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Introduction.

D’énormes progres ont été réalisés ces dernieres années dans la connaissance des virus,
notamment grace au développement de la biologie moléculaire. Certains sont des agents
pathogenes majeurs en médecine humaine (virus des hépatites, du SIDA...). La recherche
s’intéresse aussi aux virus des animaux, et en particulier aux homologues des virus humains.
C’est le cas du FIV (Feline Immunodeficiency Virus) et du FeLV (Feline Leukemia Virus),
responsables du syndrome d’immunodéficience acquise et de la leucose du chat domestique.
Outre leur intérét comme modeles animaux du HIV (Human Immunodeficiency Virus) et du
HTLV (Human T Lymphotropic Lentivirus), leur étude trouve son importance en médecine
vétérinaire : ces virus sont en effet répartis mondialement et participent largement a la
mortalité féline.

Dans ce mémoire, nous rappelons tout d’abord leurs principales caractéristiques avant
de nous intéresser aux différents moyens de les diagnostiquer.

Pour plus de commodité, ces virus sont souvent recherchés simultanément, a 1’aide de
tests rapides. Néanmoins, la fiabilit¢ de ces tests est de plus en plus discutée. La biologie
moléculaire met aujourd’hui a notre disposition un nouvel outil de diagnostic, la réaction de
polymérisation en chaine (P.C.R.), qui semble prometteur. Notre travail a consisté a utiliser
cette méthode pour mettre au point un test de diagnostic du FeL'V et du FIV.
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I. Généralités sur les rétrovirus. Particularités du Virus leucémogéne félin
(FeLV) et du virus de l'immunodéficience féline (FIV).

A. Virologie.
1. Découverte des rétrovirus.

Les Rétrovirus représentent une grande famille virale comprenant de nombreux virus
importants en médecine vétérinaire. Aujourd’hui, ils sont trés étudiés car certains d’entre eux
sont des agents pathogénes majeurs pour I’homme (virus HIV, responsable du SIDA virus
HTLV, responsable de leucémies).

En1964, a la faculté vétérinaire de Glasgow, Jarrett et ses collaborateurs réussissent la
transmission expérimentale de la leucose lymphoide du chat. [70, 71]
En 1967, ils identifient 1’agent responsable : Le virus leucémogene félin ou FeLV [68].

Le FIV fut isolé pour la premiere fois en 1986 a Petaluma en Californie, par le
professeur Pedersen [114]. Les chats porteurs souffraient d’un syndrome d’immunodéficience
mais n’étaient pas infectés par le FeLV. Le virus fut identifié comme un lentivirus de
morphologie similaire au HIV mais d’antigénicité différente. On le retrouva ensuite dans des
sérums stockés dans les années 60. [42, 126]

2. Nomenclature [104].

Le nom de cette famille, Retroviridae, a été donné en référence a I'enzyme commune a
tous les rétrovirus : une ADN polymérase ARN dépendante ou transcriptase inverse. Elle
permet au virus, a partir de son ARN, de synthétiser le brin d'ADN correspondant et de
I’intégrer au génome de la cellule cible. C'est le phénomeéne inverse de la transcription qui
s'opére généralement dans une cellule, c’est une synthese «rétrograde ». Le radical rétro a
ainsi été choisi pour qualifier cette famille de virus.

La famille des rétrovirus est divisée en 7 genres :

e Les Alpharetrovirus (rétrovirus aviaires de type C)

e Les Betaretrovirus (rétrovirus mammiferes de type D et de type B)

o Les Deltaretrovirus (rétrovirus BLV-HTLYV : virus leucémogeénes bovin et humain)

e Les Epsilonretrovirus ( rétrovirus de poissons)

e Les Gammaretrovirus (rétrovirus mammiferes et reptiliens de type C)

e Les Lentivirus

e Les Spumavirus

La morphologie de type C du FeLV le classe parmi les Gammaretrovirus. Sa capacité a
provoquer la transformation maligne des cellules qu’il infecte, & engendrer des leucémies et
des lymphosarcomes, fait de lui un virus oncogene. Il fait ainsi partie des oncornavirus.

Le FIV (Virus de l'immunodéficience féline) appartient au genre des Lentivirus, comme
le virus de I’'immunodéficience de I’homme, du singe et des bovins, le virus de visna Maedi,
de I’anémie infecticuse des équidés et de I’arthrite encéphalite de la chévre. Ce nom fait
référence a I’évolution lente des maladies dont ils sont responsables.

Le FIV fut d’abord appelé «Feline T lymphotropic Lentivirus » (FTLV) en raison de
son tropisme pour les lymphocytes T et de son isolement & partir de lymphocytes de chats
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infectés. Son nom fut modifié lorsqu’on confirma qu’il était responsable du syndrome
d’immunodéficience acquise du chat.

3. Propriétés des rétrovirus.
a. Structure [8, 104]

Les rétrovirus sont sphériques (diamétre compris entre 80 et 100 nm), et enveloppés.
Leur structure peut se décomposer en trois couches :

Au centre du virus se trouve le noyau (ou core) constitué de I’ARN viral associé a des
protéines comme la transcriptase inverse. Le noyau est protégé par des nucléases qui forment
la capside. Cette «boite protectrice » est icosahédrique pour le FeLV, et plut6t cylindrique
dans le cas du FIV. Cet ensemble est enfin entouré d’une enveloppe protéolipidique qui
provient en partie de la membrane de la cellule héte. Les glycoprotéines de 1’enveloppe
forment des spicules qui font saillie a la surface des virus.

ARN, Transcriptase inverse

-~ Capside (pl0, pl5, p27)

—_— Enveloppe (gp70, pl5¢)

Fig.I : Structure schématisée du FeLV [d'aprés 117]

Diamétre : 100 &4 110 nm

gp 70 : Glycoprotéine de surface

p 15¢e : Protéine transmembranaire

p 27, p 10, p15 : Protéines de la capside
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Protéase

P24,p15, p10

Fig. II : Structure schématisée du FIV.

Diametre : 105 4125 nm

gp 40 : Glycoprotéine transmembranaire
gp 120 : Glycoprotéine de surface

p 24,p 15, p10 : Protéines de la capside

b. Propriétés physiques et chimiques des Rétrovirus.

Les rétrovirus posseédent une enveloppe lipidique qui les rend sensibles a la chaleur (30
minutes a 56°C), a la sécheresse, au savon, aux désinfectants, aux détergents et au
formaldéhyde. Ils sont relativement résistants aux rayons X et ultraviolets [138, 15].

Les glycoprotéines de surface peuvent &tre partiellement attaquées par des enzymes
protéolytiques.

c. Le génome des rétrovirus.

Deux molécules d'ARN simple brin, linéaires, constituent le génome viral. De 7 4 11 Kb
chacune (environ 8.3 Kb pour le FeLV et 10 Kb pour le FIV), elles sont liées entre elles par
des liaisons hydrogeénes. Leur extrémité 3' est polyadénylée, leur extrémité 5' est coiffée.

Chaque molécule est associée a un ARN de transfert spécifique qui se situe du coté 5'.

Le génome des virus non déficients porte trois genes majeurs :

e Le geéne gag (pour group-specific antigen) code pour les protéines de la
capside.
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e Le géne pol code pour I'ADN polymérase ARN dépendante (transcriptase
inverse).

e Le géne env code pour les protéines de 1'enveloppe.
Caractéristiques particulieres a chaque virus :
e FelV

Le géne gag code pour les protéines pl0, pl2, pl5 et p27. C’est le géne le plus
conserve.

Le géne pol code pour la transcriptase inverse

Le géne env code pour les protéines d’enveloppe gp70 et pl5e

Certains virus, comme le FeSV (Feline Sarcoma Virus), possédent un quatriéme gene
majeur, l'oncogeéne viral (v-onc). Sa présence s'accompagne presque toujours de délétions
dans le géne env, ce qui rend le virus incapable de synthétiser une enveloppe compléte et de
se répliquer : ces virus sont alors dépendants de virus non déficients et compétents pour la
réplication. Ainsi, le virus FeSV s’associe au FeLV et devient alors fortement oncogéne [32].

Le génome du virus FeLV peut se recombiner avec 1’oncogene cellulaire c-myc. 1l est
alors responsable de leucémies aigués, contrairement au FeL'V classique.

Le RD114 est un virus endogéne présent dans toutes les cellules de chats. Il n’est pas
pathogene.

e FIV

Le génome du FIV est complexe et trés étudié.

Le géne gag code pour les protéines p15, p24 et p10 de la capside.

Le géne pol code pour une protéase, une transcriptase inverse, une dUTPase et une
intégrase.

Le géne env code pour les protéines d’enveloppe gp40 et gp120.

Le génome du provirus a une longueur d’environ 9.5 kb. Deux longues répétitions
terminales (LTRs) le bordent. Ces LTRs contiennent des éléments de régulation : U3, R et
Us.

Le génome possede aussi 3 cadres de lecture majeurs et plusieurs petits cadres de
lecture qui codent pour des facteurs de régulation.

Il existe également d’autres genes (taf, nef, rev, vif...) qui jouent un réle dans la
transcription et la traduction. [28]

Le géne gag est le plus conservé, le gene env le moins : La séquence d’acides aminés
de la gp120 de deux isolats de FIV peut varier de 15% [115].

d. Les protéines.

Les protéines qui constituent les virus sont nombreuses et nous ne nous intéresserons ici
qu’aux protéines majeures du FeLV et du FIV.
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e FelLV[102,49]
Les protéines d’enveloppe sont au nombre de deux :

- Une glycoprotéine qui fait saillie a la surface du virus sous forme de spicules de 8
nm de long. On I’appelle gp70 ou antigéne majeur d’enveloppe. Sa structure polymorphe
permet de distinguer trois sous groupes de FeL'V [122] :

- Le sérotype A: Le plus fréquemment isolé chez le chat spontanément
infecté. C’est le seul sérotype qui peut n’étre associé a aucun autre.

- Le sérotype B : Il est toujours associé au sérotype A

- Le sérotype C : Il est toujours associé¢ aux sérotypes A et B. Il est capable
de se répliquer aussi dans les cellules de chien, de cobaye et d’homme.

Dans 50% des cas, seul le sérotype A est isolé. Dans 49% des cas, les sérotypes A et B
sont associés. Dans 1% des cas, on isole les trois sérotypes [67].

Les sous-groupes B et C proviendraient d’une recombinaison du sous-groupe A avec de
I’ADN de chat [134].

C’est aussi grace a la gp70 que le virus s’unit aux récepteurs cellulaires. Ainsi, cette
protéine joue un réle majeur dans le pouvoir infectieux du virus [123].

Elle induit la formation d’anticorps neutralisants qui jouent un réle de protection en
empéchant le virus de se fixer a la cellule.

-L’antigéne mineur d’enveloppe est la protéine transmembranaire p15e. Elle est liée a
gp70 par des ponts disulfures. Elle intervient dans I’immunodépression causée par le FeLV
[90].

Quatre antigénes internes sont produits en exces dans le cytoplasme de la cellule
infectée : pl5, p12, p27 et p10.

p27 est la protéine majeure de la nucléocapside. On obtient avec elle une réaction
antigénique croisée pour tous les groupes de FeLV. Elle est donc utilisée dans les tests de
détection du virus (Immunofluorescence, ELISA...). Elle est sécrétée dans le milieu
extracellulaire lors de la multiplication du virus ou libérée avec la lyse de la cellule.

La transcriptase inverse transcrit I’ARN viral en ADN monocaténaire puis en ADN
bicaténaire : C’est une ADN polymérase ARN dépendante et ADN dépendante. Comme
toutes les transcriptases inverses des oncovirus, elle est manganése-dépendante [57].

e TFIV[28].

Trois protéines structurales majeures, issues du clivage d’une polyprotéine, sont codées
par le géne gag :
-la protéine de la matrice p15
-la protéine de la capside p24
-la protéine de la nucléocapside p10

Plusieurs enzymes, codées par le géne pol, facilitent la réplication et 1’intégration du

génome viral dans le génome cellulaire.
-Une protéase d’environ 13 kDa, qui clive les polyprotéines issues de gag et pol.
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-Une transcriptase inverse de 46 kDa, magnésium-dépendante (comme celle de tous
les lentivirus) [107].

-Une déoxyuridine triphosphatase d’environ 14 kDa. Elle jouerait un réle dans
I’incorporation d’uracile a I’ADN viral lors de la transcription inverse.

-une intégrase d’environ 32 kDa.

Les protéines codées par env sont de deux types : une glycoprotéine de surface et une
glycoprotéine transmembranaire.

Les anticorps neutralisants sont dirigés contre la glycoprotéine de surface, gp120 [57].
Leur mise en évidence est difficile.

Les anticorps dirigés contre la protéine transmembranaire gp40 sont recherchés pour le
diagnostic sérologique du FIV.

e. Lipides et glucides

Les lipides proviennent de la membrane plasmique de la cellule hote.

Les deux protéines d'enveloppe du FIV sont glycosylées, alors qu’une seule 1’est dans le
cas du FeL'V.

4. Cycle de réplication des rétrovirus. [138, 32]

Pour permettre au virus de pénétrer dans la cellule hote, les glycoprotéines de
l'enveloppe virale interagissent avec des récepteurs spécifiques de la cellule (le récepteur CD4
par exemple, dans le cas d’une infection par le HIV), entrainant la fusion de I'enveloppe virale
et de la membrane plasmique cellulaire.

La transcriptase inverse synthétise ensuite un ADN complémentaire double brin a partir
de ’ARN viral et de I'ARN de transfert qui lui est associé¢. Cet ADN complémentaire est
pourvu d’une LTR (Long Terminal Repeat) a chaque extrémité. Il se déplace jusqu'au noyau
cellulaire ou il se circularise (les deux LTRs se rejoignent). L'intégrase incorpore alors
plusieurs molécules de ce type a différents niveaux de 1'ADN cellulaire. On obtient un
provirus. Ce phénomene ne se produit que dans les cellules en mitose active [100]. Le cycle
peut alors s’arréter et ne reprendre que beaucoup plus tard (Le virus est latent dans la cellule).

