644 ? ? X
860 18 ans 9 FR/Rhéne/Marcy I'étoile X
983 21 ans Q FR/Nord X
1029 16ans & FR/Val de Mame X
1478 ? ? FR/Alpes Maritimes/ Cagnes X X
Egg 197::: f FR/Calvados/Dozulé : )

Les séquences partielles (~500 pb, nt 495 a 992) de la souche de référence
EIAVyk, Genbank accession AF016316 [34]) de gag, comprenant la région codant la
matrice MA et partiellement la capside CA, ont été obtenues par ségquencage de
vingt isolats d’EIAV provenant de chevaux infectés isolés en Roumanie (14 souches)
ou en France (6 souches) (Tableau 6). Les amplicons ont été clonés et un minimum
de 5 clones ont été analysés pour évaluer la diversité intra-isolat. Seules les
séquences non redondantes ont été inclues dans les analyses. Les analyses ont été
réalisées avec le logiciel Mega X [94]. La phylogénie a été reconstruite par la
méthode Neighbor-Joining [171] et la valeur statistigue des embranchements
déterminée par boostrap, sur 1000 itérations. Les alignements des séquences
nucléotidiques et déduites en acides aminés ont ete réalisés avec MUSCLE (MUltiple
Sequence Comparison by Log-Expectation) et la divergence entre les souches a été

estimée avec le modeéle de correction de Poisson.
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Le calcul des distances génétiques a partir des séquences en nucléotides et
déduites en acides aminés (Figure 19) a permis d’établir la diversité des souches
d’EIAV circulant en Europe. En moyenne, les souches roumaines et frangaises
divergeaient entre elles de 19,7% en séquences nucléotidiqgues (15,1% en
séquences déduites en acides aminés), de ~26% (~21% en acides aminés) avec la
souche japonaise EIAVyya. et de ~20% (~14% en acides aminées) avec la souche
américaine (Figure 19A). L'analyse a permis de montrer que les souches frangaises
et roumaines étaient également divergentes des souches d’Europe, de Chine et
d’Amérique du nord (Figure 19).

France Roumanie
A. nt aa nt aa
Roumanie 19,7 151 - -
France - - 19,7 15,1
Belgique 221 14,3 241 16,3
Allemagne 213 17,5 216 18,3
talie 224 174 213 179
USA[ 209 13,3 201 15,1
Canada 19,9 145 223 171
Chine 216 15,8 210 17,0
Japon 258 20,6 26,0 216
B. 5, : 30+ -
28 28
27 @ nuckeotides 27| A nucléotides
26 O acides aminés ® 26| 4 acidesaminés &
25- 25
24 24 A
23 ° . 23
— 2 ° =22 A
€ L ° ¢ g A 4 A A
§ 201 o o °© 5204 , *
§ 194 § 19-
8 18- o 8 18 A A A
17- B 8 17 A A
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Figure 19 : Estimation de la divergence selon I’origine géographique des souches d’EIAV.
Les matrices de distances ont été calculées sur la base des séquences nucléotidiques et
déduites en acides aminés (A) et représentées (B) selon le pourcentage de divergence entre les
souches frangaise et roumaines et les séquences d’EIAV isolés en Amérique du Nord, Europe et
Asie en nucléotides (® A) ou déduites en acides aminées (O A).

Les isolats d’EIAV isolés en France et en Roumanie dans notre étude
appartiennent a des clusters phylogénétiguement distincts (Figure 20). Les isolats

francais étudiés correspondent & au moins trois foyers indépendants entre 1998 et
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2009. L’isolat EIAVEgress a été isolé en 1998 d’'une jument séropositive, identifiée en
Normandie et a été inoculé a la jument 860. L'analyse phylogénétique a montré que
les virus EIAVegrgss €t EIAVErgso €taient génétiquement apparentés et formaient un
méme cluster génétique avec la souche EIAVErio29 iSOl€e en 2005 (Figure 20). Les
isolats EIAVgRr148s €t EIAVER1489 COrrespondent a un foyer identifié en 2009 et sont

génétiquement proches (Figure 20).

Phylogénétiquement, les isolats roumains ne définissaient pas un cluster
homogene, mais étaient répartis dans plusieurs clusters génétiques distincts (Figure
20), non dépendants de la région de provenance, génétiquement apparentés aux
souches italiennes pour EIAVromises €t EIAVRoMm1576 € @aux souches chinoises pour
ElAVromisa0 €t EIAVRomis20. LeS autres souches roumaines formaient des clusters
distincts mettant en évidence la diversité des souches d’EIAV responsables de
I'épidémie en Roumanie entre 2007 et 2008. L’analyse des données de séquences
dans gag n’a pas permis de clairement discriminer les souches selon le pays ou le
continent d’origine (Amérique du Nord, Asie ou Europe) (Figure 20), suggérant la
circulation dans la population équine de multiples génotypes, notamment en Europe.
L’alignements des séquences nucléotidiques et déduites en acides aminés dans la
région du géne gag codant la matrice (Figure 21A) ou la capside (Figure 21B) a
permis de mettre en évidence une diversité notamment dans la partie 3’ codant la

matrice.

En résumé, I'analyse de la séquence partielle de gag de 20 isolats francais et
roumains et leur comparaison avec des souches déja décrites d’EIAV en Europe,
Amérique du Nord, ou Asie a permis de mettre en évidence la forte hétérogénéité
des souches d’EIAV circulantes et I'absence de clusters génétiques clairement
définis par l'origine géographique des animaux. Nous avons mis en évidence la
circulation en France et en Roumanie de nouveaux isolats, distincts génétiquement

de ceux rapportés a ce jour.

Figure 20 : Reconstruction phylogénétique a partir des séquences partielles du gene gag (~500 pb)
d’isolats d’EIAV géographiquement distincts. L’arbre a été construit avec les séquences nucléotidiques (A) et
déduites en acides aminés (B) d'isolats francais FR (®) et roumains ROM (A) par la méthode de Neighbor-Joining en
utilisant le logiciel Mega X [171]. La valeur statistique des embranchements a été déterminée par bootstrap sur 1000
itérations, elles sont indiquées en pourcentage a la racine des branches. Toutes les positions contenant des gaps ou

des données manquantes ont été éliminées. La souche EIAVyx (AF016316) a été utilisée comme racine de I'arbre. Des

séquences d’EIAV isolés en Europe, Amérique du Nord et Asie ont été inclues dans I'analyse ; elles sont identifiées par
le préfixe du pays (IRE : Ireland, GER : Germany, IT : Italy, BEL : Belgium, CHI : China ; JAP : Japan, CAN : Canada)

suivi du numéro d’acces Genbank
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A. Séquences nucléotidiques
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B. Séquences déduites en acides aminés
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Figure 21 : Alignement des séquences déduites en acides aminés d’isolats d’EIAV
géographiquement distincts. Les séquences déduites en acides aminés des isolats d’'EIAV
roumains (A) et francais (®) ont été alignées dans la région du géne gag codant pour la matrice
MA (A) et une partie de la capside CA (B) et comparées aux souches d’EIAV circulant en Europe,
Asie et Amérique du Nord. Seuls les acides différents de la souche de référence EIAV x USA
AF016316 (en rouge) sont montrés. Les gaps sont indiqués par (-)

[11.3 Diversité génétigue du gene gag des souches EIAV

Nous avons étendu I'analyse par le séquengage du géne gag complet (~1500
pb) des isolats francais EIAVgrisg9 €t EIAVEgria7s, €t roumains EIAVgromissa et
ElIAVromises. EN moyenne, les souches roumaines et frangaises divergeaient entre
elles de 18% en séquences nucléotidiques (17% en séquences déduites en acides
amineés), de ~26% (~22% en acides aminés) avec la souche japonaise EIAV iy, et de
~23% (~18.5% en acides aminés) avec la souche ameéricaine (Figure 22). L’analyse

a permis de montrer la circulation en France et en Roumanie de nouveaux génotypes
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d’EIAV. La reconstruction phylogénétique a partir des séquences nucléotidiques de

la totalité du géne gag soit ~1500 pb (Figure 23A) et déduites en acides aminés

(Figure 23B) a permis de mettre en évidence une répartition des especes virales

identiques a celles obtenues sur un fragment de gag restreint a la MA et a la CA
(Figure 23).
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Figure 22 : Estimation de la divergence selon I'origine géographique des souches d’EIAV.
Les matrices de distances ont été calculées sur la base des séquences nucléotidiques et déduites
en acides aminés (A) et représentées (B) selon le pourcentage de divergence entre les souches
francaise et roumaines et les séquences d’EIAV isolés en Amérique du Nord, Europe et Asie en
nucléotides (® A) ou déduites en acides aminées (O A).