Le provirus est ensuite transcrit par I'ARN polymeérase II cellulaire en ARN viral et en
ARNSs messagers.

La traduction des genes gag, pro et pol est effectuée a partir d'un grand ARN messager,
qui représente le génome dans sa totalité. On obtient une polyprotéine qui sera clivée plus tard
pour donner les protéines de structure, la protéase, la transcriptase inverse et l'intégrase. Un
deuxiéme ARN messager plus petit et issu du gene env permet d'obtenir les précurseurs des
protéines d'enveloppe. Ceux-ci subissent une phase de maturation : ils cheminent dans le REG
et ’appareil de Golgi ou ils sont glycosylés avant de s’enchasser dans la membrane
plasmique. La plupart des "polyprotéines gag" restent dans le cytoplasme, mais une fraction
suit le méme trajet que les précurseurs d'enveloppe.

L'ARN viral et les précurseurs des proté€ines codées par gag et pol s'assemblent dans le
cytoplasme et forment la nucléocapside. La membrane plasmique bourgeonne et un
phénomene d'exocytose se produit au cours duquel le virus acquiert son enveloppe. Au méme
moment, les polyprotéines sont clivées. De nouveaux virions sont ainsi libérés.

Lorsque la cellule infectée se divise, le génome des deux cellules filles contient a son
tour le provirus [100].
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La réplication des rétrovirus se caractérise par de nombreuses mutations, dues aux
erreurs que commet la transcriptase inverse. Les genes gag, pol, onc et certaines régions du
géne env sont stables. En revanche, d'autres zones de env sont tres variables, en particulier
celles qui codent pour la région cible des anticorps.

A cela s'ajoute une haute fréquence de recombinaison avec d'autres virus qui peuvent
coinfecter la cellule héte.

On comprend ainsi pourquoi les virus oncogénes a transformation rapides sont la cause
de tumeurs trés variées. Cela rend également la classification des virus plus difficile : 11 existe
en effet des pseudotypes qui ont le génome d'une espece ou d’un sous-type de virus et les
antigénes d'enveloppe d'un autre !

Le gene env des lentivirus, qui code pour la glycoprotéine gp120, présente cinq régions
hypervariables . Les mutations d'enveloppe permettent au virus d'échapper aux défenses
immunitaires de I'hdte, car les mutants, possédant de nouveaux antigénes, ne sont pas
reconnus par les anticorps. Les génes gag et pol sont plus stables.
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Fig. ITI : Apercu du cycle de réplication des Rétrovirus [14] .

B. Epidémiologie.
1. FeLV [100, 49,17, 15].
a. Sources virulentes et modes de transmission du virus.

On retrouve le FeLV dans toutes les sécrétions de I’organisme d’un animal
virémique : dans la salive et les sécrétions trachéales essentiellement, mais aussi dans les
larmes, les féces, les urines, le lait et le sang.

Un millilitre de salive de chat infecté persistant peut contenir un million de
particules virales [3].

L’excrétion virale dure tant que la virémie persiste. Le chat infecté persistant est
donc la source principale de virus.

26



Le virus est rapidement inactivé dans le milieu extérieur (il peut néanmoins survivre
24 a 48 heures s’il est conservé dans un endroit humide et & température ambiante) [15].
Sa transmission n’est donc possible qu’a 1’occasion de contacts rapprochés entre chats.

La transmission est le plus souvent horizontale. Les chats se contaminent en se
léchant, se griffant ou se mordant, mais aussi en partageant la méme gamelle ou la méme
litiere.

Des transmissions par piqlres d’insectes et des contaminations iatrogeénes
(transfusion sanguine, utilisation d’aiguilles usagées) ont également été décrites.

La meére virémique peut aussi contaminer son petit pendant la gestation par voie
placentaire ou pendant I’allaitement. Mais le plus souvent, c’est & ’occasion du toilettage
des petits que le virus est transmis. La transmission verticale stricte (c’est-a-dire via les
gameétes) est suspectée mais non prouvée.

b. Facteurs de réceptivité

Tous les chats ne répondent pas de la méme fagon a une infection par le FeLV : Il faut
prendre en compte :

- L’age de I’animal : les chatons sont beaucoup plus sensibles que les adultes. Avant 8
semaines, 85 a 100% développent une maladie mortelle dans un court délai. Aprés 4 mois, la
majorité des chats résistent et deviennent naturellement immuns. Aprés 7 ans, la sensibilité
des chats est a nouveau accrue. Une étude s’est proposée d’introduire des chats non infectés
dans un effectif de chats virémiques. Sur les 10 chatons introduits a 1’age de 3 mois, 7
devinrent virémiques a 5 mois. En revanche, parmi les 17 adultes introduits, 3 seulement
devinrent virémiques, et apres une période de plus de sept ans [16].

- Le sexe de I’animal : les males semblent plus prédisposés a étre infectés que les
femelles. Selon une étude effectuée dans les années 80 en région parisienne [102], et portant
sur 2770 chats positifs au test de dépistage du FeLV par ELISA, 35% étaient des males
contre 29% des femelles. D’autres études confirment cette observation [37,10]. Ces écarts
reflétent peut-étre le fait que les males sont moins sédentaires que les femelles.

- Le mode de vie de I’animal : les chats qui vivent en communauté ont plus de risque
de contracter le virus. Ils sont en effet plus 8 méme d’avoir des contacts prolongés avec leurs
congénéres, ce qui est nécessaire a la transmission de la maladie (au cours d’un contact peu
durable, le nombre de particules virales transmis est faible, et le chat s’immunise contre le
virus plutét qu’il ne développe la maladie). C’est pourquoi les chats de races, issus
d’élevages, sont aussi plus atteints.

En conséquence, les chats les plus susceptibles d’étre infectés sont les jeunes chats qui
vivent au contact d’un compagnon infecté [36].

c. Prévalence
Le FeLV a été mis en évidence partout ou il a été recherché. En Europe, le pourcentage
d’infection est en moyenne de 10% mais ce chiffre varie selon le type de population auquel on

s’intéresse [100].

Une étude [37] porta sur 6048 prélevements effectués entre 1986 et 1991 a ’occasion
de consultations (test Petchek FeLV. IDEXX, Portland, USA). La majorité des échantillons
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provenaient d’ile de France. Parmi les chats testés, 4146 présentaient des symptdomes
évocateurs des rétroviroses félines. 15.4% d’entre eux donnérent un résultat positif au test.
Les 1902 autres chats ne présentaient pas de symptomes mais furent testés par mesure de
précaution (suspicion de contamination, en prévision d’une saillie, d’une transfusion, de
I’introduction dans un effectif ou avant une vaccination contre la leucose féline). Le résultat
du test s’avéra positif pour 5.4% d’entre eux.

Une autre étude [10], publiée en 1994, a été effectuée a I’initiative des laboratoires
Idexx en partenariat avec plusieurs cliniques vétérinaires des Etats Unis et de différents pays
d’Europe. La population de chats testés (CITE Combo FeLV/FIV test, IDEXX, Portland,
USA) était restreinte aux chats malades vus en consultation. Cet échantillon ne se voulait

donc pas représentatif de la population totale des pays concernés. Le tableau suivant indique
les résultats obtenus :

France | Italie Ro%au.me Allemagne Eta.t S | Autriche Suisse
ni Unis
N°$12‘;: de | 9951 | 1631 | 4878 6101 27976 | 400 1660
% de chats
Fel.v 194 | 122 | 180 13.4 133 | 142 113
positifs
seulement
% de chats Non
FIV et FeLV 43 42 0.7 2.1 1.5 1.0 coOmmUMiaus
positifs q
% total de Non
chats FeLV 23.7 16.2 18.7 15.5 14.8 15.2 comm?mi ué
positifs q

Tab. I : Résultats de tests ELISA réalisés sur des populations de chats malades [10].

Plus récemment, une étude [2] réalisée & Madrid (Snap Combo Plus R ; Idexx, Inc.,
Westbrook, Maine) sur des chats présentés a la consultation révele 15,6% de chats positifs
pour le FeLV et 1.1% positifs pour le FeLV et le FIV parmi les chats sains. Parmi les chats
présentant des symptomes, 30.4% sont positifs pour le FeLV et 2.6% pour le FeLV et le FIV.

En Norvege et en Australie, en revanche, on n’observe respectivement que 1.2% et 2%
de chats positifs pour le FeLV [137, 88].

2. FIV.
a. Sources virulentes et modes de transmission du virus.

Le virus FIV a d’abord été isolé dans le sérum, le plasma, la salive , le LCR, et plus
récemment dans le colostrum, le lait et les cellules séminales [132, 11, 112, 73, 125].

La transmission du virus est essentiellement horizontale : Les chats se contaminent en

se battant, le plus souvent & I’occasion d’une morsure. L’efficacité de cette transmission a été
démontrée expérimentalement [143].
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Pour étudier I’importance de la transmission entre chats vivants sous le méme toit , des
études [128,11] consisterent a élever ensemble des chats non infectés et des chats
séropositifs : Méme aprés plusieurs années, pas ou trés peu de chats séronégatifs devinrent
séropositifs. Les risques de contamination par simples contacts furent alors considérés comme
trés faibles. Mais une analyse par réaction de polymérisation en chaine (PCR) a permis de
détecter de I’ADN de FIV dans des cellules de chats pourtant séronégatifs [20]. L’efficacité
de ce mode de transmission a donc peut-&tre été sous estimée.

La transmission vénérienne a été décrite, mais seulement dans des conditions
expérimentales : Une chatte a été infectée par inoculation vaginale d’une culture virale ou de
sperme de chat infecté [98]. En revanche, la mise en présence de chattes infectés par le virus
avec des méles non infectés n’a donné lieu & aucune contamination [132].

La transmission verticale est également possible. Les chattes gravides en phase aigu&
d’infection peuvent transmettre le virus a leurs chatons :

-In utero : les conséquences sont 1’arrét du développement feetal, I’avortement, la
naissance de chatons prématurés, de chatons viables mais infectés et déficients en
lymphocytes T.

-Lors de la mise bas : un lavage vaginal a en effet révélé la présence du virus en pré et
post partum. [110]

-Lors de ’allaitement : les cellules présentes dans le lait et le colostrum sont parfois
infectées.

b. Facteurs de réceptivité [131, 128, 124].
On retrouve les mémes facteurs que ceux rencontrés dans le cas du FeLV :

L’age de I’animal : la moyenne d’age du chat séropositif se situe autour des 5-6 ans.
Les anticorps anti FIV sont rarement détectés dans le sang des chats plus jeunes. Les motifs
de bagarres sont en effet plus fréquents a 1’age adulte (défense du territoire, recherche d’un
partenaire...).

- Le sexe de I’animal : selon les études, il y a au moins deux fois plus de males
séropositifs que de femelles. La encore, le comportement plus agressif du méale non castré est
mis en cause.

- Le mode de vie de ’animal : le chat de race commune semble plus exposé que le
chat de race pure. Le premier est en effet souvent plus libre de vagabonder que le second, et
est donc d’avantage susceptible de se battre avec ses congénéres.

En conséquence, toutes les études s’accordent sur un point : le chat male de race
commune, agé de plus de cinqg ans et qui vit a I’extérieur est la cible privilégiée du FIV.

c. Prévalence.
Comme le FeLV, le FIV a été isolé¢ partout ou il a été recherché. Diverses études

épidémiologiques ont permis de connaitre sa répartition dans le monde. Voici un tableau
récapitulatif des résultats obtenus [57] :
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PAYS Nombre de chats testés % de résultats FIV positifs Références
Espagne 180 (Sains) 8.3 2000, [2]
115/(Malades) 13.9 2000, [2]
Royaume Uni 1007 (Sains) 6 1989; [60]
1024 (Malades) 19 1989, [60]
Royaume Uni 224 (Sains) 6 1991, [56]
1450 (Malades) 17 1991, [56]
Royaume Uni 4878 (Malades) 13.5 1994, [10]
France 1902 (Sains) 10.3 1994, [37]
4146 (Malades) 21.1 1994, [37]
France 9951 (Malades) 19.7 1994, [10]
France 208 (Malades) 22 1988, [84]
Pays Bas 123 (Sains) 1 1988, [84]
98 (Malades) 3 1988, [84]
Suisse 178 (Sains) 3 1988, [84]
775 (Malades) 4 1988, [84]
Allemagne 6101 (Malades) 10.5 1994, [10]
Autriche 400 (Malades) 3.7 1994, [10]
Italie 1631 (Malades) 27.6 1994, [10]
Japon 1584 (Sains) 12 1989, [62]
1739 (Malades) 44 1989, [62]
Etats Unis 361 (Sains) 1 1989, [128]
226 (Malades) 10 1989, [128]
Ftats Unis 585 (Variés) 1989, [142]
Etats Unis 83 (Sains) 4 1989, [40]
40 (Malades) 15 1989, [40]
Etats Unis 27976 (Malades) 8.9 1994, [10]
Etats Unis 511 (risque faible*) 1 1989, [143]
2212 (risque élevé*) 14 1989, [143]
Canada 42 (risque élevé*) 19 1989, [143]
Australie 72 (Sains) 29 1990, [118]
211 (Malades) 28 1990, [118]

Tab. II : Prévalence du FIV dans différents pays.

*Le Risque faible correspond a des chats sains. Le risque élevé correspond a des chats
atteints de troubles chroniques et & ceux qui sont en contact avec eux.
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En France, en Espagne, au Royaume-Uni et aux Etats unis, les chiffres sont & peu pres
équivalents.