Figure 23 : Reconstruction phylogénétique a partir des séguences complétes du gene gag (~1500
pb) d’isolats d’EIAV géographiquement distincts. L’arbre a été construit avec les séquences
nucléotidiques (A) et déduites en acides aminés (B) d’isolats frangais FR (®) et roumains ROM (A) par la
méthode de Neighbor-Joining en utilisant le logiciel Mega X [171]. La valeur statistique des
embranchements a été déterminée par bootstrap sur 1000 itérations, elles sont indiquées en pourcentage
a la racine des branches. Toutes les positions contenant des gaps ou des données manquantes ont été
éliminées. La souche EIAVy (AF016316) a été utilisée comme racine de I'arbre. Des séquences d’EIAV
isolés en Europe, Amérique du Nord et Asie ont été inclues dans I'analyse ; elles sont identifiées par le
préfixe du pays (IRE : Ireland, GER : Germany, IT : Italy, BEL : Belgium, CHI : China ; JAP : Japan, CAN :
Canada) suivi du numéro d’accés Genbank.
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A. Séquences nucléotidiques
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Les alignements des séquences déduites en acides aminés de MA (Figure
24A), CA (Figure 24B) et NC (Figure 24C) ont mis en évidence une répartition
hétérogéne des divergences entre des souches d’EIAV d'origine géographique
différente. La variabilité est restreinte pour la région de gag codant la capside (Figure
24B) notamment dans la région MHR (Major Homology Region) et les épitopes CTL-
EC3 et CTL-EC4. MHR est un motif conservé, requis pour l'assemblage des
rétrovirus [115, 159] et présent dans les souches d’EIAV décrites aux USA et
apparentétes a la souche Wyoming dEIAV avec la séquence
IRQG(A/V)KEPYPEF(V/I)DRLLSQI. La comparaison des séguences roumaines et
francaises de cette étude et de souches EIAV publiées a mis en évidence la
présence d’'une proline (P) en position 5 du motif MHR au lieu d’'une alanine (A). En
position 11, un acide aspartique D remplace I'acide glutamique, notamment dans les
souches francaises. Grace a cette étude, apportant des informations sur la
séquences des souches géographiques distinctes d’EIAV, nous proposons de retenir
la séquence consensus IRQGPKEPYP(E/D)F(V/I)DRLLSQI pour le motif MHR.

La variabilité dans la région de gag codant la nucléocapside (Figure 24C) est
limitée, notamment dans les régions ZBD (Zinc Binding Domain) connues pour se lier
aux acides nucléiques et pour I'encapsidation des ARN lors de I'assemblage du virus
[65]. Nous avons montré que la diversité était plus importante dans la région codant

pour MA (Figure 24A), notamment dans la région définie comme I'épitope CTL-ECL1.
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B. Capside CA p26
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C. Nucléocapside NC p11
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Figure 24 : Alignement des séquences déduites en acides aminés d’isolats d’EIAV
géographiquement distincts. Les séquences déduites en acides aminés des isolats d’EIAV roumains
(A) et francais (®) ont été alignées dans la région du géne gag codant codant pour MA (A), CA (B) et
NC (C) et comparées aux souches d’EIAV circulant en Europe, Asie et Amérique du Nord. Seuls les
acides différents de la souche de référence EIAVyx USA AF0.16316 (en rouge) sont montrés. Les gaps
sont indiqués par (-). Les épitopes CTL (CTL-EC) sont encadrés en bleu ; les motifs MHR (Major
Homology Region) et ZBD (Zinc Binding Domain) sont encadrés en rouge ; les cystéines C conservées
sont indiquées en orange.

La région de gag codant pour le « late domain », p9, indispensable au
bourgeonnement viral présente un niveau élevé de divergence entre les souches
avec ~47% de divergence entre les souches roumaines et francaise (Figure 25). Les
souches roumaines étaient les plus divergentes dans le « late domain » avec 85, 76,
56% de divergence en comparaison respectivement des souches américaines,
canadiennes et japonaises (Figures 25A et 25B). Globalement les souches
roumaines avaient de 62 a 76% de divergence avec les souches européennes, hors
France (Figures 25).

Le «late domain » des lentivirus contient un motif YPDL essentiel pour la
libération des particules virales par bourgeonnement a la membrane plasmique [26].
YPDL est conservé dans toutes les souches étudiées et est dupligué dans la souche
EIAVromissa (Figure 26).
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A.
France Roumanie
Roumanie 46,8 -
France - 46,8
Belgique 395 62,7
Allemagne 44 4 76,0
Italie 46,6 74,0
USA 73,6 85,5
Canada 57.3 76,1
Chine 449 498
Japon 571 56,5
B.
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Figure 25 : Estimation de la divergence dans le « late domain » p9 selon I'origine
géographique des souches d’EIAV. Les matrices de distances ont été calculées sur la base des
séquences déduites en acides aminés (A) et représentées (B) selon le pourcentage de divergence
entre les souches francaise (®) et roumaines (A) et les séquences d’EIAV isolés en Amérique du

Nord, Europe et Asie déduites en acides aminées
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A. Séquences nucléotidiques "Late Domain P3"
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Figure 26 : Alignement des séquences déduites en acides aminés dans le late domain p9. Les
séquences déduites en acides aminés des isolats d’EIAV roumains (®) et francais (A) ont été
alignées dans la région du géne gag codant p9 et comparées aux souches d’EIAV circulant en

Europe, Asie et Amérique du Nord. Seuls les acides différents de la souche de référence EIAV x USA
AF016316 (en rouge) sont montrés. Les gaps sont indiqués par (-). Le motif YPDL est encadré en

rouge

[11.4 Dérivation du clone biologique EIAVgr147s.

Le virus frangais EIAVeria7s @ €té dérivé in vitro directement

BN

a

partir de

macrophages dérivés de monocytes sanguins ou eMDM347g obtenus a partir de sang

total du cheval 1478 séropositif pour EIAV. Les surnageants ont été recoltés a 4 et 8

jours aprés la mise en culture. Le génome viral a été recherché par RT-PCR avec

des amorces localisées dans gag précédemment définies (Tableau 4) permettant
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efficacement I'amplification d’EIAV européens a partir de séquences obtenues au
laboratoire (Figure 27). Les ARN viraux €étaient présents dés quatre jours de culture
comme le montre la présence d’'un amplicon de 506 pb dans les surnageants (Figure
27). Les cellules eMDM du cheval 1478 séropositif étaient donc capables d’excréter

du virus EIAV in vitro

Les cellules 2522 eMDM ont été obtenues a partir du sang d’'un cheval
séronégatif pour EIAV. Ces cellules avaient une morphologie compatible avec les
macrophages dérivés de monocytes sanguins soit des cellules de grande taille,
adhérentes avec un cytoplasme large et multinucléées. Les cellules 2522 eMDM ont
été infectées avec des surnageants concentrés d’EIAVggri1478 provenant de cellules
eMDMay47s. La présence d’ARN viraux dans les surnageants des cellules 2522 eMDM
infectées a été détectée des quatre jours de culture (Figure 27). La souche virale non
adaptée EIAVgRr1478 S'est répliquée in vitro en cellules eMDM comme la souche virale

adaptée au laboratoire EIAVyk (Figure 27).

+ EIAVFRr1478 + EIAVuk

Figure 27 : EIAVrr1478 S€ réplique dans les cellules eMDM. Une région du gene gag d’EIAV a été
détectée par amplification RT-PCR dans les surnageants des cellules eMDM infectées par EIAVigi47g @
4 et 8 jours post infection. Un contréle d’infection a été effectué avec EIAVyx en eMDM 2522 a 4 jours
post infection. Les témoins de PCR sont des ADN positifs pour EIAV (+) ou négatifs pour EIAV (-). Une
migration des produits d’amplification a été effectuée par électrophorése sur gel d’agarose 2%. PM :
marqueur de poids moléculaire.

Les cellules eMDM sont difficiles a maintenir en culture et a préparer, nous
avons donc développé des fibroblastes équins a partir des poumons # 2647 et #
2648. lIs ont été dissociés et mis en culture. Les cellules présentaient un phénotype
epithélial macroscopique avec de petites cellules adjacentes, cubiques en filots. Elles
ont gardées une morphologie épithéliale, avec présence d’une double population

fibroblastigue et épithelioide, dés le premier passage, puis la population
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fibroblastigue avec un aspect fusiforme ou étoilée est devenue majoritaire. Les
cellules EF47 €t EF2645 (Equine Fibroblaste 2647 et 2648) ont pu étre amplifiées par
passages successifs. Elles se sont maintenues jusqu’au vingtiéme passage. Les
cellules fibroblastiques pulmonaires équines EFjs47 €t EF,648 CONServées en azote

liquide ont été décongelées régulierement et sont repartie a chaque décongélation.

EIAV utilise le récepteur ERL1 (Equine Lentivirus Receptor 1) pour entrer dans
les cellules, codé par le gene TNFRSF14 (tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 14) chez le cheval. Nous avons vérifié la présence du récepteur.
L’amplification par RT PCR a partir des ARN extraits des fibroblastes équins ED et
des cellules fibroblastiques pulmonaires équines EFoe47 €t EF2645 @ permis d’établir la
présence d’ARNm du récepteur ERL1 dans les cellules équines (Figure 28).

Cellules

EF2647

=
= 0
+ -

- - B
ERL1
a1 1 - R

Figure 28 : Expression de ’ARNm du récepteur ERL1 d’EIAV des cellules ED, des cellules
fibroblastiques pulmonaires équines EF,g47 et EFg4g. Détection de TARNmM du récepteur ERL1
par amplification par RT-PCR. Les témoins de PCR sont des ADN positifs pour ERL1 (+) ou
négatifs pour ERL1 (-). PM pour marqueur de poids moléculaire.

- EF2648

L’infection des cellules fibroblastiques pulmonaires équines EF,s47 €t EFge4g @
été réalisée avec la souche virale non adaptée EIAVeri1478 @insi qu’avec la souche
virale adaptée EIAVk (Figure 29) Les cellules ont été observées régulierement
(Figure 29). La morphologie et I'état des cellules fibroblastiques pulmonaires équines
EF,647 €t EF264g infectées par le virus sauvage EIAVer1478 N'a@ pas changé au cours
du temps et nous n‘avons pas observé de différence avec les fibroblastes non
infectés ni de différence avec les cellules fibroblastiques pulmonaires équines EF 47
et EFgs4g infectées par EIAVyk (Figure 29). EIAV n’a pas d’effet cytopathique sur les

fibroblastes pulmonaires.
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Figure 29 : Morphologie des cellules fibroblastiques pulmonaires équines EFg47 €t EF 4
infectés avec EIAVgr1478 OU EIAVyk Observés a 8 et 15 jours post infection (Jpi). Observation
des cellules au microscope inversé Evos Core (Ozyme) a I'objectif 4.

Nous avons analysé la réplication d’EIAVEri1478 Sur les fibroblastes pulmonaires
équins EF,s47 €t EFe48 par détection de ’ARN viral dans les cellules infectées et leur
surnageant par RT PCR. L’ARN viral est présent dans les fibroblastes EFe47 €t
EF2645 €t leur surnageant et la protéine p26 de la capside virale est aussi présente

dans le surnageant quinze jours apres infection (Figure 30).

Les cellules fibroblastigues pulmonaires équines EFjs47 €t EFs3 que nous
avons dérivées sont donc permissives a EIAV (Figure 28 et 30) ou les eMDM et sont
capables de supporter la réplication d’'une souche virale non adaptée (EIAVgria7s)

d’'une maniére identique a une souche virale adaptée en culture (EIAV ).
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Figure 30 : EIAVrr1478 Se réplique dans les cellules fibroblastiques pulmonaires équines EF,g47
et EFse48. Une région du géne gag d’EIAV a été détectée par amplification RT-PCR dans les cellules
(C) et dans les surnageants (S) des cellules EF2647 et EF2648 infectés par EIAVri478 @ 15 jours post
infection (A). La capside d’EIAV a été détectée dans les surnageants des cellules EF2647 et EF2648
infectés par EIAV a 15 jours post infection par immunomarquage de la protéine de capside p26
montrant la réplication du virus EIAVg147g in vitro. Un contrdle d’infection a été effectué avec EIAV
en cellules EF2647 et EF2648 a 15 jours post infection (B). Les témoins de PCR sont des ADN
positifs pour EIAV (+) ou négatifs pour EIAV (-).

La séquence consensus du géne gag de la souche EIAVEri1478  €té établie et a
eté comparée avec les séquences de référence publiées dans Genbank (Figure 22 a
26). La comparaison des séquences a permis de déterminer que la souche virale
EIAVER1478 COrrespondait a une souche virale distincte génétiguement présentant de
18 a 26 % de divergence en nucléotides (11 a 21 % en acides aminés) par rapport

aux souches d’Europe, de Chine, du Japon et d Amérique du Nord.
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IV DISCUSSION

Nous avons réalisé une étude a grande échelle sur 69 échantillons de sang
total et cellules mononuclées de sang périphérique provenant de chevaux roumains
séropositifs pour EIAV. La présence du gene gag du génome dEIAV a été
recherchée par amplification PCR ou RT-PCR. Les échantillons étaient issus du
programme national de surveillance instauré en Roumanie depuis 2006 par contréle
de tous les équidés [72, 175]. Les chevaux prélevés ne présentaient aucun signe
clinique d’AlE [12].

Dans notre étude, le génome d’EIAV a été retrouvé dans le sang circulant de 53
chevaux soit 77% des prélevements analysés ; ceci peut étre attribué a la qualité des
prélevements (certains anciens ou de volume faible) ou la faiblesse de la charge
virale circulante lors des phases asymptomatiques. Il a été décrit que la charge virale
d’EIAV dans le sang circulant de chevaux infectés expérimentalement en dehors des
épisodes cliniques était trés faible a indétectable [74]. Lors d’infections naturelles,
plusieurs études ont établi la difficulté de détecter le génome du virus dans le sang
circulant, le plasma ou les cellules mononuclées de sang périphériques sur des
chevaux asymptomatiques séropositifs : aucun prélevement positif par PCR pour une
étude réalisée en France sur 15 chevaux, [63], et moins de 30% de préléevements

positifs par PCR sur des études réalisées en Slovénie [92] ou en Mongolie [179].

Nous rapportons la détection de génome Jd’EIAV dans le sang chez des
chevaux « vieux » (>15 ans) [81] représentant 14% des chevaux positifs en PCR
parmi les 22 chevaux roumains séropositifs pour lesquels nous avions les données
d'age et de sexe. Le génome n’avait pas été détecté chez un cheval de 25 ans

séropositif depuis 15 ans, asymptomatique cliniguement [45].

Pour analyser la diversité des souches d’EIAV circulant en Europe, nous avons
cloné et séquence le géne gag d’EIAV d’isolats roumains ou francgais. Les séquences
nucléotidiqgues des souches frangaises et roumaines divergeaient de ~25% de la
souche de référence américaine EIAVyk ou de la souche japonaise EIAVyya (et de
~19% pour les séquences déduites en acides aminés), confirmant la circulation en
France et en Roumanie de nouveaux génotypes d’EIAV distincts des isolats
géographiques identifiés. De fagon intéressante, les isolats présents en France et en

Roumanie appartiennent a des clusters phylogénétiquement distincts. Les souches
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francaises les plus anciennes de 1998 et 2005 (EIAVgeo, 983 et 1020) fOrment un méme
cluster génétique, et les souches les plus récentes de 2009 (EIAV147s, 1488 et 1489) €N
forment un autre. Les isolats roumains ne définissent phylogénétiquement pas un
cluster homogéne. Nos résultats orientent vers I'évolution indépendant d’EIAV dans
les pays dont ils sont originaires et la non contamination des animaux avec une

souche spécifique d’un pays, tel que la Roumaine comme cela a pu étre suggére.

La capside des Retroviridae contient une région tres conservée nommeé MHR
(Major Homology Region) d’une taille de 20 acides aminés [191]. La séquence en
acide aminé proposée de MHR pour les virus apparentés a la souche américaine
EIAVwyoming (GenBank accession AF033820) est IRQG(A/V)KEPYPEF(V/I)DRLLSQI.
L’alignement des séquences déduites en acides aminés des EIAV roumains et
francais montre en position 5, la présence constante d’une proline (P) a la place
d’'une alanine (A) ou valine (V) et la présence d’'un acide aspartique (D) a la place
d’'un acide glutamique (E) en position 11. Les changements d’acides aminés en
position 5 et 11 avaient déja été observés sur la souche irlandaise et japonaise en
comparaison avec les souches ameéricaine EIAVwyoming €t chinoise EIAV jaoning [56].
Par notre étude sur 30 échantillons, nous pouvons confirmer la présence d’une
proline en position 5 et la présence soit d’'un acide aspartique soit d’'un acide
glutamique en position 11. Ainsi nous pourrions proposer la séquence suivante pour
MHR : IRQGPKEPYP(E/D)F(V/)DRLLSQI.

Les analyses des séquences déduites en acides aminés de souches d’EIAV
provenant de différentes régions confirment la présence d’'un motif YPDL dans le
« late domain» p9 localisé en partie terminale de gag[157]. L’isolat EIAVRromis54
possede deux motifs YPDL, jamais rapportés dans la littérature ; Nous avons mis en
évidence la présence d’une insertion de six acides aminés (G Q (Aou T) (Rou K) R

L) encadrée par deux motifs.