La prévalence est inférieure en Suisse, aux Pays-Bas et en Allemagne [11] et la
différence entre les chats sains et malades est moins marquée. Les souches circulant dans ces
pays sont peut-étre moins virulentes.

En Australie et surtout au Japon, les chiffres sont trés élevés. Il en est de méme en
Italie ou, comme au Japon, la séroprévalence peut atteindre 25 a 30% [124]. Au Japon, cela
peut s’expliquer par la forte densité de chats non castrés et errants.

L’infection par le FIV a été décrite chez les lions africains, les jaguars, les tigres et les
panthéres de Floride. L’isolat qui infecte ces animaux est a I’origine d’infection persistante
chez le chat domestique, mais ne lui cause aucune maladie [124].

C. Pathogénie.
1. FeLV
a.  Circulation du virus dans 1’organisme.

Le FeLV envahit I’organisme par étapes successives. Rojko[120] décrit six stades :

Stade 1 : Le virus pénetre par voie orale ou nasale. Il se réplique dans les amygdales et
le tissu lymphoide local, puis dans les ganglions de la téte et du cou.

Stade 2 : Si la réponse immunitaire n’est pas suffisante, on observe alors une virémie :
Les lymphocytes et les macrophages infectés lors du premier stade sont libérés dans le sang.
La position intracellulaire du virus lui permet d’échapper aux cellules réticulo-endothéliales.

Stade 3 : Le tissu lymphoide systémique (rate, ganglions, GALT (Gut Associated
Lymphoid Tissue)) est atteint et les cellules en mitose sont le si¢ge d’une intense réplication
virale.

Le chat peut alors développer suffisamment d’anticorps séroneutralisants e¢ FOCMA
(Feline Oncornavirus Cell Membran Antigens) pour enrayer 1’infection. Le cas échéant, la
progression du virus dans 1’organisme continue :

Stade 4 : Le virus atteint la moelle osseuse et envahit les mégacaryocytes et les
cellules granulopoiétiques.

Stade 5 : Les polynucléaires neutrophiles et les plaquettes alors libérées dans la
circulation sont infectés. On parle d’animaux « virémiques ». En méme temps, on observe des
foyers d’infection dans les cryptes intestinales.

A ce stade, dans de rares cas, 1’organisme peut encore se défendre et stopper la virémie.

Stade 6: L’infection s’étend aux épithéliums glandulaires et muqueux (glandes
salivaires, pancréas, appareil respiratoire, vessie, reins) et les animaux sont alors
« excréteurs » et contagieux.

Selon la réponse immunitaire de ’animal, trois situations se présentent a 1’issue de
I’infection [102, 15] :

- Les chats se défendent efficacement et rapidement avant I’installation de la virémie.
Ils se débarrassent du virus et acquierent une protection contre une éventuelle réinfection. Ce
sont des animaux régresseurs (environ 40%).
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- Les défenses immunitaires du chat ne sont pas suffisantes pour détruire complétement
le virus, qui reste cantonné dans les cellules de la moelle osseuse. Les tests ELISA et
d’immunofluorescence sont alors négatifs [15]. On observe parfois des phases de virémie
transitoire. Ces animaux sont qualifiés d’infectés latents (environ 30%). La réactivation de
I’infection est possible mais rare [15] et la plupart des animaux restent infectés latents ou
finissent par se débarrasser définitivement du virus. Tant que 1’infection reste latente, 1’animal
n’excréte pas le virus est n’est donc pas contagieux.

- Les chats ne se défendent pas ou mal. Ce sont des animaux progresseurs (environ
30%). Ils sont virémiques persistants, sont susceptibles de développer des maladies dans un
délai de 3 a 36 mois et leur durée de vie est limitée a trois ans en moyenne. Ces chats sont
contagieux car ils excretent le virus en permanence.

On parle encore de porteurs immuns pour les chats positifs au test ELISA et négatifs
au test IFA. Ils ont plus de chances de devenir infectés latents ou régresseurs que les animaux
progresseurs [15].

b.  Pouvoir pathogéne.

Le FeLV est a I’origine de deux grands types de troubles. Il engendre un déficit du
systtme immunitaire ou provoque des phénomeénes cancéreux. Le pouvoir pathogéne est
fonction du sérotype considéré [102] :

- Le FeLV A provoque chez le chaton des anémies transitoires et des lymphomes ou
leucémies apres une longue période de latence. Chez 1’adulte, on n’observe souvent qu’une
virémie transitoire.

- LeFeLV B est a I’origine de désordres myéloprolifératifs.

- Le FeLV C engendre une aplasie mortelle de la lignée rouge lorsqu’il infecte des
nouveaux nés ou des chats rendus virémiques par FeLV A.

La protéine d’enveloppe plSe serait responsable du déréglement du systéme
immunitaire : Elle déprime 1’activité des lymphocytes T auxiliaires (in vitro, elle induit la
diminution de la transformation blastique de ces lymphocytes [89]). Elle empéche ainsi le
passage de la réponse précoce (IgM) vers la réponse plus tardive (IgG) . Elle nuit aussi au bon
fonctionnement des lymphocytes T cytotoxiques et des macrophages activés puisqu’ils sont
régulés par les lymphokines des lymphocytes T auxiliaires (IL2...). Le pouvoir de
phagocytose des polynucléaires neutrophiles est également altéré [76].

Elle s’unit au premier composant du complément et en active la voie classique. Elle
provoque ainsi une hypocomplémentémie [102].

La p27 forme des complexes immuns avec les IgG. Ces complexes inhibent la réponse
immunitaire [21, 129] et peuvent également &tre responsables de glomérulonéphrites.

Enfin, ils activent eux aussi le systtme du complément [130] et induisent donc une
hypocomplémentémie [49].

Le mécanisme de la transformation cellulaire fait 1’objet de deux hypothéses [15] :

- Le virus s’inseére dans le génome pres de 1’oncogene cellulaire (le plus souvent myc)
qui est alors surexprimé et provoque une prolifération cellulaire.

- Le virus incorpore un oncogene, devient un virus recombinant avec des séquences
oncogenes réarrangées et activées.
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2. FIV [124].
a.  Circulation du virus dans 1’organisme.

Lorsqu’on infecte expérimentalement des chatons sains, le virus se réplique d’abord
dans les cellules du tissu lymphoide et des glandes salivaires. Une phase de virémie s’ensuit,
qui peut durer plusieurs semaines [23] et peut s’accompagner des signes cliniques d’une
infection aigué. Deux semaines seulement aprés I’inoculation, on retrouve le virus dans les
lymphocytes circulants [93] puis dans les cellules mononuclées (lymphocytes, monocytes,
macrophages) des organes non lymphoides (tractus intestinal, rein, poumons)[7].

En début d’infection, le FIV envahit préférentiellement les lymphocytes T auxiliaires,
puis il s’attaque aux lymphocytes B qui seront finalement infectés en plus grand nombre que
les premiers [22, 31].

La réponse immunitaire de 1’h6te provoque une chute de la virémie. Les chats
connaissent alors une période de silence clinique. Mais la production de virus continue et on
le retrouve dans les lymphocytes du sang, dans le sérum ou le plasma, le liquide céphalo-
rachidien, le sperme et les tissus lymphoides.

b.  Pouvoir pathogéne.

L’infection par le FIV a surtout des répercussions sur le systéme immunitaire.

Treés tot, on observe une chute du nombre de lymphocytes auxiliaires CD4+ qui se
poursuit pendant toute la période asymptomatique. Elle pourrait étre secondaire a I’infection
du thymus et de la moelle osseuse, ou a la lyse des CD4+ par le FIV, le systéeme immunitaire
ou encore par apoptose. Les CD4+ jouent un role critique dans la régulation de I’immunité, et
leur lyse affaiblit le systéeme de défense de I’hote.

Le nombre de lymphocytes CD8+ et B reste, en revanche, assez stable (le nombre de
CD8+ peut parfois augmenter légérement). Ainsi, au cours de la maladie, on assiste a une
inversion du rapport CD4+/CD8+, qui diminue progressivement. Néanmoins, aucune relation
n’a pu étre établie entre le niveau de CD4+/CD8+ et le stade clinique de I’infection [109, 53].

Les fonctions des cellules sont également altérées : Comme dans le cas de I’infection
par le FeLV, les cellules infectées répondent beaucoup moins bien a la stimulation
expérimentale par des mitogenes (concanavaline A, lipopolysaccharides) ou par I’IL-2, ou a la
stimulation in vivo par des antigenes [61, 8]. Le FIV altére aussi les fonctions des
polynucléaires neutrophiles et des cellules «natural killer » [43].

L’infection se traduit aussi par des déréglements dans la production de cytokines,

comme le TNFa ou I’'IL-6. La sécrétion d’IL-1 par les macrophages stimulés est également
réduite [124].

Enfin, les chats infectés par le virus sont hypergammaglobulinémiques car leurs
lymphocytes B, trés stimulés, surproduisent les IgG [1, 34]. La concentration en complexes
immuns dans la circulation en est anormalement augmentée [91] et est peut-étre responsable
des 1ésions rénales souvent observées dans cette infection.

La stimulation chronique des lymphocytes B pourrait aussi étre a 1’origine des
lymphomes a cellules B que ’on observe chez les chats infectés exclusivement par le FIV

[11].
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Au-dela du systtme immunitaire, le FIV affecte le systéme nerveux. L’infection
expérimentale d’astrocytes altere en effet les communications intercellulaires (jonctions gap)
et le potentiel de membrane mitochondrial [19]. De plus I’activité de la glutathion réductase
est réduite ce qui rend les cellules plus sensibles aux oxydations [124] .

Le mécanisme de pénétration du virus dans la cellule n’est pas encore élucidé.
L’équivalent du récepteur du HIV, le CD4, s’il intervient, ne semble pas étre le seul impliqué
[59, 106]. Les récepteurs a chemokines ou a immunoglobulines représentent des candidats
potentiels, mais on envisage aussi une infection intercellulaire par fusion d’une cellule
infectée avec une cellule qui ne 1’est pas [124].

Certains symptdmes survenant lors de I’infection par le FIV demeurent inexpliqués
mais on devine que ’altération des fonctions des cellules infectées a des répercussions sur de
nombreux organes.

D. Signes cliniques
1. FeLV [15,100, 66, 81]

Les maladies associées au FeLV sont de deux types. On distingue les pathologies de
forme tumorale et non tumorale.

a. Formes tumorales :
Les tumeurs sont d’origine lymphoide (dans 90 a 95 % des cas) ou myéloide (5 a 10 %
des cas).
Les tumeurs lymphoides se présentent sous la forme de lymphosarcomes ou de
leucémies :

- Le lymphosarcome médiastinal : localisé dans la région du thymus, il est a 1’origine
de dyspnée et parfois méme d’épanchement pleural. Il atteint généralement des chats de
moins de quatre ans.

- Le lymphosarcome alimentaire : il se caractérise par des tumeurs diffuses de
I’estomac et de 1’intestin et atteint aussi les nceuds lymphatiques mésentériques. On 1’observe
sur des chats plus dgés (environ huit ans) . Il cause des troubles digestifs (vomissements,
diarrhées), de 1’anorexie et une perte de poids.

- Le lymphosarcome multicentrique : il envahit d’abord tous les tissus lymphoides de
I’organisme (le volume des nceuds lymphatiques périphériques augmente visiblement), puis
peut encore s’étendre a la rate, au foie et aux reins.

- Les lymphosarcomes non classés : la peau, les yeux, le systtme nerveux central, la
vessie et tout autre tissu non lymphoide (gencives, cavités nasales...) peuvent étre la cible
d’un lymphosarcome . Chaque cas engendre des signes cliniques particuliers (uvéite...).

- Les leucémies lymphoides : 1a moelle osseuse est envahie par des cellules lymphoides
transformées (le plus souvent des lymphoblastes). L’hématopoiese est perturbée et une
anémie sévére peut alors en résulter. Si les cellules malignes circulent dans le sang, elles
peuvent créer des lymphomes ou des infiltrations microscopiques de la rate et du foie. Une
sévére lymphocytose accompagne souvent cette leucémie.
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L’atteinte maligne des cellules myéloides induit des désordres myé€loprolifératifs :

- Les leucémies myéloides : 1a moelle osseuse est envahie par des cellules blastiques
d’origine érythrocytaire, mégacaryocytaire ou granulocytaire.

Les chats atteints d’érythroleucémie sont victimes d’une anémie arégénérative.

- La myélodysplasie : c’est le stade qui précede la leucémie et qui se traduit par une
anémie arégénérative accompagnée dans certains cas d’une thrombocytopénie ou d’une
granulocytopénie. Si la maturation des cellules de la moelle se révéle parfois anormale, le
nombre de cellules blastiques ne permet pas de diagnostiquer une leucémie. Les chats
meurent souvent a ce stade.

- La myélofibrose : Une biopsie révele une fibrose diffuse de la moelle osseuse. C’est
une lésion qui apparait & un stade avancé de la maladie. Elle est souvent associée a une
hématopoiése extramédullaire du foie et de la rate.

Cependant, la plus grande partie des chats victimes du FeLV sont atteints de maladies
non tumorales.

b. Formes non tumorales :

La moelle osseuse peut 1a encore étre la cible de 1’infection, mais sous forme de
maladies dégénératives. Ses cellules souches sont détruites et ne sont pas remplacées. Il
s’agit du syndrome de dépression de la moelle osseuse. Il est responsable d’anémies
arégénératives, de thrombocytopénies, de neutropénies et de lymphopénies.

La leucopénie s’accompagne parfois d’une entérite avec destruction de 1’épithélium
des cryptes intestinales et rappelle la panleucopénie infectieuse, mais s’en différencie par la
présence d’une thrombopénie et d’une anémie.

Le systtme immunitaire reste la cible privilégiée du FeLV (cf. Pathogénie), et
I’immunodépression qui en résulte rend les chats virémiques plus sensibles a diverses
infections :

- Bactéries : stomatites, gingivites, abces récurrents, pyodermites. ..

- Rickettsies : Hémobartonellose (H. felis) qui cause des anémies régénératives

- Virus: P.LF. (entérite, troubles de la reproduction), infections de 1’appareil
respiratoire haut.

- Protozoaires : toxoplasmose (7. gondii), giardiose et cryptosporidiose (troubles
digestifs)

- Infections fongiques : aspergillose, cryptococcose.

Le dépot de complexes immuns provoquerait D’apparition de Iésions rénales
(glomérulonéphrites), et surtout de polyarthrites.

Des ostéochondromes (exostoses cartilagineuses) ont été décrits chez certains chats
virémiques . Ils peuvent comprimer des nerfs ou la moelle épiniére et aboutir ainsi la mort de
I’animal.

Les 1ésions du systéme nerveux sont a 1’origine d’anisocorie, d’ataxie, de troubles du
comportement... L’incontinence urinaire est le trouble le plus communément rencontré.

Les troubles de la reproduction sont aussi tres fréquents lors de 1’infection par le
FeLV : Endométrites, avortements (souvent tardifs), résorption feetale (souvent confondu avec
une infertilité de la chatte), naissances prématurées.

Les chatons contaminés a la naissance deviennent trés rarement immuns. La plupart
développent tres vite la maladie (déshydratation, hypothermie, atrophie du thymus dans les
deux premiéres semaines de la vie) et meurent rapidement.
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2. FIV[132, 11,124, 127 ]

L’infection expérimentale par le FIV permet de distinguer classiquement cinq stades
cliniques :

- La phase aigué& qui survient environ 4 a 6 semaines apres I’inoculation du virus.
On note le plus souvent une lymphadénopathie généralisée transitoire, un syndrome fébrile et
parfois des troubles digestifs (entérite), des stomatites, une neutropénie, une leucopénie...
Cette phase ne dure que quelques semaines et passe le plus souvent inapergue lors d’infection
naturelle.

- La phase de portage asymptomatique se traduit par un silence clinique. Les
chats paraissent sains. C’est une phase de latence qui dure souvent des années. Pourtant, le
nombre de lymphocytes CD4 chute, le rapport CD4/CDS s’inverse, les fonctions des cellules
du systéme de défense sont altérées. ..

- La phase de lymphadénopathie généralisée persistante ne dure que quelques
mois.

- La phase de pré-SIDA se caractérise par 1’apparition d’affections a germes non
opportunistes, mais secondaires a I’infection par le FIV. Il en résulte des pertes de poids, des
diarrhées chroniques, des affections de 1’appareil respiratoire haut (souvent conjonctivite et
rhinite récurrentes avec parfois des 1ésions de stomatite) ou bas (bronchiolites, bronchites,
pneumonies) , des stomatites, gingivites et dermatites chroniques (pyodermites bactériennes,
abceés chroniques), des otites externes, des infections bactériennes du tractus urinaire ... De
nombreux chats meurent suite a ces 1ésions et n’atteignent pas le stade de SIDA.

- La phase terminale ou phase de SIDA est courte (1 a 6 mois environ) et aboutit
a la mort de I’animal. Les chats sont faibles, avec une émaciation, une déplétion lymphoide et
sont victimes de diverses maladies, en particulier dues a des infections par des germes
opportunistes, de natures variées :

. Virus : Calicivirus, FeLV, Feline syncitium-forming virus, herpes virus,
poxvirus, papillomavirus

. Protozoaires : Toxoplasma gondii, Cryptosporidium, Haemobartonella felis .

. Agents fongiques : Candida, Cryptoccocus, Dermatophytes

. Bactéries : Streptocoques, mycobactéries.

Des néoplasmes envahissent 1’organisme des chats en phase terminale : lymphomes
(souvent a cellules B) et leucémies, maladies myéloprolifératives, fibrosarcomes, carcinomes
des cellules squameuses ou bronchoalvéolaires, adénocarcinomes des glandes mammaires. . .

Les lésions oculaires sont fréquentes: uvéite antérieure, glaucome, pars planitis,
dégénérescence rétinienne focale, hémorragies rétiniennes internes, conjonctivite, kératite
chronique...T. gondii peut participer a ces lésions.

Les troubles neurologiques apparaissent également a ce stade de la maladie, et se
traduisent par des changements de comportement, de 1’ataxie, des contractions spasmodiques,
des tremblements, des convulsions, des troubles du sommeil...

Des troubles hématologiques surviennent également au cours de la maladie, mais il
n’est pas possible de les rattacher a un stade clinique particulier. On observe surtout des
anémies, le plus souvent arégénératives. Parfois, le test de Coombs est positif, et H. felis
associée a I’anémie.

Les leucopénies sont fréquentes également, sous forme de neutropénies ou de
lymphopénies intermittentes. Les neutropénies sont décrites a n’importe quel stade de la
maladie, alors que les lymphopénies apparaissent surtout en phase terminale, en conséquence
des infections opportunistes et des néoplasmes lymphoides.
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Beaucoup plus rarement on observe des leucocytoses (en cas d’infections a foyers
multiples), des thrombocytopénies et des pancytopénies.

E. Prophylaxie
1. FelLV
a.  Prophylaxie sanitaire [100, 95]

Les chats infectés représentent un risque de contamination pour leurs congénéres. Il est
donc conseillé de les garder a I'intérieur du logement. On limite ainsi leur exposition a
d’éventuels pathogenes, auxquels ils sont particuliérement sensibles, et on évite qu’ils
contaminent les chats du voisinage.

La situation est plus difficile a gérer lorsque plusieurs chats cohabitent dans le méme
logement. Il n’est souvent pas possible de mettre & 1’écart les animaux infectés. C’est pourtant
la seule solution pour empécher la transmission du FeLV qui se fait essentiellement par le
toilettage, le partage des gamelles... Néanmoins, il faut rappeler que le risque de voir les
autres chats de la maison devenir virémiques n’est pas trés élevé. Aussi, si on ne peut pas les
séparer, le mieux est de laisser les chats cohabiter, en vaccinant pour plus de précaution les
chats sains contre le FeLV et en informant le propriétaire des risques de contamination
encourus.

Dans un gros effectif, un élevage par exemple, le virus doit étre éradiqué. I1 faut donc
impérativement séparer les chats sains et les chats infectés. Un test de dépistage est donc mis
en ceuvre . Tous les chats dont le test se révele positif sont écartés de Peffectif. Ce test doit
étre renouvelé tous les trois mois, car le statut des animaux peut évoluer (cf. animaux en
incubation). Ce protocole doit étre appliqué systématiquement avant d’introduire un nouveau
chat dans I’effectif.

Les animaux participant a des saillies doivent aussi €tre controlés régulierement.

b.  Prophylaxie médicale [133].

L’immunité naturelle que certains chats développaient contre le virus laissait présager
qu’il serait facile de mettre au point des vaccins efficaces. Pourtant, les premiers essais
échoucérent : les vaccins provoquaient des immunodépressions ou perdaient leur efficacité
quand on les inactivait.

Pour limiter les risques de retour a la virulence, les vaccins a virus FeLV vivants sont
aujourd'hui abandonnés. Les vaccins commercialisés a base de virus atténués ou de fractions
virales sont cependant moins immunogenes et certains nécessitent d'étre adjuvés (Tab.III).

Le sérotype FeLLV A est le plus utilisé : Sa présence semble suffire a protéger contre
tous les sérotypes puisque les sérotypes B et C ne sont pathogenes que si 1’animal est infecté
par FeLV A. De plus, les anticorps neutralisants réagissent contre les différents isolats de
FELV A.

L’antigéne FOCMA permet la formation d’anticorps qui protégent contre 1’apparition
des phénomenes néoplasiques mais qui n’ont aucune action sur la virémie. On préfere donc
stimuler la formation d’anticorps anti gp70 qui ciblent directement le virus (et inhibent par
conséquent aussi le développement des tumeurs.)

De nombreuses études ont été mises en ceuvre pour évaluer I’efficacité de ces vaccins
[113, 77, 65]. La principale conclusion est qu’aucun d’entre eux n’est fiable a 100%.
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En outre, il est tres difficile de comparer les résultats des différentes études car chaque
chercheur utilise un protocole différent (le nombre de chats utilisés, les souches de virus
employées, les doses administrées, les sites d’injection...ne sont pas les mémes d’une étude a
’autre).

Jarrett et Ganiere ont pourtant comparé trois vaccins (leucogen, leucat et leukocell 2)
lors de la méme étude [65], et ont conclu a une meilleure efficacité du vaccin recombinant. Il
faut cependant souligner que I’étude a été réalisée sur un nombre restreint d’animaux (12
chats pour chaque vaccin).

Enfin, la plupart des études reposent sur des infections expérimentales, et leurs
conclusions ne peuvent donc pas s’appliquer parfaitement a 1’infection naturelle.

Des réactions secondaires a la vaccination ont parfois été observées :

- Douleur ou gonflement au lieu d’injection.

- Syndrome fébrile transitoire
Ces réactions surviennent dans un peu moins d’un cas sur cent.

- Fibrosarcomes le plus souvent (les études font état d’un cas sur dix mille & un
cas sur mille) ou sarcomes indifférenciés, rhabdosarcomes, chondrosarcomes,
ostéosarcomes, hystiocytomes fibreux malins...quatre mois a deux ans apres le vaccin.

Ces tumeurs ont aussi été décrites apres des vaccinations antirabiques. On met en
cause les adjuvants des vaccins, en particulier 1’aluminium, qui provoquerait une
inflammation chronique et induirait ainsi la prolifération des fibroblastes. Le FeSV (Feline
Sarcoma Virus ), virus endogene, n’est peut-étre pas non plus étranger a ce phénomene [86].

Un nouveau vaccin (EURIFEL FeLV, Merial) vient d'étre commercialisé. 11 s'agit d'un
virus vivant (canaripoxvirus) remanié¢ génétiquement de fagon a exprimer les protéines issues
des génes gag et env. Ce vaccin présente l'avantage de stimuler efficacement l'immunité
humorale comme cellulaire (le virus vivant infecte les cellules) tout en offrant une innocuité
parfaite (le virus est incapable de se répliquer dans les cellules de mammiferes). Il ne
nécessite donc pas d'adjuvants. Une étude relate de la bonne protection des chatons vaccinés
contre la virémie persistante apres des expositions virales expérimentales ou naturelles [41].

Présence des

Nom déposé | Laboratoire Caractéristiques du vaccin sérotypes FeLV et
Ag FOCMA
LEUCAT Merial Inactivé, non adjuvé, virus entier A, B, C, FOCMA

Purifié, adjuvé, recombinant non

LEUCOGEN Virbac alycosylé de gp 70

A

Inactivé ,adjuvé, suspension d’antigéne
LEUKOCELL 2 Pfizer gp 70 issu de filtrat de culture de tissus | A, B, C, FOCMA
infectés par le FeLV

FEVAXYN | Fort Dodge Inactivé, adjuvé, virus entier A,B

Vecteur viral vivant, antigénes issus de

EURIFEL Merial
gag et env

Tab. III : Vaccins contre la leucose feline.
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Les différents vaccins n’interferent pas avec les tests de dépistage du virus.

Le protocole de vaccination consiste en deux injections & environ 3 semaines
d’intervalle lors de la primovaccination. L’ immunité est ensuite relancée par une injection
unique chaque année.

2. FIV
a.  Prophylaxie sanitaire [11, 95]

Pour éviter les situations de conflits entre chats et les contaminations qui en résultent, il
est recommandé de garder les animaux infectés a ’intérieur des logements.

La cohabitation de chats infectés et non infectés est plus facile & gérer que dans le cas
du FeLV. En effet, les occasions de conflits entre chats vivant sous le méme toit sont rares
puisque leur hiérarchie sociale est déja établie. Les risques de transmission du virus sont donc
restreints. L’introduction d’un nouvel animal dans le groupe est, en revanche, fortement
déconseillée : elle viendrait bousculer I’ordre social en place, provoquant de nouveaux
conflits et des contaminations éventuelles.

Au sein d’un effectif important, on proceédera de la méme fagon que pour le FeLV ,
c’est-a-dire en effectuant régulierement des tests de dépistage du virus. Il faut cependant
apporter une attention particuliére aux résultats des tests ELISA qui peuvent étre faussés chez
le nouveau-né par la présence d’anticorps maternels. Un test de vérification doit étre mis en
ceuvre lorsque le chaton est agé de plus de seize semaines.

b.  Prophylaxie médicale [29].

Le FIV étant proche du HIV, les chercheurs s’appliquent a la recherche d’un vaccin,
mais malgré de nombreuses études, la formule efficace n’a pas encore été trouvée.

Les premiers résultats porteurs d’espoir sont obtenus en 1991 [144] avec des vaccins
inactivés a virus entier ou a cellules infectées (lymphocytes T). La souche vaccinale est FIV
Petaluma (FIV PET). On obtient une protection de plus de 90% des chats vaccinés lorsqu’on
les infecte avec une faible dose de virus homologue ou 1égeérement hétérologue (souche FIV
DIX, dont la séquence en acides aminés de 1’enveloppe differe de 9% par rapport a celle de
FIV PET). Le vaccin engendre une forte immunité cellulaire et humorale, et un titre élevé en
d’anticorps, surtout neutralisants. Mais le vaccin devient inefficace contre des souches un peu
plus hétérologues [72].

En 1996, Matteuci et ses collaborateurs [92] mettent au point un vaccin (lymphocytes T
infectés par la souche Milan 2) qui induit une protection contre la souche homologue en
I’absence d’anticorps séroneutralisants. C’est la premiere fois qu’une souche vaccinale du
sous groupe B permet d’obtenir une protection.

D’autres tentatives de vaccins inactivés a virus entier se soldérent par des échecs : un
vaccin avec la souche United Kindom 8 n’entraina pas de protection mais accéléra
’apparition de la virémie chez les chats vaccinés [29] !