Divers épitopes reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques ou CTL-EC
(Cytotoxic T Lymphocytes - Epitope Cluster) ont été mis en évidence dans la matrice
avec CTL-EC1 et CTL-EC2 et la capside avec CTL-EC3 et CTL-EC4 [129]. Les
épitopes CTL-EC1, 3 et 4 possedent chacun une séquence peptidiqgue conservée,
optimale pour se liant aux CTL [28], alors que CTL-EC2 est un domaine
hypervariable [129]. Ces épitopes sont conserveés dans les souches frangaises et

roumaines que nous avons étudiées.
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Outre les informations génétiques nous permettant de caractériser les EIAV
circulant en Europe, nous avons entrepris la dérivation d’un clone moléculaire
infectieux d’EIAV. A partir de la mise en culture in vitro de macrophages dérivés de
monocytes sanguins, nous avons isolé le virus EIAVEr1478, NON adapté au laboratoire
par passage successifs sur des cellules différentes des cellules cibles in vivo,
réplicatif sur les fibroblastes pulmonaires équines EFs47 €t EF2645. Ce virus isolé d’un
cheval francais naturellement infecté par EIAV constitue la premiere souche isolée
d’EIAV Francais. Il existe peu de souches non adaptées d’EIAV. La plupart des EIAV
réplicatifs in vitro dérivent de la souche hypervirulente américaine EIAV,y, ou des
souches vaccinales chinoises [111, 112, 116, 185] par passages réitérés in vitro sur
cellules [149]. Le maintien en culture a atténué cette souche modifiant ses propriétés

in vitro et in vivo [100]

En conclusion, nous avons établi le degré de diversité génétique des EIAV
circulant en Europe et montré que des clusters indépendants de virus évoluaient
dans les pays. Nous n’avons pas mis en évidence une origine Roumaine des
souches Européennes, suggérant un cloisonnement des populations virales, sans
évidence (dans la limite du nombre de souches analysées) de contamination

roumaine en France.
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INTRODUCTION

L’AIE associe différents symptémes dont une hyperthermie associée a une
thrombocytopénie, un amaigrissement, une splénomeégalie et des pétéchies [101].
L’infection expérimentale par EIAV se caractérise par I'évolution d’un stade aigu vers
un stade chronique a un stade asymptomatique pendant lequel les équidés bien
gu’infectés a vie ne présentent plus de manifestation clinique [101]. Les équidés
restent néanmoins infectieux [40, 45, 201] et sont des réservoirs potentiels pour la
transmission aux équidés naifs et ainsi la maladie se propage encore chez les
chevaux. L'infection par EIAV est endémique pour les chevaux du monde entier [20].
On a peu de connaissance sur les origines et la propagation pandémique des virus
[17].

Une réplication virale d’EIAV a été détectée dans les tissus riches en
macrophages soit la rate, le foie, le poumon, les ganglions lymphatiques et la moelle
osseuse [74]. EIAV comme tous les lentivirus, se réplique dans les macrophages
[100, 166]. EIAV infecte également les cellules endothéliales puisque les ARN viraux

de I'EIAV ont été détectés chez les chevaux infectés expérimentalement [120, 135] .

Nous avons émis I'hypothése que EIAV peut induire des Iésions pulmonaires
comme chez d’autre lentivirus avec l'observation de lésions de pneumopathie
interstitielle chez le chat infecté par FIV [15], I'enfant infecté HIV [210], le mouton ou
la chévre infecté par SRLV [102, 127]. Pour cela, nous avons caractérisé les lésions
pulmonaires de 93 chevaux provenant de Roumanie ou de France (79 chevaux
seropositifs pour EIAV et 14 chevaux séronégatifs).

Pour évaluer la sévérité des Iésions pulmonaires, nous avons utilisé un systeme
de gradation [76].

Les lésions ont d’abord été classées selon trois types :
- (A) Infiltration des lymphocytes,

- (B) Inflammation (péri) bronchiolaire,

- (C) Epaississement des septa alvéolaires.

Dans chaque type, plusieurs grades ont été définit :

- (A) : présence ou absence de cellules inflammatoires dans le parenchyme
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pulmonaire

- (B) : O pour aucunes lésions, | pour inflammation lymphocytaire Iégéere autour
de la bronchiole, Il pour inflammation lymphocytaire modérée autour de la bronchiole
et de la paroi interne (hyperplasie de I'’épithélium bronchiolaire), 11l pour inflammation
lymphocytaire modérée a sévére (destruction partielle de I'épithélium bronchiolaire,
cellules musculaires péri bronchiolaires plus visible et IV pour destruction de la
lumiere de I'épithélium bronchiolaire qui est remplacé par des couches fibreuses ou

musculaires avec ou sans cellules inflammatoire.

- (C) I'épaississement des septa alvéolaires est évalué en fonction du degré
d’accumulation interstitielle des cellules inflammatoires et exsudats. 0 s’il n'y a pas
de changement, | si leucocytes interstitielles multifocaux sans exsudat protéique, Il si
zones de confluence d'’infiltration des leucocytes multifocales ou intermittentes avec
ou sans exsudats protéigues. Il si zones confluentes d’épaississement des septa

alvéolaires avec leucocytes et exsudats protéiques

Enfin un score histologique de pathologie pulmonaire est calculé a 'aide de la

formule suivante (B+C) /2. Pour un score compris entre 0 et 0,4 on considére qu'il n’y
a pas de lésion, entre 0,5 et 1,4 présence de lésions légeres, entre 1,5 et 2,4 |ésions

modérées et un score supérieur a 2,4 nous concluons a des lésions séveéres.

Nous avons observé des lésions pulmonaires chez les chevaux infectés par
EIAV ainsi que la présence de la capside d’EIAV dans les cellules épithéliales

pulmonaires.
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Abstract

observed.

El& (Equine Infectious Anemia) is a blood-borme disease primarily transmitted by haematophagous insects or
reedle punctures. Other routes of transmission have been poorly explored. We evaluated the potential of EI&Y
([Equine Infectiows Anemia Vires) 1o induce pulmaonary lesions in naturally infected equids. Lungs from 77 ELAY
seropositive harses have been collected in Fomania and France. Three types of lesions have been scored an
paraffin-embedded lungs: lymphocyte infiltration, bronchiolar inflammation, and thickness of the abveolar septa.
Expression of the p26 ELAY capsid (CA) protein has been evaluated by immunostaining. Compared to BlAV=negative
horses, 52% of the ElAV-pasitive harses displayed a miild inflammation around the bronchioles, 229 had a moderate
irflarmmation with inflammatory cells inside the wall and epithefial bronchiolar hyperplasia and 6.5% had a moderate
severe inflammation, with destruction of the bronchiolar epithelium and accumulation of smooth muscle cells within
the pulmonary parerchyma. Charges in the thickness of the alveolar septa were also present. Expression of EIAY capsid
has been evidencad in macrophages, endathelial as well as in alveolar and bronchiolar epithelial cells, as determined
by their morphalegy and localization. To summarize, we found lesions of interstitial lung disease similar to that
observed during ather lentiviral infections swch as FIV in cats, SELY in sheep and goats or HIV in children. The presence
of El&Y capsid in lung epithelial cells suggests that EIAY might be resporsible for the broncha-interstitial damages

Introduction

Equine Infections Anemia Virus (EIAV) is a retrovirus be-
longing to the lentivims genus, which infects equids world-
wide (reviewed in [1]). Persistent infection is characterized
by recurring viremic febrile episodes. Clinical signs of ELA
(Equine Infections Anemia), the EIAV-induced disease, are
variable although infected equids often experience acute
febrile episodes with concomitant thrombocytopenia and
wasting syndrome followed by a chronic stage character-
ized by recurring disease episodes. In most cases, these fe-
brilz episodes eventually cease and despite remaining
persistently infected the animals enter a prolonged phase
with no overt clinical signs (reviewed in [1]). These in-
apparent carriers are potential reservoirs for transmission

b meaive equids. Despite a sanitary policy including culling
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Wniversité Lyan 1, Lyon, France
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of the seropositive animals and serological survey of all the
in-contact horses, the disease still spreads among horses.

ELAY imfection is endemic in horse populations through-
out the woeld [2] including recent outhreaks in Belgium,
Germany, Greece, France, Italy, Romania and UK (source
OIE reports). Romania had to deal with more than 10 000
infected horses over the 2009-2012 period [3]. Relatively
little is known about the origins, the viral characterization
and the pandemic spread of the vimses [4,5].

In experimentally-infected equids, active viral replication
has been detected in various tissues such as spleen, liver,
long, lymiph nodes or bone marrow (reviewed in [1]), and
viral tropism for mononuclear phagocytes is widely ac-
cepted. As for other human and animal lentiviruses, the
cells of the monocytefmacrophage lineage represent the
main targets of ELAV in wive, supporting active viral repli-
cation during clinical and subclinical infection [&8]. ELAV
viral RNAs have been also detected in vascular endothelial
cells in experimentally infected horses during the acute

© 2013 Balfa et al; lcorare Boked Cenial Lid. This i an open access anicle disibined under the wims of che Creatie
Cormimode Amwibution Lioense [hipe'Sonerihacommon o Boen seofow' ), which permis uniesimcnd use, d simitutan, and
HproduTion in oy mscium, oo the original work | propery doed.
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phase [7]. W recently demonstrated that EIAV is involved
in the development of axidative stress in horses [8].

We hypothesized that, as demonstrated with ather len-
tiviruses, EIAYV may induced specific lung lesions. We
systematically characterized lung lesions from paraffin
embedded sections collected from 93 Romanian and
French horses. We stained the lung for the expression of
EIAV p26 capsid protein. In this study we described for
the first time an interstitial lung disease in EIAV infected
horses as well as infection of lung epithelial cells.

Materials and methods
Animal source and tissue specimens
Lungs from 93 horses have been collected for this study.
Seventy nine lungs (# 1 to 79) came from ELAV-positive
(ELAVTYS) horses, mean 1065 years (+ 5.43) and from
14 EIAN-negative (ELA horses (# B0 to 93), mean age
9.73 years (+ 5.14). Among the EIAV™™ horses, 77 (31 fe-
males and 46 males, mean age 1058 years (+ 5.47)) have
been collected in Romania {-rom) from October 2010 to
May 2011. They were serologically positive for ELAV as
confirmed by agar gel immunodiffusion test (AGID) or
Coggins test (ELA Kit No. 119, Pasteur Institute] performed
by regional reference laboratories across the country in the
context of the wide range Mational survey of EIAV in-
fection among farm horses. Positive animals have been put
to death according to the national plan for eradication of
ElA in Romania (Order No. 5200062010, ANSVSA
Bucharest, Romania). At that time, none of these animals
displayed clinical signs of EIA nor pulmonary disease as
assessed by a rapid examination; importantly no biologi-
cal parameters (body temperature or blood cell counts)
have been collected. Lungs from 2 EIAV™™ French horses
(78-fr, 10 year-old female and 79-fr, 16-year ald male) have
been collected on April 2005 (kindly provided by Dr Stephan
Fientara, Veterinary school, Maisons-Alfort, France).
Fourteen EIAVM® horses, 7 males and 7 females
(mean age 9.92 (£ 4.94)), have been collected in France
(-fr) and Romania (-rom). Five of these came from
Romanian slaughterhouses (3 females and 2 males, mean
age S.00 years (+ 6.06)) and nine French horses (mean
age 10.14 years (x 5.01)} have been put to death at the
Veterinary School of Lyon for colic (n=6), septic shock
(=2} or inguinal abscess {n=1). While the EIAV sero-
logical status has been confirmed for the Romanian ani-
muals, none of the French horses have been serologically
tested for EIAV. France does not have a wide range MNa-
tional survey of ELAV infection and the AGID is only per-
formed for suspected animals presenting with clinical
signs relevant to EIA or on “in-contact” animals with an
already confirmed ELAV™ animal. But importantly, none
of the French EIAVMES horses had symptoms associated
with EIAV and the prevalence in France being low, we
considered these animals EIAV*™ and associated them to
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the Romanian EIAVY®S horses to constitute the control
Lrodp.

Pathology
Lungs were sampled from the mid dorsal part of the caudal

Iobe. Samples were fixed in 10% neutral buffered formalin
fior at least 24 h at 4 °C, dehydrated in ascending concen-
trations (70, 95 and 100%) of ethanol, cleared in xylene,
and embedded in Histowax (Histo-Lab. Ltd, Gothenburg,
Sweden). Five pm thick serial sections were cut, deparaffi-
nized, rehydrated with water in descending concentrations
of ethanol {100, 95 and 70%) and used for HE (hematoxoylin
and eosin) staining. Tissues were ohserved under a light
microscope and a score was assigned according to the se-
verity of the lesions, by blinded reading of the lung slides,
accordingly to previously reported studies on the SRLV-
induced interstitial lung disease in sheep [9-11]. Three
types of lesions have been evaluated: lymphocyte infiltra-
tion Le. presence or absence of inflammatory cells in the
lnng parenchyma [A], (perijbronchiolar inflimmation [B]
and thickness of the alveolar septa [C]. The bronchiolar in-
flammation was evaluated per ten random microscopic
fields using a magnification of X100 and included five cat-
egories: "7 fior no lesions; “17 for mild lymphocyte inflam-
mation around bronchiole; “11° for moderate mphocyte
infiltration around bronchicle and inside wall, epithelial
bronchiolar hyperplasia; “TII° for moderate to severe
lymphocyte infiltration, partial destruction of bronchiolar
epithelium, peribronchiolar muscle cells more visible and
“TV" for destruction of bronchiolar lumen or epithelium re-
placed by fibrous/muscular layers with or without inflam-
matory cells The thickening of the alveolar septa was
evaluated according to the degree of interstitial accumula-
tion of inflammatory cells and exudate and included four
categaories: “07 for no change, *I" for multifocal interstitial
leukocytes without protein exudate, 11" for multifocal and
intermittent confluent areas of leukocyte infiltration, with
or without interstitial protein exudates and “TI1" for conflu-
ent areas of alveolar septal thickening with leukocytes and
protein exudates.

For each horse, a lung pathology score was estimated
using the [(B + C)i2] formula taking into account the se-
verity of (perijbronchiolar inflammation [B] and thick-
ness of the alveolar septa [C] as previously reported
[3-11]. This score was used to sort the horses according
to the severity of the observed lung pathology where O
to 0.4 means lesions, 0.5 to 1.4 defined mild lesions, 1.5
to 2.4 defined moderate lesions and >2.4 defines severe
lesions.

Expression of aSMA and p26 EIAV capsid [CA) evaluated
by immunofluorescence on lung tissues

Four pm thick sections from paraffin embedded lungs
were cut and placed on superfrost glass slides. All
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sections were dewaxed in 3 sequential 10-min xylene
washes and rehydrated through 100%, 90% and 75% etha-
nol baths. Tissues were rinsed with tap water and PBS for
30 min and blocked with 5% normal horse serum, 1%
bovine serum albumin in PBS for 30 min at room

Page 3 of 9

PBS. After overnight incubation at 4 °C, tissue sections
were rinsed twice with PBS and incubated for 30 min, in
the dark, with 1/500 dilution of goat anti-mouse IgG
Dylight488 (Eurobio) or goat anti-mouse IgG Dylight 594
(Eurobio). Tissue sections were rapidly rinsed twice with

PBS and incubated with DAPI (Fluka) for 10 min at room
temperature in the dark. Sections were rinsed twice with
PBS and covered with fluoromount before microscopic
examination.

temperature. The mouse anti-aSMA (alpha Smooth
Muscle Actin) (Sigma) and the mouse anti-EIAV core
antigen p26 (clone EIAV 12E8.1 MABI10206, Millipore)
antibodies were respectively diluted at 1/500 and 1/50 in

f S50

Figure 1 Grading of the histological lesions from lung sections. A. Absance of histological lesion in the lung parenchyma of an EIAVE®
mwmammuwmmmWmuimmumammmuwnq&
accurmulation with mild thickering of the interobulsr sapta. € Moderte leions in ELAV™ horss (§7841) with accurmulistion of lymphocytes within the
sapta and modente thickening of the alveolsr walls, D, Severe lesions of imerstitid preunania in BV horss (§ 2-ram) with pedtronchilar ymphocyte
infikration, partial destruction of bronchiolyr epithelium, peritronchiolsr accurmuistion of smooth muscle cells and thickening and partial destruction of the
aheolsr septal leukooyte eudate. () Interstitil hmphocyte accumulation; (#) thickening of the intedobular septs; (=9) destruction of shvediar walls; (A)
peritronchioky accumulation of smooth musde cells; & alveol; br bronchicle.
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Western blot detection of p26

Splenic tissues from an non-infected and a naturally
ElAV-infected French mare were lysed in 05 M Tris
pH 80, 10% glycerol, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
5 mM EDTA, 1 mM NagVQa 1 mM PMSE 10 mg/mL
leupeptin, 10 mgfml, homogenized with the “Fastprep
gystem device” ((Qbiogene) and incubated for 30 min an
ice. Forty pg of proteins were separated on a 15% SDS
PAGE and transferred onto a 0.2-mM nitrocellulose mem-
brane {Biorad). The membranes were pre-incubated with
TSET (25 mM Tris pH 7.6: 0.15 M NaCl; 0.05% Tween
20} containing 5% non-fat dry milk for 1 h at room
temperature. After three washes in TSET, the membrane
was incubated for 1 h at room temperature with a 171000
dilution of the anti-p36 antibody, washed in TBST and in-
cubated for an houwr at roem temperature with a 1030 000
dilution of the anti-mouse IgG {(whole molecule)-peroxi-
dase antibody (Sigma). The immunoreactive bands were de-
tected using the “Supersignal West Pico™ reagent {Perbio).