La biologie moléculaire a permis de mettre au point des vaccins recombinants. On
utilise des sous unités virales (protéines virales purifiées), des peptides synthétiques, des virus
ou bactéries vivants comme vecteurs. Des essais de vaccin avec des protéines recombinantes
du core, des peptides synthétiques de la région V3 de I’enveloppe ou des protéines
recombinantes glycosylées ou non de 1’enveloppe ont entrainé 1’apparition d’anticorps
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correspondants aux antigénes vaccinaux et dans certains cas d’anticorps séroneutralisants [33,
58, 38, 83, 140, 35]. Mais on n’obtint pas de protection, méme contre une faible dose de
souche homologue.

Comme dans le cas des vaccins inactivés, certains vaccins (exprimant des sous unités
d’enveloppe, ou des protéines du core par l’intermédiaire d’E.coli) provoquérent une
accélération de I’infection [58].

Aucun type de vaccin ne donne donc encore de résultats satisfaisants : la réponse
immunitaire est soit insuffisante, soit inappropriée. Les recherches continuent cependant pour
déterminer la participation de I’immunité humorale et cellulaire a la protection contre le virus
et pour identifier les antigénes communs aux différents isolats et les épitopes protecteurs.

F. Traitement.
1. FeLV
a.  Chats asymptomatiques [95, 15] .

Le propriétaire d’un animal infecté doit impérativement étre informé des risques de
zoonoses (toxoplasmose...) qu’il encourt. Il doit également étre sensibilisé au fait que son
chat, méme s’il ne présente pas de signes cliniques, requiert une attention particuliére du fait
d’une immunodépression éventuelle.

11 est conseillé de vacciner les chats infectés asymptomatiques, mais toujours avec des
vaccins inactivés. La vaccination contre le FeLV est inutile. Le propriétaire prendra soin de
nourrir son chat de fagon équilibré, et pourra éventuellement stimuler son appétit
(diazépam...). Les chirurgies de convenance peuvent étre envisagées : elles n’entrainent le
plus souvent aucune conséquence sur la santé de 1’animal. Cependant, le propriétaire devra
étre informé des risques, aussi minimes soient-ils, de complications (infections secondaires...)
qui peuvent résulter de 1’opération.

Un chat infecté présenté a la consultation doit étre soumis a un bilan complet (formule
numeération, recherche d’hémobartonelles, parametres biochimiques, analyse d’urine et
coprologie). Les parasitoses internes et externes doivent é&tre traitées. Chaque affection
diagnostiquée doit faire 1’objet d’un traitement agressif: une infection sera traitée a 1’aide
d’antibiotiques adaptés (on aura recours a un antibiogramme), la dose et la durée habituelles
du traitement seront augmentées. Si un syndrome fébrile ne rétrocéde pas aux antibiotiques, le
praticien devra s’orienter vers la recherche de virus, de protozoaires ou d’infections
fongiques. Une éventuelle neutropénie doit également étre envisagée.

On aura recours aux corticoides uniquement s’ils sont indispensables, c’est-a-dire pour
le traitement de maladies auto-immunes (stomatite lymphoplasmocytaire, polyarthrite,
thrombocytopénie...). En effet, leur action immunodépressive augmente les risques
d’infection pour I’animal et accroit sa capacité a transmettre le virus ( par déclenchement de la
virémie).

b.  Chats symptomatiques.

e Les traitements symptomatiques [15].

Le lymphome, s’il n’est pas traité, est suivi de la mort de I’animal en moyenne un a
deux mois apreés son diagnostic. Il fait appel a un traitement par chimiothérapie. On utilise le
plus souvent 1’alliance cyclophosphamide, vincristine et prednisone (associé¢ parfois a la
doxorubicine). Le pronostic dépend de 1’état général de 1’animal en début de traitement et du
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degré d’atteinte de sa moelle osseuse. On obtient parfois des rémissions qui durent plusieurs
années. La chimiothérapie est cependant responsable d’immunodépression, de
myélodépression et d’anorexie. La radiothérapie sur le lymphome nasal donne de bons
résultats. Le lymphome alimentaire est, en revanche, de mauvais pronostic, sauf dans les rares
cas oll son exérese totale est possible.

En cas de leucémies aigués, la moelle osseuse doit &tre débarrassée des cellules
cancéreuses et recolonisée par des cellules saines (2 partir de précurseurs hématopoiétiques).
Ici encore on fait appel a la chimiothérapie.

Pour traiter les anémies, on a recours a la transfusion sanguine, éventuellement
accompagnée de prednisone. L’érythropoiétine recombinante humaine est parfois utilisée.

Les neutropénies provoquées par un arrét de maturation des cellules de la moelle
osseuse sont traitées a 1’aide de glucocorticoides a dose anti-inflammatoire ou
immunodépressive.

. Les traitements étiologiques [95, 15].

- Les Antiviraux (inhibiteurs de la transcriptase inverse): Zidovudine
(AZT, Retrovir, Burroughs wellcome, Research triangle park, NC) ; 9-(2 phosphonoyl-
methoxyethyl)adenine (PMEA); 2’3’-dideoxycytidiae (ddC, Hivid, Hoffman La
Roche, Nutley, NJ)

L’AZT a prouvé son efficacit¢ expérimentalement. Elle permet de prévenir
I’antigénémie lorsqu’elle est injectée quelques heures avant 1’infection des chats par le FeL'V.

Des études font état d’une augmentation de la production d’anticorps neutralisants et
d’une amélioration de la moyenne de survie des animaux traités.[15]

Le traitement de chats infectés persistants a pour conséquence de réduire la réplication
virale, mais la virémie persiste [135]. Apres trois semaines de traitement, on observe une nette
amélioration de I’état général et des 1ésions de stomatites des chats infectés naturellement
[51].

La posologie recommandée est de 20 mg/Kg trois fois par jour pendant une semaine
puis de 10 mg/Kg trois fois par jour [94]. Le traitement est administré oralement. Il peut
s’accompagner d’anorexies transitoires et des pertes de poids pendant les deux premiéres
semaines. Des anémies non régénératives peuvent apparaitre a la suite d’un long traitement.
L’administration d’AZT doit alors étre interrompue et ne reprendre que lorsque 1’anémie est
soignée.

Le ddC n’a fait I’objet que d’études expérimentales. En [’utilisant en perfusion
continue, I’infection est retardée [116]. La dose recommandée est de 10 mg/Kg/h. Au dela,
des hémorragies sont a craindre car le ddC provoque des thrombopénies.

Le PMEA, utilisé en traitement de chats naturellement infectés et atteints de stomatites
(2.5 mg/Kg deux fois par jour), donne de bons résultats, meilleurs que ceux obtenus avec
I’AZT [51]. Le PMEA est parfois responsable d’anémie, mais un traitement discontinu permet
de I’éviter.

- Immunothérapie : IFNa (Roferon-A, Hoffman LaRoche, Nutly, NJ);
diethylcarbamazine (carbam, Sanofi Animal Health, Overland Park, KS);
Staphylococcal protein A  (SPA, Pharmacia biotech, Piscataway, NIJ),
Propionibacterium acnes (Immunoregulin, ImmunoVET, Tampa, FL); acemannan
(Carrisyn, Carrington laboratories, Irving, TX)
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L’immunothérapie se propose de stimuler le systéme immunitaire afin de le rendre plus
réactif face au virus.

Des essais ont été effectués avec des anticorps de chats immuns ou des anticorps
monoclonaux murins dirigés contre gp 70. Le traitement ne fut efficace que pour les chats
infectés expérimentalement, il échoua sur les chats naturellement infectés. En outre,
I’utilisation d’anticorps génére la formation de complexes immuns [15].

L’IFNa a des effets anticancéreux et immunomodulateurs. On observe une amélioration
clinique sur 75% de chats naturellement infectés traités a raison de 30 U/jour par voie orale
[141] . Un IFNa recombinant est disponible au Japon, et les premiers essais d’injection sous
cutanée ont fait disparaitre la virémie d’un petit nombre de chats [141]. L’IFNa et ’AZT
agissent en synergie et peuvent donc étre associés.

Le SPA s’utilise par voie intrapéritonéale a raison de 10 pg/Kg deux fois par jour puis
une fois par mois quand les symptdmes disparaissent. Il a été testé sur 18 chats FeLV
positifs : 9 présentérent une amélioration clinique, 6 une rémission a long terme et 5 chats
passérent du stade virémiques a non virémiques [30].

L’acemannan n’a pas donné de résultats objectivement concluants sur le traitement du
FeLV [95].

P.acnes a été testé sur 99 chats (0.5 mL de la solution commercialisée par voie
intraveineuse, deux fois par semaine puis une fois ). On a obtenu une amélioration clinique
sur 9 chats, et une séroconversion de 2 chats [30].

On manque encore d’information sur D’efficacité de I’immunothérapie. Ce type de
traitement mérite d’étre étudié car il présente 1’avantage d’étre trés peu toxique.

2. FIV
a.  Chats asymptomatiques [95].

Comme dans le cas du FeLV, les chats infectés par le FIV sont soumis a une
surveillance rigoureuse. Les mémes précautions (vaccins inactivés, repas équilibrés...) sont
prises, et chaque signe de maladie doit étre suivi d’un bilan complet de I’état de santé de
I’animal et d’un traitement approprié et agressif.

La vaccination contre le FeLV est recommandée car les chats coinfectés ont une
espérance de vie moins longue.

b.  Chats symptomatiques.

e Les traitements symptomatiques [124].

Les infections sont traitées de fagon agressive a 1’aide de molécules appropriées :
métronidazole ou clindamicine pour les stomatites, itraconazole dans le cas de cryptococcoses
ou dermatophyties. La griséofulvine est & proscrire car elle est responsable de graves
neutropénies.
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Lorsqu’une affection ne répond pas au traitement classique, toutes les analyses
possibles doivent étre mises en ceuvre pour déterminer la cause du probléme: examen
clinique approfondi, analyses de sang et d’urine, imagerie médicale (radiographies du thorax,
de ’abdomen, échographies), cytologie ou mise en culture (urine, sang, épanchement, lavage
trachéal). On identifie ainsi parfois une néoplasie, une infection occulte...

Si on constate une cytopénie, une ponction de la moelle osseuse ou une biopsie permet
d’en connaitre la cause et de la traiter en conséquence. On peut aussi avoir recours a des
facteurs de croissance hématopoiétiques (érythropoiétine 100 UI/Kg /], voie sous cutanée) ou
de stimulation des granulocytes (Sug/Kg voie sous cutanée).

° Les traitements €tiologiques [124, 95]

- Les Antiviraux

L’AZT et le PMEA inhibent la réplication du FIV in vitro [25, 108].

Des chats infectés naturellement et présentant des 1ésions de stomatite ont été traités
avec de ’AZT ou du PMEA [51, 25]. Dans les deux cas, une régression des 1ésions de
stomatite et une augmentation du rapport CD4/CD8 ont été observés.

D’autres composants ont été testés, mais leur efficacité clinique n’a pas été établie.

- Immunothérapie

Les études de traitement a base d’IFNa n’ont pas donné de résultats concluants.
Combiné avec I’AZT, I’'IFNa provoque une augmentation de la prolifération lymphoide et de
la réponse en anticorps dépendants des lymphocytes T. Mais on n’observe aucun effet sur
I’infection elle-méme [39].

L’acemannan administré a 49 chats infectés par le FIV donna des résultats non
statistiquement significatifs, mais notables : augmentation du poids corporel, atténuation du
syndrome fébrile et diminution des épisodes de lymphadénopathie [146].

Le traitement efficace contre les rétrovirus félins n’est donc pas encore découvert. Il
devra inhiber la réplication virale tout en présentant les caractéristiques d’un traitement
administrable a long terme, c'est a dire non toxique, de prise facile et peu cofiteux.

Le FeLV et FIV sont deux virus trés proches tant par leur structure que par leur
symptomatologie. Mais leur caractéristique commune principale est leur capacité a transcrire
leur ARN en ADN pour I’intégrer ensuite au génome cellulaire. Cette propriété leur permet de
rester a l’intérieur de la cellule hote sous forme latente, sans se multiplier ni libérer
d’antigénes, avant de se remanifester a tout moment. Nous allons voir comment cette
particularité peut avoir des conséquences sur le diagnostic.
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II. Meéthodes de diagnostic des infections par le FIV et le FeL.V.

A. FeLV
1. Diagnostic clinique.

Les signes cliniques causés par le FeLV sont divers et non spécifiques : stomatites,
gingivites, atteinte de 1’appareil respiratoire haut, abcés récidivants, sepsis généralise,
émaciation, hyperthermie, lymphadénomégalie, vomissement, diarrhée ... Aucun de ces
symptémes n’est caractéristique de I’infection par le FeLV et nombreux font aussi partie du
le tableau clinique du FIV. L’examen clinique ne permet donc pas de conclure a une infection
par le FeLV, mais seulement de la suspecter [111].

L’examen clinique permet cependant de mettre parfois en évidence une tumeur a la
palpation. Des examens complémentaires (biopsie, histologie, radiologie, autopsie) sont utiles
pour en connaitre la nature et l’origine. Les hémopathies malignes sont, pour leur part,
détectées grace aux analyses hématologiques, et 1’examen des cellules sanguines au
microscope permet de visualiser les cellules tumorales [85].

Le diagnostic de lymphomes, leucémies ou myélodysplasies ne doit pas conduire a la
conclusion systématique d’une infection par le FeLV. Certains chats infectés par le FIV ou
méme exempts d’infection virale sont en effet parfois victimes de ce type d’affections [5].

Les tests de laboratoire sont donc indispensables pour confirmer la suspicion d’infection
par le FeLV établie lors de I’examen clinique.

2. Diagnostic de laboratoire

a. Mise en évidence du virus.

e Observation du virus au microscope électronique.

La morphologie des virus est caractéristique de la famille a laquelle ils appartiennent.
On les reconnait donc en les observant au microscope électronique. Le virus FeLV est
sphérique, enveloppé et recouvert de spicules. Sa capside est icosaédrique. Le prélevement
observé doit étre de bonne qualité et suffisamment concentré en virus (plus de 10’ virions par
mL).

Cette méthode est trés spécifique, mais peu sensible. Elle n’est pas applicable en
routine, car elle nécessite un matériel cotliteux, du personnel qualifié et du temps. Elle n’est
utilisable que dans des laboratoires spécialisés [105].

e Isolement du virus [85].

- Isolement du virus infectieux

On effectue un prélevement (sang total, salive, urine ou fragments de tissus) apres la
phase aigué de la maladie, ou le plus t6t possible apres la mort de 1’animal.

Ce prélevement est mis en présence d’un clone de fibroblastes félins non infectés par le
FeLV, mais porteurs d’un provirus défectif sarcomatogene de souris. Si le virus FeLV est
présent dans le prélevement, il se réplique et libére ainsi le virus sarcomatogéne. Les
fibroblastes félins sont alors transformés et proliférent.

Ce test est trés spécifique. Il détecte un virus capable de se répliquer et donc
transmissible aux autres chats. Mais il est limité par la thermolabilit¢ du FeLV qui ne
conserve ses propriétés infectieuses que quelques heures dans le milieu extérieur. L’idéal est
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donc d’effectuer le prélevement directement au laboratoire, ce qui représente une contrainte
non négligeable.

Cette méthode est longue et délicate a effectuer, elle n’est utilisée que dans des
laboratoires spécialisés.

- Isolement du virus apres culture de la moelle osseuse.

Ce test consiste a cultiver les cellules de la moelle osseuse in vitro, en présence de
corticoides ou de macrophages de chatons afin de réduire ou de détourner I’activité
immunitaire et permettre ainsi au virus de se développer.

Cette méthode est I’une des rares permettant de détecter le virus latent dans les cellules
de la moelle et donc de dépister les chats «infectés latents ».

Malheureusement, elle n’est pas applicable en routine puisqu’elle nécessite de
nombreux prélévements frais de moelle osseuse. Elle est, de plus, trés longue a réaliser
(environ trente jours !).

b.  Mise en évidence des antigénes viraux.
e Immunodiffusion

Ce test consiste a déposer 1’échantillon suspect de contenir des antigénes viraux dans un
puits creusé dans un gel d’agarose. On lui oppose un autre puits identique dans lequel on
place les anticorps correspondants. Les réactifs diffusent alors dans le gel et forment une ligne
de précipitation si I’antigene est présent [105].

Ce test fut employé pour le dépistage du FeLV grace a la découverte en 1969 d’un
sérum de lapin spécifique anti FeLV [45, 48]. Son excellente spécificité lui valut d’étre utilisé
pour les premieres études épidémiologiques du virus. Mais I’immunodiffusion nécessitait de
grande quantité de serum ou de tissu. Elle fut supplantée par I’IFA. [44]

e Test d’immunofluorescence : Immunofluorescence antibody test (IFA)

En 1968, on découvre que le FeL'V est présent dans les leucocytes et les plaquettes des
chats infectés [80, 79]. Hardy et ses collaborateurs supposent donc que 1’on peut mettre en
évidence les antigénes internes du virus dans le cytoplasme de ces cellules. Ils développent
un test d’IFA pour détecter 1’antigene p27 [46, 47] (protéine de la capside spécifique du FeLV
et commune a toutes les souches de FeLV) dans les leucocytes du sang, les plaquettes et les
cellules de la moelle osseuse. Ce test est ensuite adapté pour travailler & partir d’un frottis
sanguin. [44]

Le frottis sanguin est fixé a 1’alcool ou a ’acétone et envoyé a un laboratoire spécialisé.
On le met a incuber une heure a 37°C en présence d’un sérum de lapin anti-FeLV. Si
’antigéne est présent, des complexes Ag-Ac se forment alors. La lame est ensuite lavée pour
éliminer les anticorps non fixés. On ajoute des anticorps anti IgG de lapin couplés a un
fluorochrome, puis du bleu Evans. On observe enfin la lame au microscope a fluorescence.
Une fluorescence vert pomme apparait sur les cellules infectées. Les cellules saines sont
rouges. [85]
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Fig. IV : Immunofluorescence directe (a gauche) et indirecte (a droite). [105]

L’IFA fut le premier test de dépistage du FeLV commercialisé, en 1972. Il fut trés
utilisé pour étudier le virus, sa pathogénie, son épidémiologie, et pour découvrir les maladies
qui lui sont associées.

L’IFA a pour avantage de ne requérir que deux ou trois gouttes de sang frais. Le test
s’effectue assez rapidement (environ une heure). Les antigenes fixés sur le frottis sanguin et
conservés a température ambiante sont tres stables, détectables pendant trois mois.

Le test par immunofluorescence est spécifique, mais il péche essentiellement par son
manque de sensibilité.

Les leucopénies ou les thrombocytopénies sont parfois a 1’origine de résultats
faussement négatifs. Il en va de méme lorsque 1’échantillon de sang a tester est hépariné : cela
réduit la fluorescence des cellules infectées. On note aussi qu’en début d’infection, pendant
toute la durée de la premiére virémie et avant 1’atteinte de la moelle osseuse, I’'IFA est
négative (alors que I’ELISA est positive) [5].

On observe également des faux positifs lorsque le frottis est trop épais, en présence
d’agrégats de plaquettes ou d’éosinophiles [85]. L’EDTA et certains fixateurs sont aussi
responsables de résultats faussement positifs [5].

L’IFA nécessite d’avoir a disposition un microscope a fluorescence. De plus, le test ne
peut étre effectué que par un personnel qualifié. Une fois encore, ceci n’est possible que dans
des laboratoires spécialisés.

Interprétation des résultats :

Un résultat positif a ’'IFA signifie que ’antigéne p27 est présent dans les cellules
sanguines. L’animal est donc virémique et excréte le virus. Sa moelle osseuse est infectée.
97% des chats positifs a ce test le demeurent toute leur vie. Seulement 3% d’entre eux se
négativent par la suite.

Un résultat négatif signifie que le chat n’est pas infecté, qu’il est en début d’infection
(avant I’atteinte de la moelle osseuse) ou que le virus ne se multiplie pas et ne produit donc
pas d’antigéne (virus latent sous forme de provirus intégré au génome cellulaire). Un test de
vérification devra donc étre réalis¢é douze semaines plus tard utilisant la méthode IFA ou
ELISA. [5]

e Laméthode ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Comme I’IFA, la méthode ELISA met en évidence la présence de I’antigéne p27.

Cependant, ’ELISA détecte cet antigéne sous forme soluble dans les fluides de ’organisme :
sang, serum, plasma, larmes, salive.

46



Soluble FeLV
FeLV Infected Cell Antigens

FeLV internal
structural antigens
in cytoplasm
FeLV /

gp 70 Intact FeLV

| P 15E »-0p70
- @ . N
y o« \P15E
iral

Budding ] FeLV envelope components
FeLV Lysis s
\\ FeLV internal FeLV mtermal Fig. V: Antigénes du FeLV produits par les cellules
strctural anligens structural antigens infectées. 1ls peuvent étre détectés dans les cellules par
in cell membrane p27. p15. p12. p10
IFA ou sous forme soluble dans le plasma par ELISA
Cell Lysis [44].

Un anticorps monoclonal dirigé contre le FeLV est fixé a une phase solide (membrane,
bandelette réactive ou micropuits). On ajoute 1’échantillon a tester : si 1’antigéne p27 est
présent, il s’accroche aux anticorps fixés sur la phase solide. On ajoute encore un deuxiéme
anticorps monoclonal anti p27, conjugué a une enzyme (péroxydase, phosphatase alcaline...).
11 se lie au couple Ag-Ac déja formé. Un lavage élimine tout ce qui n’est pas fixé a la phase
solide. Enfin, I’enzyme agit sur un chromatogene et une coloration apparait pour indiquer la
présence de 1’antigéne p27.[5]
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Fig. VI : ELISA : Méthode directe (a gauche) et indirecte (a droite). [105]

La méthode ELISA présente 1’énorme avantage d’€tre disponible en kits pour les
vétérinaires praticiens. Le test est réalisé rapidement, pendant la consultation, le plus souvent
a partir de sang total ou de serum, et ne nécessite aucun équipement particulier.

En laboratoire, ’ELISA est automatisé et plusieurs centaines d’échantillons sont testés
en méme temps.

On peut également réaliser le test & partir de larmes ou de salive mais la détection est
fluctuante en début d’infection. Les résultats sont plus fiables aprés quatre semaines
d’infection. On note néamoins 10 a 30% de faux négatifs par rapport au test sur sang, et
quelques faux positifs dus aux bactéries et aux débris de la cavité buccale. Ce test est utile

47



dans les gros effectifs car il est plus facile de prélever des larmes ou de la salive que du sang.
Si aucun des chats testés n’est positif, on conclut que I’effectif est indemne. En revanche, si
on obtient quelques cas de positivité, tous les chats devront étre retestés par une méthode plus
fiable (ELISA a partir de serum par exemple.).[85]

D’anciens kits donnaient des résultats faussement positifs, a cause de la présence
d’anticorps anti IgG de souris dans le sang des chats. Les nouveaux kits commercialisés ont
été rectifiés, mais un titre particulierement élevé de ces anticorps dans le sang peut encore
fausser le résultat. Il est donc préférable d’utiliser un test incluant un contrdle négatif.
Récemment, une activité semblable due cette fois ci a des anticorps anti IgG de lapin a été
découverte sur un kit (VIRACHEK/ FeLV ; M Pough, NYDSL) [5].

Des faux positifs sont aussi observés lorsqu’on utilise de la salive ou du sang total plut6t
que du serum ou du plasma [5].

Les faux négatifs sont parfois dus a la mauvaise utilisation des kits (kits mal conservés,
périmés, prélévements de sang hémolysés, erreurs de manipulation...). Il arrive aussi qu’en
tout début d’infection, avant la premiere virémie, les antigénes ne soient pas détectés.

Pendant longtemps, le test ELISA a été considéré comme un test trés fiable (les notices
d’utilisation faisant part de sensibilité et spécificité proches de 100%). Certaines études
montrent pourtant que cette méthode n’est pas sans limite :

Une étude de comparaison des méthodes IFA et ELISA (test ELISA/CITE, EVL) a été
effectuée sur 149 échantillons de sang de chats suspects d’étre infectés par le FeLV [74]. 46
chats furent détectés positifs a I'IFA contre 16 seulement a ’ELISA. Les chats positifs a
I’IFA et négatifs a ’ELISA faisaient partie de ceux dont la clinique reflétait le plus une
infection par le FeLV : les résultats de I’ELISA semblaient donc erronés. Cette étude, qui
suppose I’existence de faux négatifs a ’ELISA, est toutefois discutable : le sang destiné au
test IFA fut prélevé sur EDTA, ce qui peut engendrer des résultats faux positifs. De plus,
I’isolement viral qui aurait permis de vérifier les résultats n’a pas été effectué [5].

Une autre étude [52], portant cette fois sur 800 échantillons de sérums et 200
échantillons de sang total, a comparé les résultats du test ELISA SNAP (IDEXX) avec ceux
de I’isolement viral. Le nombre de tests ELISA interprétables avec le sang total est faible
(données non communiquées). En ne considérant que les résultats obtenus a partir des sérums,
la sensibilité et la spécificité du test sont respectivement de 90.9% et 97.8%.

Interprétation des résultats :

Un résultat positif a PELISA est le reflet de I’antigénémie. Le virus se multiplie et
circule dans le sang (virémie). Le test ne permet pas de distinguer un animal infecté transitoire
d’un animal infecté persistant. Un test d’IFA peut alors compléter ’ELISA : s’il est positif, le
chat est probablement infecté persistant (cf. chapitre IFA). S’il est négatif, I’infection ne s’est
encore assez développée et le test devra étre a nouveau effectué douze semaines plus tard [5].
Le chat sera alors infecté persistant (ELISA et IFA positifs), se sera débarrassé du virus
(ELISA et IFA négatifs), ou sera devenu infecté latent (ELISA et IFA négatifs).

Il arrive que les résultats ELISA positifs -IFA négatifs perdurent. Le chat développerait
suffisamment d’anticorps neutralisants pour enrayer la virémie mais la réplication virale
s’effectuerait toutefois discrétement dans certains tissus (nceuds lymphatiques, glandes
salivaires...). Une autre hypothése est que le génome viral ne s’intégre que partiellement a
I’ ADN de la cellule hote, autorisant la production de p27 mais pas de virus infectieux.[111]
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Un résultat négatif a ’ELISA refléte I’absence d’antigénémie. Il n’exclut en aucun cas
la possibilité d’une exposition antérieure au virus, ni 1’état de latence du virus dans
I’organisme.

Ainsi, un chat négatif & I’ELISA peut ultérieurement étre le siege d’une virémie, ou
développer une maladie néoplasique induite par le FeLV. [111]

¢ L’immunomigration rapide ou immunochromatographie.

Cette technique est employée dans des kits commercialisés depuis peu. Comme les kits
ELISA, ils sont destinés aux vétérinaires praticiens et permettent de tester des échantillons
individuels. L’échantillon a tester est mis en présence de particules d’or colloidal
sensibilisées. Les complexes ainsi formés s’écoulent le long d’'une membrane. Les antigénes
p27 éventuellement présents sont capturés au niveau d’une zone ou sont fixés des anticorps
monoclonaux dirigés contre eux. L’accumulation des antigénes complexés a I’or colloidal sur
cette zone fait apparaitre une bande colorée qui informe de la positivité du résultat. Des zones
de controle sont inclues dans le test [105, 139].