Results
Lesions consistent with interstitial lung disease are
present in EIAV*™ horses
I contrast to the ELAVSS horses [F:igure 1A), 52% af the
ELAV™™ horses displayed a mild inflammation around the
bronchioles (Figure 1E), 21.5% had moderare inflammation
with inflammatory cells inside the alveolar wall and areas of
epithelial bronchiolar hyperplasia (Figure 1C), and 6.3%
had moderate to severe inflammation, with destruction of
the bronchiolar epithelinum and accumulation of smooth
muscle cells (Figure 10). Severe inflammation was present
only in one horse (#16-rom) with absence of bronchial epi-
thelium, replaced by Ehrmnusmﬂml:;gsunm-dlspﬂsed
inflammatory cells. Among the ELAVS horses only 3 of
the 15 animals (214%) presented with mild inflammatory
changes in the {perijbronchiclar area. Changes in the thick-
ness of the alveolar septa were present in the ELAV"™ ani-
mals. Considering this group, over 40% presented with
multiple foci of mainly mononudear cells in the septa and
26.6% displayed multifocal and intermittent confluent areas
of leukocyte infiltration, without interstitial protein exudate.
Among these EIAV™™ horses, 30% had no change regard-
ing the thickness of septa. Except for one horse showing
limited thickness and mononuclear cell infiltration into the
septa, lesions were absent in the ELAV™S control group.
Taking together, pulmonary lesions characterized by
lymphocyte infiltration, (perijbronchiolar inflammation
and thickness of the septa were present in most EIAV™™
horses (Table 1, Figure 1). Only mild lesions of bronchi-
olar or peribronchiolar inflammation and limited thick-
ness of the alveolar septa have been observed in the
EIAVH¥ES animals. After the blind observation of all the
93 lung sections and the determination of the histo-
logical score defined by [{bronchiolar/peribronchiolar
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Table 1 Grading of the pulmonary lesions.
Type of lesion Number of cases
ELVT  EIAV™™
o Absence: 14 1
[A] Lymphocyte infiltration —— a8 3
Grade
Ji] 15 n
1 a1 3
[B] [Pesijbeomchiolar inflammation ] 17 a
N 5 a
1 Ji]
Ji] 24 13
_ [ 34 1
[C] Thickre=ss, of the s=pta 7 o
N o a
Histalogical scoee® [[B + (2]
Mo besiare 0 -0 13 11
Ml leticires | {5-1.4) 35 K]
Moderate leions I{15-24) i Ji]
Severe lesions I [=2.4) 4 a
Mean Loome 1.09 L

Pubmanary lesions have been blindly abserved and graded acoo

thir seenity from ElAN-posithe E1AV) and EMVnegative EIAVS) homas.
&) described the peesence of Infilrating lymohocytes. (8] described the type
and the severity of (peri) bronchiolar inflammantion; |C] desoribed the thickness of
the septa and its severity; * total histological soore was caloalated using the
[8 + CI¥2] formula The histological score allows the ranking of the pulmonary
disaxte whise 0 1004 maans no ksions, 05 1.4 mild ksions, 1524 moderace
leshond and =24 severs leiona.

inflammation + thickness of the alveolar septa)/2], 83%
of the EIAV™ horses developed mild to severe lung le-
sions defined by a score above 0.4 In contrast, only 21%
of animals from the EIAVM®S group had mild lesions
with a score under 1.5, with no animal with moderate or
severe lesions (Table 1, Figure 2).

Smooth-muscle cells acoumulation within the lung par-
enchyma has been observed in 8 E1AV™™_horses {10 13%)
(Figure 3A). In these animals, the inflammation and de-
struction of the bronchiolar architecture were accom-
panied by smooth muscle hyperplasia or proliferation
centrifugally starting from a bronchiole, accompanied by
bronchiolar metaplasia of alveoli. Immunostaining with
anti-aSMA antibodies evidenced large cells with organized
reticulated actin- fibers (Figures 3B and 3C).

The EIAV p26 capsid protein is expressed in the equine
pulmonary cells

In order to associate the observed lesions with the expres-
sion of the EIAY viral protein, immunostainings for the
p26 capsid protein using a monoclonal anti-p26 antibody
have been performed on lung sections from ELAVM™ and
ELAV™™ horses. Specificity of the anti-p26 antibody has
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Figure 2 Distribution of interstitial lung lesions in horses according to their EIAV status. The histological scores are reparted for the
ELAV™ and EW™ populations. This scoes was used to sort the horses according bo the ssvesity of the obsered lung pathology whess O to 04
mears o kesicrs, 05 o 14 mad ledons, 1.5 bo 24 modersts esond and 3 24 e emons. Mz number of hores

been validated by Western blot analysis on splenic protein
extracts from ELAV™™ French horses with the detection
of both the p26 CA and the PRS5** precursor (data not
shown).

The p26 capsid was expressed in the infiltrated mono-
nuclear cells within the alveolar septa (Figure 4A) and
into endothelial cells of the blood vessels (Figure 4B).
Interestingly, ELAV p2& was also expressed in cells con-
sistent by their morphology and localization into the
lung parenchyma with alveolar and bronchiolar epithelial
cells such as type I and type Il alveolar epithelial cells
(AECI and AECII) in the alveoli (Figure 4C) and club
cells (Clara) in the bronchiole (Figure 4D). These epithe-
lial cells expressed p26 capsid in their cytoplasm, with a
dotted pattern corresponding to lecal accuomulation of
protein (Figure 4C). Despite several attempts, pheno-
tvpic characterization of AECI by their expression of
SP-C (Surfactant Protein C) failed, due to non-specific
cross reaction with the tested antibodies {not shown).

Discussion

We explored the potential of EIAV to induce pulmonary
lesions in matorally infected equids from 79 ELAV-
seropositive horses collected in Romania and France. We
scored three types of lesions on paraffin-embedded sec-
tions: lymphocyte infiltration, (perilbronchiolar inflanuma-
tion, and thickness of the alveolar septa and analyzed the
expression of the p26 EIAV capsid protein. Compared to
EIAV-negative horses, over 80% of the EIAV-positive ani-
mals displayed lesions of interstitial lung disease, with an
histological score above 0.4 varying from from mild inflam-
mation around the bronchioles, to moderate inflammation
with inflammatory cells inside the walls and epithelial
bronchiolar hyperplasia or severe inflammation with
destruction of the bronchiolar epithelium and acco-
mulation of smooth muscle cells within the lung

parenchyma. The lesions were often localized suhb-
pleurally concomitantly with metaplasia of the alveolar
epithelium, suggesting a chronic bronchiolitis. Interest-
ingly, the p26 ELAV capsid was strongly expressed in
mononuclear cells, endothelial cells as well as alveolar
and bronchiolar epithelial cells.

Smooth muscle proliferation or myosmatosis was
present in over 10% of the ELAVT™S horses as evidenced
by microscopic examination of lung parenchyma and
immunostaining for the expression of a-smooth muscle
actin. Lentivirus infection of smooth muscle cells may
play a role in the induction of pathogenic events as re-
ported for myomatosis in the lung of SRELV infected
sheep [12,13], primary pulmonary hypertension and cor-
onary lesions as well as smooth muscle tumors of liver
or ileum in HIV infected individuals [14-16], or intimal
profiferation in pulmonary artery in SIV infected mon-
keys [17,18). From the analyzed sections, we did not evi-
denced the presence of p26 into the smooth muscle
cells; the link between EIAV infection and accumulation
of smoath muscle cells needs to be further investigated.

Taking all together, the observed lesions resemble the
lung lesions associated with LIP (lymphoid intersritial
preumonia), a lung disease described during lentivirs-
infection, and reported in child infected by HIV-1 [19],
cats infected by FIV [20.21] or sheep infected by SRLV
[12,22,23). LIP has been reported as a direct consequence
of HIV-1 infection in humans [19] especially in child born
from seropositive mothers [24]. Pulmonary disease is the
major cause of morhidity and mortality in infants and chil-
dren infected HIY [25]. A direct role of HIV in the induc-
tion of the observed lung disease has been reported
(reviewed in [26]). Highly active antiretroviral therapy
(HAART) proved to be efficient in changing the natural
history of HIV infection in child, reducing opportunistic
infections as well as argan specific diseases such as HIV-
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Figure 3 Smooth muscle cell accumulation in the lung parenchyma (horse #16-rom). A Srmooth muscle cells accumulate into the lung
parenchyma (A ) and disrupt the bronchiolar structure. Hematoxylin-eosin aning on parafiinrembedded sections. B. Immunostaining of smooth
muscle cells using an anti-aSMA antibody shows the accumulation of fusiform cells (in green) within the lung parendhyma. C Higher magnification
shows organized actin flaments within the infiltrating cdls Nuckeus se staned in blus with DAPL

o

associated LIP [27,28]. This suggests a direct role of the
lentivirus in the induction of the interstitial lung disease.
In SRLV-infected sheep, the severity of the lung lesions
has been correlated with the virus load [29].