Ce type de test est réalisable rapidement et ne nécessite qu’une seule étape de
manipulation. Le risque d’erreur technique est donc trés réduit. De plus, les molécules
utilisées sont inertes et ces tests sont donc beaucoup plus stables que les tests ELISA qui
utilisent des molécules biologiquement actives (enzymes...)

Voici les résultats d’une étude récente [52] testant la fiabilité de plusieurs tests
d’immunomigration rapide (DUOSpeed, BIO VETO TEST; Fast Test, MEGACOR ;
Witness, RHONE MERIEUX; On Site, BIOTECH, Sweden; One Step, EVL, The
Netherlands) et d’un test ELISA (Snap, IDEXX, USA) a partir de 800 serum de chats. Les
tests positifs sont vérifiés par isolement viral.

Snap |DUOSpeed | Fast Test | Witness | OnSite | One Step
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tests interprétables 98.1 99.7 100 86.4 97.3 99.0
Tests facilement
interprétables (lecture | 87.3 96.0 96.6 79.6 86.0 89.3
aisée)
Sensibilité 90.9 89.1 87.9 68.0 54.7 87.9
Spécificité 97.8 97.7 98.0 98.6 96.4 91.5
Valeurprédictive | - 769 | 770 79.5 80.9 | 527 | 479
positive
Valeur prédictive | g4 5 99.0 98.9 97.2 96.7 99.0
négative

Tab. IV : Caractéristiques de plusieurs tests rapides de diagnostic de la leucose féline [52].

Le test Witness présente un nombre important de résultats difficilement interprétables.
Les tests Witness et OnSite ont une sensibilité peu élevée. L’ensemble des tests présentent des
valeurs prédictives positives faibles. Dans le cas de résultats positifs sur des chats en bonne
santé et non exposés a des risques de contamination, il est donc impératif de confirmer le
résultat avec un autre test. Les tests DuoSpeed et FastTest apparaissent comme les plus
fiables.

Les tests d’immunomigration rapide sont disponibles pour le diagnostic simultané du
FeLV et du FIV (Kits commercialisés en France: WITNESS FeLV-FIV- SYNBIOTICS
EUROPE; DUOSpeed FeLV-FIV- BIO VETO TEST) .
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e Limites des tests basés sur la recherche d’antigéne pour le diagnostic de
la leucose féline.

Les tests ELISA et d’immunomigration rapide sont actuellement les plus utilisés pour le
diagnostic de la leucose féline. Ces techniques ont de bonnes performances intrinséques
(spécificité et sensibilité). Cependant, I’infection par le FeLV peut parfois les mettre en
échec :

Dans le cas d’une infection latente, le virus ne se multiplie pas et reste sous la forme
d’ADN intégré au génome de la cellule héte. Il n’y a donc pas de production d’antigéne, et
I’infection virale échappe a la détection des tests rapides.

Les formes localisées d’infection (stomatites isolées, certaines formes tumorales) sont
elles aussi mal diagnostiquées puisqu’elles sont trés irréguliérement associées a une
antigénémie détectable.

c.  Mise en évidence de 1’acide nucléique viral.
e [’hybridation moléculaire

Cette technique consiste a utiliser une sonde ADN marquée et complémentaire de la
séquence d’ADN que 1’on veut a mettre en évidence. En s’hybridant, par le principe de
complémentarité des bases nucléotidiques, a cet ADN (ici I’ADN du provirus), la sonde
marquée permet de détecter sa présence. Cette technique n’est cependant pas suffisamment
sensible pour étre utilisée en routine comme test de diagnostic.

e La Réaction de polymérisation en chaine ou PCR (Polymerase Chain
Reaction). [105, 82]

Découverte de la méthode PCR.

En 1983, Mullis et Faloona réussissent 1’amplification d’un fragment d’ADN in vitro
[103]. Cette découverte vaut & Mullis ’obtention du prix Nobel de chimie en 1993. Cette
méthode permet en effet d’amplifier spécifiquement une trés faible quantité d’ADN cible. Elle
répond ainsi a la nécessité d’avoir une quantité¢ suffisante de matériel génétique pour le
détecter et 1’étudier.

Principe de la PCR.

La PCR est une méthode de biologie moléculaire s’effectuant in vitro. Elle consiste a
amplifier une séquence d’acide nucléique spécifique par synthése enzymatique. Deux amorces
(des oligonucléotides d’environ 20 paires de bases) s’hybrident sur les brins d’ADN
complémentaires et opposés de fagon a encadrer la séquence a amplifier.

Séquence a amplifier

{ |

A sequence

S" 3!
S T O O T 3,

i B seauence

Fig. VII : Positions respectives des amorces et de la séquence a amplifier [105]. A et B séquence : amorces.

L’ADN, qui sert de matrice a la réaction, est obtenu aprés extraction a partir de
prélévements de natures diverses (sang, biopsies, LCR...).
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Les conditions de la réaction sont capitales au bon déroulement de 1’amplification :
Température, force ionique et concentrations des différents réactifs sont calculées
précisément.

Le choix des amorces est également primordial. Il est souvent réalisé a 1’aide de
programmes informatiques congus pour le rendre optimal (Les amorces ne doivent pas
s’hybrider entre elles, doivent posséder des températures de fusion proches...). Les
programmes préconisent aussi la température et la durée de la réaction.

Le mélange réactionnel contient I’ADN cible, 1’enzyme polymérase, les amorces, les
nucléotides, le tampon et les ions (magnésium...) nécessaires au bon fonctionnement de
I’enzyme.

Les échantillons sont placés dans un thermocycleur programmable qui effectue des
cycles de température répétitifs, composés de trois étapes successives :

'DNA egion to be amplified
7 ‘ }
- Etape’ d,e. demfturatlon : les, deu,x A sequence
brins de I’hélice d’ADN sont séparés / 3 T T OO g T T b
sous l’effet d’une température ¢levée 8 sequence
;. . ° Denature at »90°C
(supeneure a90 C) Add primers mmoand  seeess in excess
Cool to 50-60°C o aliow primer binding
- FEtape d’hybridation des amorces : 5 ! 3
’ ; - PRI
les amorces s’accrochent au niveau de 3 S EERY -
: . X . g 3 :
leur séquence cible a la température de ¢ 5
. . ;- Add thermostable DNA
fusion qui leur est spécifique. doyraieniig. ) poymerase and
Incutiate 70-75°C for DNA synthesis by
, s . , ! primer extension
- FEtape d’élongation: [I’enzyme L S .
. e » T
polymérase synthétise 1’ ADN. et 5
PR -
\ 3 T TN AN N
Les produ}ts synthétisés au premier cycle Repest cycle of derituration, primer binding,
servent de matrice au cycle suivant et ainsi de DNA synthesis in automated thermocycler
suite. On obtient wune accumulation 5 .
. ’ . (IR
exponentielle de la séquence d’ADN cible. 20 A EAIIENENEANRRNR
. 4. , . 5. 3
cycles multiplient la séquence environ un N ) e T AL ERARNRRNREN RN
illion de fois. % em——
millio © 53.m|mnImungl;n_s,
5 -
3 IO T,
Fig. VIII : Amplification d’une séquence d’ADN [105]. 'L Repeat for approx. 30 cycles

Les premieres PCR utilisaient I’ADN polymérase d’E.coli , enzyme thermolabile qui
était inactivée lors de 1’étape de dénaturation. Elle devait donc étre ajoutée a chaque cycle. En
1988, I’introduction d’une enzyme thermostable, la Tag polymérase, issue d’une bactérie
thermophile Thermus aquaticus permet 1’automatisation de la PCR. La spécificité de la
méthode est accrue : 1’élongation peut se faire a température supérieure ce qui réduit les
risques de formation de structures secondaires de I’ADN et d'amplifications non spécifiques.

Détection des produits amplifiés.

Les produits de 1a PCR sont déposés dans des puits sur gel d’agarose. Ce gel contient du
bromure d’ethidium qui rend les molécules d’acide nucléique fluorescentes aux ultra-violets.
L’électrophorése permet de séparer les acides nucléiques selon leur taille : Sous I’influence
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d’un champ électrique, les molécules d’ADN migrent dans le gel et parcourent une distance
inversement proportionnelle a leur longueur. Un marqueur de poids moléculaire est déposé
sur le gel en méme temps que les échantillons et permet de déduire la taille des fragments
d’ADN obtenus.

Il existe d’autres moyens de révéler les produits de la PCR, par colorimétrie ou
chimioluminescence (ELISA et amorces biotinylées, sonde ADN biotinylée...).

La spécificité du test réside dans 1’obtention d’un fragment d’ADN de la taille attendue.
L’identité des produits de la réaction peut néanmoins €tre confirmée par digestion par des
enzymes de restriction, par le séquengage du fragment, par 1’utilisation d’une sonde a ADN...

La plupart des publications concernant la PCR font état d’une sensibilité de détection de
I’ordre de 1 pour 10° (un leucocyte pour 100000 cellules sanguines nucléées).

Variantes de la PCR.

- LaPCR nichée : C’est une PCR qui se déroule en deux étapes. Une premiére PCR
s’effectue de maniere «classique ». Les produits de cette PCR servent ensuite de matrice a une
deuxiéme PCR qui utilise deux nouvelles amorces, différentes des premieres. Ces amorces
sont donc choisies de maniere & étre «plus internes » aux précédentes sur la molécule d’ADN.

5 ‘__T__> 3

Fig. IX : Illustration de la PCR nichée
1: amorces pour la premiére étape d’amplification

2: amorces pour la deuxiéme étape d’amplification

Parfois, on conserve une amorce du premier couple et on n’introduit qu’une seule
nouvelle amorce pour la deuxiéme PCR. On parle alors de PCR semi nichée.

Cette technique, grace a une double amplification, est extrémement sensible. De plus, le
mélange réactionnel de la deuxiéme PCR permet de diluer les éventuels inhibiteurs présents
lors de la premiére PCR. La spécificité de la méthode est également accrue : la deuxiéme
amplification n’est possible que si la premiére a précisément amplifié la séquence cible. La
spécificité de la premiere réaction est ainsi vérifiée.

Cependant, la PCR nichée requiert un travail rigoureux et précautionneux : sa grande
sensibilité a pour conséquence d’augmenter les risques de contamination d’un échantillon
négatif par les aérosols d'amplicons formés lors de I'ouverture des tubes. Il est donc impératif
de réaliser des témoins négatifs lors de chaque réaction.

- La PCR multiplex est utile lorsque plusieurs agents pathogénes sont susceptibles
d’étre a ’origine d’une affection. Elle permet d’amplifier différentes séquences dans la méme
réaction (on amplifie I’ADN de plusieurs virus distincts, par exemple). On utilise plusieurs
couples d’amorces, chacun spécifique d’une séquence cible. On économise ainsi du temps, et
des réactifs.
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- La RT-PCR (pour reverse transcriptase PCR) permet de réaliser une amplification
a partir ’ARN. Nous nous intéressons ici a I’amplification de I’ARN des rétrovirus : I’ARN
viral est d’abord transcrit en ADN complémentaire (ADNc) par une enzyme recombinante
ADN polymérase qui posseéde aussi une activité de transcriptase inverse. Cette enzyme est
thermostable et issue de la bactérie 7. thermophilus.

Avantages et inconvénients de la PCR.

La PCR possédent une sensibilité et une spécificité trés élevées.

Elle permet de détecter la présence d’acide nucléique viral dans n’importe quel tissu.
Ceci est utile lorsque I’infection est localisée. Un fragment du génome de FeLV a ainsi été
amplifié a partir d’une tumeur lymphoide alors que la recherche d’antigénes dans le sang
s’était révélée négative [63].

Cette méthode permet aussi de détecter les virus qui ne se multiplient pas (virus latents
ou génétiquement défectifs) ou présents en tres faible quantité. Ces virus échappent a la
détection des tests rapides mais n’en sont pourtant pas moins pathogénes.

La PCR apparait donc trés utile pour mettre en évidence le FeLV chez les chats infectés
non virémiques ou atteints d’infections localisées.

Enfin, la PCR présente 1’avantage d’étre automatisable, ce qui réduit les risques
d’erreurs techniques.

Le principal inconvénient de cette méthode est dii & sa grande sensibilité. En effet, la
moindre erreur de manipulation peut engendrer des résultats faussement positifs par suite
d’une contamination avec des fragments amplifiés. Il faut donc travailler avec le plus grand
soin, en prenant des précautions draconiennes pour éviter toute contamination. Des contrdles
positifs et négatifs sont toujours inclus a la manipulation. De plus, un systéme entierement
automatisé réduit les risques de fagon conséquente.

Un résultat de PCR positif doit étre interprété avec vigilance. Outre les risques de faux
positifs par contamination, ’amplification de I’ADN d’un agent pathogéne ne signifie pas
forcément qu’il est responsable des troubles dont souffre I’animal. La PCR peut en effet
détecter un microorganisme présent en quantité minime dans 1’organisme et n’ayant pas
d’influence sur I’état de santé de 1’animal.

La procédure actuelle n’est réalisable qu’au sein de laboratoires spécialisés ou se
consacrant a la recherche en diagnostic (universités) car elle nécessite un équipement
particulier. Les vétérinaires praticiens ont ainsi d’avantage recours aux tests rapides,
réalisables au cabinet, plutdét qu’a la PCR. Les résultats de PCR peuvent néanmoins étre
obtenus relativement rapidement (en 24 heures environ). De plus, la PCR est un test sensible
et spécifique qui ne présente pas les limites des tests fondés sur la recherche des antigénes.
Elle apparait donc comme une méthode de choix pour le dépistage du FeL'V.