We observed EIAV capsid expression in mononuclear
cells as well as in endothelial cells. i vivo, equine infec-
tious anemia virus (EIAV) replicates in macrophage-rich

tissues [6,30,31] and monocyte maturation controls EIAV
expression [32]. Infection of endothelial cells has been re-
ported in horses experimentally-infected with cell-adapted
EIAV strains during the acute phase (7). Our results sug-
gest that EIAV-expression in endothelial cells is main-
tained throughout the infection, in long term infected
animals even in absence of clinical signs. Interestingly
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lung tissue from an EIAVT™ harse {#5-rom); ongnal mag

L Red: p26 expresgon (P ); blue nuddews Lained with DAPL

Figure 4 Expression of EIAV p26 capsid in lung sections of EIAV™® horses. A Capsid expression in macophages present in the interstitisl
ification X400; B. Capsi
lung parenchyma sround a blood vessel (vi; horse #2-rom; original magnification X200; C. Capsid expression in epithelial cells of the abeolar
walls, compaticle with AECH and AECL EIAVE horse #5-rormy; ariginal magnification X400; D. Capsid expression in brornchiols epithelid cels o
club cells (Clara) EIAV™* horse #23-rom; original magrification X200; & alveol; b branchiole.

expression in mononudear inflammatory cdls infiltrating the

enough we evidenced EIAV-capsid expression into epithe-
lial cells consistent with dub cells in the bronchiole and
type I and II alveolar epithelial cells in the alveoli. We
failed to phenotypically characterize these cells for their
expression of specific markers such as SP-C (surfactant
protein C) or CC10 (Club cell 10 kDa) as we reported in
sheep [33], due to a high background of unspecific staining
(data not shown). Interestingly, unidentified-cells harbor-
ing EIAV have been reported in the alveolar walls of
experimentally infected horses [34). Except the detection
of HIV-1 p24 capsid in bronchiololalveolar epithelium
[35], litde is known about the interaction between the

lentiviruses and these specalized epithelial cells. Interest-
ingly club cells and type II alveolar epithelial cells are the
main targets of JSRV (]aagswkle Sheep Retrovirus), an
oncogenic B-retrovirus responsible for the development of
a naturally occurring pulmonary adenocarcinoma in small
ruminants [33,36). Chronic infection of alveclar and/or
bronchiolar cells is likely to play a role in the maintenance
of a chronic inflammation as it has been suggested for
interstitial lung disease related to other lentiviral infection
such as HIV. Although highly speculative, an aerosol trans-
mission occurring from EIAV-infected pulmonary cells, as
reported for SRLV [37], needs to be further estimated.
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In conclusion, we described an interstitial lung disease
in ELAV-infected horses associated with capsid-expression
in macrophages, endothelial as well as in mature epithelial
cells of the distal lung. The detection of infected pulmon-
ary cells and of lesions consistent with lentivirus-induced
interstitial lung disease opens the hypothesis of a virus
transmission through aerosolized particles as reported for
other retrovinses, such as SELY or JSRY.
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1l DISCUSSION

Pour explorer le potentiel d’EIAV a induire des Iésions pulmonaires d’équidés
naturellement infectés, nous avons analysé les poumons de 79 chevaux séropositifs
et 14 chevaux séronégatifs provenant de Roumanie et de France. Sur les coupes de
poumons inclus en paraffine, nous avons observé trois types de Iésions : infiltration
lymphocytaire, Inflammation (péri) bronchiolaire et épaississement des septa
alvéolaires. Nous avons parallelement analysé I'expression de la protéine p26 de
capside d’EIAV. Par comparaison aux 14 chevaux séronégatifs, des lésions
pulmonaires interstitielles étaient présentes sur plus de 80% des chevaux
séropositifs avec un score histologique supérieur a 0.4 allant d’'une inflammation
légere autour des bronchioles a une inflammation modérée des cellules
inflammatoires des parois et hyperplasie des cellules épithéliales bronchiolaires ou
inflammation sévere avec destruction de I'épithélium et accumulation de cellules
musculaires lisses dans le parenchyme pulmonaire. Les Iésions étaient souvent
localisées sous pleurale simultanément a la métaplasie de I'épithélium alvéolaire,
suggérant une bronchiolite chronique De maniére intéressante, les cellules
mononucléées, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales alvéolaires et
bronchiolaires ont fortement exprimé la capside p26 d’EIAV.

La prolifération des muscles lisses ou myomatose était présente chez plus de
10% des chevaux séropositifs, comme le montre I'examen microscopique du
parenchyme pulmonaire et I'expression de l'actine a des muscles lisses par
immunomarquage. L’infection lentivirale des cellules musculaires lisses peut jouer un
réle dans l'induction d’événements pathogénes tels que rapporté pour la myomatose
dans les poumons de moutons infectés par le SRLV [64, 97], 'hypertension artérielle
pulmonaire primaire et lésions coronaires comme les tumeurs du muscle lisse du foie
et de l'iléon chez les personnes infectées par le HIV [29, 128, 190].ou prolifération de
l'intima (endothélium épithéliale) des artéres pulmonaires chez les singes infectés
par le SIV [7, 24]. A partir des coupes de poumon, nous n‘avons pas mis en évidence
la présence de p26 dans les cellules musculaires lisses ; le lien entre l'infection par
'EIAV et l'accumulation de cellules musculaires lisses doit étre étudiée plus

profondément.

En prenant tous les résultats, les |ésions observées ressemblent aux |ésions de
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poumon associées a la pneumonie interstitielle lymphoide, une maladie de poumon
décrite pendant l'infection de lentivirus et rapportée chez l'enfant infecté par le HIV 1
[198], des chats infectés par FIV [15] ou le mouton infecté par SRLV [53, 64]. La
pneumonie interstitielle lymphoide a été signalée comme une conséquence directe
de l'infection par le HIV-1 chez 'hnomme [198], en particulier chez les enfants nés de
méres séropositives [89]. La maladie pulmonaire est la principale cause de morbidité
et de mortalité chez les nourrissons et les enfants infectés par le HIV [180]. Le role
direct du HIV a été rapporté dans l'induction de la maladie pulmonaire observée [66].
Le traitement antirétroviral hautement actif (HAART) s'est avéré étre efficace au
cours de l'infection par le HIV chez I'enfant en réduisant les infections opportunistes
ainsi que les maladies spécifiques aux organes telle que la pneumonie interstitielle
lymphoide associée au HIV [68, 197]. Cela suggere un rdle direct du lentivirus dans
I'induction de la maladie pulmonaire interstitielle. Chez les moutons infectés par le

SRLYV, la gravité des lésions pulmonaires a été corrélée a la charge virale [14].

Nous avons observé l'expression de la capside EIAV dans les cellules
mononucléées ainsi que dans les cellules endothéliales. In vivo, EIAV se réplique
dans les tissus riches en macrophages [74, 134, 177] et la maturation des monocytes
contrble l'expression de EIAV [119]. L’infection des cellules endothéliales a été
signalée chez des chevaux infectés expérimentalement par des souches de virus
adaptées pendant la phase aigué [135]. Nos résultats suggerent que l'expression de
EIAV dans les cellules endothéliales est maintenue tout au long de l'infection, chez
les animaux infectés a long terme, méme en l'absence de signes cliniqgues. Chose
intéressante, nous avons mis en évidence I'expression de la capside de EIAV dans
les cellules épithéliales compatibles avec les cellules club dans la bronchiole et les
cellules épithéliales alvéolaires de type | et Il dans les alvéoles. De maniére
intéressante, des cellules non identifiees hébergeant le virus de I'EIAV ont été
retrouvées dans les parois alvéolaires de chevaux infectés expérimentalement [121],
pouvant correspondre aux cellules alvéolaires de type Il que nous avons montrées
infectées dans notre étude. A I'exception de la détection de la capside du HIV-1 p24
dans I'épithélium bronchiololalvéolaire [8], on en sait peu sur l'interaction entre les
lentivirus et ces cellules épithéliales spécialisées. Il est intéressant de noter que les
cellules club et les cellules épithéliales alvéolaires de type Il sont les principales

cibles du JSRV (Jaagsiekte Sheep Retrovirus), un rétrovirus [ oncogéne
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responsable du développement d'un adénocarcinome pulmonaire chez les petits
ruminants [5, 155]. L'infection chronique des cellules alvéolaires et / ou
bronchiolaires est susceptible de jouer un role dans le maintien d'une inflammation
chronique, comme cela a été suggéré pour les maladies pulmonaires interstitielles
lites a dautres infections lentivirales telles que le HIV. Bien que hautement
spéculative a ce stade, une transmission par voie respiratoire via des particules

virales aérosolisées pourrait participer a la transmission inter-animal d’'EIAV [152].

En conclusion, nous avons décrit une maladie pulmonaire interstitielle chez des
chevaux infectés par le virus EIAV, associée a une expression de la capside dans les
macrophages, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales matures du
poumon distal. La détection de cellules pulmonaires infectées et de Iésions
compatibles avec une pneumopathie interstitielle induite par les lentivirus ouvre
I'nypothese d'une transmission du virus par des particules aérosolisées, comme cela

a été rapporté pour d'autres rétrovirus tels que SRLV ou JSRV [19].
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I DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Face a une maladie controlée, d'impact en élevage équin, il est indispensable
de caractériser la maladie associée, les voies de dissémination du virus et la nature
des virus circulants pour améliorer le diagnostic cliniqgue et moléculaire et la prise en
charge des symptémes. Au cours de ce travail nous avons apporté deux types de

connaissances nouvelles sur EIAV.

1. Nous avons établi la présence de Iésions pulmonaires, de type pneumopathie,
associées a l'infection des cellules épithéliales du poumon profond, qui n’étaient

auparavant pas considérées comme des cibles potentielles du virus.

bY

Nous avons montré que la maladie associée a EIAV est plus complexe que
longtemps considéré et que le poumon, au méme titre que la rate ou le foie, est un
organe cible. Il est désormais important de comprendre comment le virus interagit
avec les cellules épithéliales pulmonaires, entrainant une détérioration du

parenchyme pouvant s’associer a des troubles respiratoires.

2. Nous avons cartographié la nature génétique des souches d’EIAV circulant en
France et en Roumanie et montré que des clusters indépendant évoluaient en

Europe.

Bien que connu et étudié depuis des décennies, et contrairement a d’autres
lentivirus, dont HIV, pour lesquels de nombreuses souches circulantes ont pu étre
identifiées moléculairement, peu de données sont disponibles pour établir la nature
et la diversité génétique d’EIAV a I'échelle mondiale. Ces connaissances sont
pourtant indispensables pour comprendre [|'apparition de nouveaux foyers
épidémiques par la caractérisation des souches virales. Dans ce contexte, la
caractérisation des souches d’EIAV circulantes responsables de foyers en Roumanie
et en France pour appréhender la cartographie d’EIAV en Europe a été I'un de nos

objectifs.

Peu de séquences complétes d’EIAV ont été publiées: la souche hyper-
virulente Nord-ameéricaine EIAVwy, [34] et ses dérivés pathogéniques EIAVpy, la
souche chinoise EIAV, [199], la souche japonaise ElAVwiya [58] et la souche
européenne EIAV|ge isolée en Irlande [162, 163]. Ces quatre souches présentent un

pourcentage d’identité de moins de 80 % entre elles et sont séparées en groupes
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monophylétiques distincts [57, 58, 163], suggérant I'évolution d’EIAV selon des
clusters géographiqguement distincts. . En effet dans ces études, apparait des
clusters bien distincts en fonction du pays d’origine : Wyoming, Miyazaki et Liaoning
[58, 163]. Outre ces quelques séquences completes, des études ont été menées sur
des régions plus restreintes du génome telles que le LTR en Mongolie [179], env
pour un isolat de Pennsylvanie [45] et gag en Europe (Croatie [186], Slovénie [92,
93], Belgique [16], Italie [20] ou Irlande [162]), en Amérique (Canada [129], Brésil
[18, 195]) et en Asie (Japon [58]). Les analyses phylogénétiques suggerent que
plusieurs sous-types d’EIAV circuleraient en France et Roumanie, comme cela a été
rapporté en Slovénie [93], en Italie [20] et en Croatie [186]. Au vu de la diversité des
séquences, les souches EIAV pourraient étre regroupées en clades, comme cela a
été montré pour les virus HIV [75, 168] ou SRLV [166], permettant d’affiner la
phylogénie et mieux appréhender la nature des souches virales circulant dans les
individus. Nous avons établi que les EIAV isolés en France et en Roumanie
appartiennent a des clusters phylogénétiguement distincts. Au cours des dernieres
décennies des épidémies d’AIE ont été signalées en Europe notamment en
Allemagne, en Belgique, en Croatie, en Grece, Pologne, au Royaume-Uni, en
Serbie, en Slovénie, en Italie, en France et en Roumanie [1, 12]. Entre 2005 et 2016,
I'Europe comptait presque 13 000 nouveaux foyers dont 80 % en Roumanie [1] avec
au moins 50 000 chevaux infectés [12]. Les épidémies en Irlande, en Belgique et au
Royaume Uni, pays qui étaient indemnes depuis des décennies ont été associées a
une importation de produits sanguins (plasma) provenant d’ltalie ou de Roumanie
[51, 125], avec sans doute des transferts d’animaux provenant de Roumanie, au
Royaume Uni via la Belgique [16]. Deux cas d’AIE ont été dépistés au Royaume Uni.
Aprés enquéte, sur les 18 chevaux provenant de Roumanie, 2/9 ont été détectés
séropositifs au Royaume Uni et 1/9 en Belgique [16]. Sur les 44 chevaux ayant été
en contact avec le cheval roumain séropositif dépisté en Belgique, aucun n’a
présenté de sérologie positive pour EIAV [16]. Méme si une transmission
occasionnelle ne peut étre exclue, notre étude montre globalement que les virus
circulant en France ne sont pas génétiguement apparentés aux isolats roumains,
mettant en évidence la présence de virus autochtones en France comme dans les

autres pays de I'EU

En conclusion, les reconstructions phylogénétiques et la comparaison des
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souches Européennes d’EIAV ne permettent pas d’affirmer la diffusion du virus en
Europe a partir des épidémies en Roumanie. EIAV évolue de maniére indépendant
dans les différentes aires géographiques.

Nos travaux se poursuivent avec la caractérisation du génome complet (~8.5 kb) de
souches d’EIAV représentatives des populations virales présentes en France et en
Roumanie, notamment dans la région du génome codant pour les glycoprotéines
virales, essentielles au tropisme.

Au cours de nos analyses de la région terminal de gag, nous avons mis en
évidence une duplication du motif YPDL du « late domain » p9 dans la souche
EIAVRomiss4. LeS rétrovirus présentent une région « late domain » au sein de gag qui,
par recrutement des facteurs cellulaires, permet le bourgeonnement a la membrane.
Trois types de séquences protéiques conferent une activité de « late domain »:
P(T/S)AP, PPxY et YP(X),L [126, 203]. Les différents rétrovirus possedent une a
deux motifs parmi les trois avec une localisation différente au sein du géne gag
comme HIV qui possede deux motifs (P(T/S)AP et YP(x),L) localisés dans la protéine
p6 située aprés la nucléocapside [126]. Les motifs P(T/S)AP, PPXY sont aussi
présents chez d’autres virus enveloppée a ARN comme les rhabdovirus avec les
deux motifs dans la protéine M de VSV (Vesicular Stomatis Virus), les Arenavirus ou
les filovirus avec les deux motifs dans la protéine VP40 de Ebola [126, 203]. Un
guatrieme motif FPIV a été mis en évidence, nécessaire au bourgeonnement de
certains paramyxoviruses [174]. Les protéines de type « late domain » recrutent des
facteurs cellulaires ; ainsi le motif YP(X)nL de p6 d’HIV et p9 d’EIAV interagit avec le
domaine central V de la protéine ubiquitaire AIP1/Alix [187]. Une analyse de structure
montre que la protéine p9 d’EIAV présente une liaison 60 fois plus étroite avec le
facteur cellulaire ALIX que la protéine p6 de HIV [211]. Le rble de cette duplication
reste a établir, par exemple en analysant l'efficacité de bourgeonnement des virus

EIAV ayant des protéines P9 différentes.
I CONCLUSION GENERALE

En conclusion, la forte hétérogénéité des souches d’EIAV circulantes a pu étre
établie. Nous avons montré que les virus circulants dans les différents pays de
'union européenne évoluaient de maniere indépendante. La transmission supposée
du virus EIAV au sein de I'Europe a partir de la Roumanie n’a pas pu étre clairement

mise en évidence.
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Il existe peu de souches non adaptées d’EIAV disponible. Nous avons dérivé un
clone biologique non adapté au laboratoire qui est réplicatif dans les cellules
fibroblastiques pulmonaires équines et constitue la premiére souche non adaptée,
isolée d’EIAV Francais.

Nous avons décrit une maladie pulmonaire interstitielle chez des chevaux
infectés par le virus EIAV, associée a une expression de la capside dans les
macrophages, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales matures du
poumon distal. La détection de cellules pulmonaires infectées et de Iésions
compatibles avec une pneumopathie interstitielle induite par les lentivirus ouvre

I'nypothése d'une transmission du virus par des particules en aérosol.
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