B. FIV
1. Diagnostic clinique.

L’infection par le FIV se traduit, comme pour le FeLV, par des symptomes divers et
non spécifiques. Les chats, immunodéprimés, sont prédisposés aux lésions de stomatite, aux
gingivites, pyodermites, troubles de 1’appareil respiratoire supérieur, syndromes fébriles,
lymphadénomégalies, vomissements et diarrhées [111]. A ce stade, il est impossible de
distinguer ’affection causée par le FIV de celle causée par le FeLV ou par d’autres virus.

Le FIV engendre aussi des troubles hématologiques, notamment des cytopénies
(lymphopénies, neutropénies, anémies...), et des modifications des paramétres biochimiques
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(urémie, créatinémie, glycémie ou protéinémie parfois augmentées [124]). Des troubles
nerveux sont quelquefois observés. Mais aucun de ces signes ne permet de diagnostiquer avec
certitude le FIV. Il faut donc faire appel au diagnostic de laboratoire pour confirmer la
suspicion du praticien.

2. Diagnostic histologique [18].

Pendant la phase de lymphadénopathie généralisée, 1’histologie du ganglion est assez
caractéristique de 1’infection par le FIV. On observe une sévere hyperplasie folliculaire avec
altération des follicules, une hyperplasie paracorticale, une vascularisation abondante, une
plasmocytose médullaire et de nombreux mastocytes et lymphocytes T8 dans les centres
germinatifs. Le nceud lymphatique peut toutefois avoir un aspect différent lors des stades
terminaux de la maladie.

3. Diagnostic de laboratoire.
a.  Culture et isolement du virus.[18, 43]

L’isolement du virus se fait le plus souvent a partir de sang de chats infectés, mais on
peut aussi travailler a partir de salive ou d’un prélévement de cellules de moelle osseuse [43].

On isole d’abord les lymphocytes du sang (2 I’aide de Ficoll). On les cultive ensuite
avec des lymphocytes de chats sains. Leur multiplication est stimulée par des mitogénes
(Concanavaline A le plus souvent) et de L’IL-2 recombinante humaine. A partir de cette
culture, on peut mettre en évidence le virus de quatre fagons différentes :

e Observation au microscope électronique :

On observe des particules virales de formes sphériques, intra et extracellulaires. La
nucléocapside, au centre du virus, est tronconique (selon le plan de coupe): elle est
caractéristique des lentivirus. On peut voir, a la surface de certaines cellules, des irrégularités
et des protubérances de la membrane plasmique qui correspondent aux bourgeonnements
viraux.

e Observation de I’effet cytopathogene :
Six a quatorze jours aprés la stimulation des lymphocytes, on observe une
dégénérescence ballonisante des cellules, des syncitia (cellules géantes) et des cellules lysées.
Les cultures sont colorées au cristal violet, ce qui permet de compter les syncitia au

microscope a faible grossissement. Seuls les syncitia a sept noyaux ou plus sont comptabilisés
[43].

e Dosage de I’activité de la transcriptase inverse Mg”" dépendante :

Par action d’un détergent sur une culture virale, ’enzyme polymérase du virus est
libérée. Cette enzyme est placée dans un milieu contenant, entre autre, du magnésium
(enzyme Mg?** dépendante), de la thymidine triphosphate tritiée et une matrice ARN.

La transcriptase inverse synthétise I’ADN correspondant a la matrice ARN en utilisant
la thymidine tritiée. La quantité de radioéléments incorporés est proportionnelle au nombre de
molécules de transcriptase inverse. Si I’activité de I’enzyme est cinq fois supérieure a celle du
contrdle négatif, on conclut a la présence du virus dans la culture. On peut confirmer ce
résultat a ’aide de I’ELISA qui détecte les antigenes p24 [43]. La mesure de la radioactivité
permet aussi de déduire la quantité de virus présents initialement dans la culture.
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e Détection des antigeénes viraux (p24 ou p15)

On travaille avec le surnageant de la culture et on utilise une méthode ELISA
Sandwich : des anticorps monoclonaux sont adsorbés sur une phase solide ; on ajoute alors les
antigénes (suspension de virus lysés), et on met I’ensemble en incubation. On effectue un
lavage et on ajoute un autre anticorps monoclonal couplé a une peroxydase. On réalise encore
une incubation, et on lave a nouveau. On révele enfin les réactions anticorps-antigenes-
anticorps a I’aide d’un chromogene qui réagit avec la peroxydase.

Les sensibilités des techniques de détection des antigénes viraux et de comptage des
syncitia sont proches, et supérieure a celle du dosage de I’activité de la transcriptase inverse.
La méthode qui consiste & compter les syncitia est la plus rapide [43].

Ces méthodes de diagnostic direct ont ’avantage d'étre indépendantes de la réponse
humorale. Cependant, la quantité de virus dans le sang, des antigeénes viraux ou des cellules
infectées est le plus souvent trop faible pour étre détectée par ces tests. De plus, ce sont des
méthodes lourdes a mettre en ceuvre et longues a réaliser.

b.  Détection des anticorps antiviraux.

Lors d’une infection par le FIV, le niveau de virémie est trop bas pour que les tests
classiques détectent les antigénes viraux. En revanche, la présence d’anticorps est un bon
indicateur de I’infection puisque la plupart des chats qui subissent la séroconversion restent
infectés a vie. Différents tests sérologiques (IFA, ELISA, Western Blot et RIPA) permettent
de mettre en évidence les anticorps anti FIV, et leur détection est, le plus souvent, trés bien
corrélée a I’infection par le FIV. Dans quelques cas pourtant, ces tests sont mis en échec par
les caractéristiques propres a l’infection par le FIV. Ces situations, non rares et non
négligeables, sont développées apres présentation des différents type de tests sérologiques.

e Test d’ immunofluorescence : Immunofluorescence antibody test (IFA)

Le principe de cette méthode est schématisé dans le paragraphe consacré au diagnostic
du FeLV par IFA.

L’immunofluorescence indirecte fut le premier test de diagnostic consistant a rechercher
les anticorps dirigés contre le FIV [114].

Des cellules infectées par le FIV sont fixées dans des puits. Les premiers tests utilisaient
des lymphocytes, mais ils sont aujourd’hui remplacés par des cellules CrFK (cellules rénales
de Crandell), qui améliorent la sensibilité du test [132]. On ajoute le sérum a tester. Le
mélange est mis & incuber a 37°C pendant 30 minutes. Les couples Ag-Ac se forment alors.
Un lavage au PBS permet d’éliminer tout ce qui n’est pas fixé. On ajoute alors des anticorps
de lapin anti IgG de chats conjugués a la fluorescéine. On place a nouveau 1’ensemble a 37°C
pendant 30 minutes. On ajoute enfin du bleu Evans pour amplifier la fluorescence des
cellules. Les cellules infectées présentent une fluorescence vert pomme au microscope a
fluorescence [85, 18].

On inclut toujours au test des contrdles positifs et négatifs pour éviter de faux résultats :
Certains anticorps réagissent en effet avec un composant non viral de la préparation
d’antigénes et sont responsables de fluorescences non spécifiques. Ces réactions non
spécifiques peuvent, en outre, empécher la visualisation de réactions spécifiques, et étre ainsi
a lorigine de faux négatifs [6] ! Enfin, les résultats sont parfois douteux, et doivent étre
confirmés a 1’aide d’un autre test (Western Blot par exemple)[18].
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Les anticorps détectés par immunofluorescence apparaissent environ une semaine apres
ceux détectés par Western Blot ou ELISA [145].

Comme nous I’avons déja vu avec le FeLV, cette méthode nécessite du matériel
colteux et un personnel compétent. Elle n’est donc applicable que dans des laboratoires
spécialisés.

e Le test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Le test ELISA, parce qu’il est pratique, rapide et relativement peu onéreux, est le plus
utilisé pour diagnostiquer le FIV.

Le premier test ELISA mis au point était fondé sur une méthode indirecte: des
protéines virales purifiées étaient fixées sur une phase solide. On ajoutait 1’échantillon de
sérum a tester, et s’il contenait des anticorps anti FIV, ceux ci se fixaient aux protéines. Les
couples Ag/Ac ainsi formés étaient révélés aprés addition d’IgG anti félin conjuguées a une
enzyme qui réagissait avec un substrat chromogene.

Ce test engendrait de nombreuses réactions non spécifiques : n’importe quel anticorps
félin qui se fixait sur la phase solide donnait en effet un signal positif. Pour y remédier, il
fallait diluer I’échantillon a tester. Cette méthode fut abandonnée quand on décida de créer un
test de dépistage simultané du FeL'V et du FIV. On ne pouvait en effet plus diluer
I’échantillon sous peine de réduire de maniére trés importante la sensibilité de détection des
antigénes FeLV [136].

Dans les tests actuels, I’antigéne fixé a la phase solide est aussi présent sous la forme
d’un complexe antigéne-enzyme. Les anticorps anti FIV se lient aux antigenes fixés sur la
phase solide puis aux complexes antigene-enzyme. Ce systéme permet, aprés action du
substrat chromogene, une révélation plus spécifique.

Il existe des kits individuels a 1’usage des vétérinaires praticiens, utilisant des
membranes réactives (cf. schéma), et des kits destinés aux laboratoires, sous forme de
micropuits.
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Fig. X : Un exemple de
kit destiné aux vétérinaires
praticiens pour le diagnostic
simultané de l'infection par le

FeLV et le FIV : Test SNAP
COMBO Plus FeLV/FIV.
IDEXX.

On utilise une
solution contenant des
conjugués enzyme-
anticorps  monoclonaux

anti p27 (dirigés contre la
protéine p27 du FeLV) et
enzyme-antigene du FIV.
On mélange cette
solution & 1’échantillon a
tester (plasma, sérum ou
sang total). Le conjugué
enzyme- Ac anti p27 se

lie aux éventuels
antigénes p27 et le
complexe enzyme-Ag

FIV aux é&ventuels Ac
anti FIV. Le mélange
obtenu est versé dans la
cupule prévue a cet effet
et s’écoule le long de la
membrane réactive. Les
anticorps anti p27 (spot
FeLV) et les antigénes
FIV (spot FIV) fixés a la
membrane capturent
respectivement les
complexes Enzyme-Ac
anti p27-p27 et Enzyme-
Ag FIV-Ac antiFIV.

On appuie alors sur
le «SNAP», ce qui
libére un tampon de
lavage et le substrat de
I’enzyme. La coloration
du spot FeLV indique la
présence des antigénes
FeLV dans 1’échantillon,
la coloration du spot FIV
celle des anticorps anti
FIV. Ce test comporte
également des contrdles
positif et négatif [105].



Dans les années 1989-1990, «1’antigeéne » utilisé était un lysat de virus entier issu d’une
culture de fibroblastes félins. Mais il donnait lieu & de nombreux résultats faux positifs et faux
négatifs. En particulier, les sérums de chats vaccinés avec des vaccins produits sur cultures de
cellules félines engendraient des réactions non spécifiques [129, 32].

En 1991, un test utilisant des protéines recombinantes du core, p24 et pl17, fut mis au
point. La sensibilité et la spécificité étaient meilleures que celles des tests précédents mais les
anticorps contre ces protéines n’étaient pas présents tout au long de la maladie.[129, 69]

En 1993 et 1995, de nouveaux essais furent effectués avec des protéines recombinantes
de la glycoprotéine de surface transmembranaire (gp40) [4, 129]. Les résultats obtenus furent
concluants, la sensibilité et la spécificité du test furent encore accrues. Expérimentalement, on
montre que les anticorps dirigés contre cette glycoprotéine apparaissent précocement (environ
quatre semaines apres 1’infection), et ont un titre plus élevé que les anticorps dirigés contre les
protéines de capside ou de surface [12].

Malgré ces progres, il existe encore des résultats erronés. On note des faux positifs, le
plus souvent dus aux erreurs de manipulation de I’opérateur. L’utilisation de sang total serait
également a 1’origine de réactions non spécifiques, mais ce n’est pas prouvé. Il est donc
toujours conseillé de confirmer un résultat positif a4 ’ELISA par un autre test (Western blot
par exemple) [105].

Les résultats négatifs sont plus fiables, surtout concernant les chats asymptomatiques et
non exposés a des risques de contamination. En revanche, un résultat négatif pour un chat
présentant les symptomes de I’infection, ou ayant été exposé¢ au virus, requiert une
confirmation huit & douze semaines plus tard [105].

e Test d’immunomigration rapide ou immunochromatographie.

Comme pour le FeLV, ce type de test a été récemment commercialisé sous forme de
kits, a I'usage des vétérinaires praticiens. Il vise a détecter les anticorps dirigés contre la
glycoprotéine transmembranaire gp40 du virus FIV. En effet, cette protéine est conservée
parmi les différentes souches de FIV et induit la production d’anticorps dont le titre est
durablement élevé (cf. test ELISA ci-dessus). L’échantillon a tester est mis en présence de
particules d’or colloidal sensibilisées. Les complexes formés s’écoulent sur une membrane et
les anticorps éventuellement présents sont immobilisés au niveau d’une zone ou sont fixés des
peptides reproduisant un épitope de la protéine transmembranaire gp40. L’accumulation des
anticorps et de 1’or colloidal sur cette zone fait apparaitre une bande colorée qui traduit un
résultat positif. Des zones de contrdles positif et négatif sont inclues dans le test [105, 139].

Ce type de test est réalisable rapidement et ne nécessite qu’une seule étape de
manipulation. Le risque d’erreurs techniques est donc trés réduit. La fiabilité du test dépend
essentiellement de la qualité des réactifs employés [105].

Les résultats d’une étude récente [52] permettent d’évaluer la fiabilité de différents tests
d’immunomigration rapide (DUOSpeed, BIO VETO TEST; Fast Test, MEGACOR ;
Witness, RHONE MERIEUX; On Site, BIOTECH, Sweden; One Step, EVL, The
Netherlands) et d’un test ELISA (Snap, IDEXX, USA), tous fondé sur la mise en évidence
des anticorps anti gp40 (Tab.V). L’étude a été réalisée sur 800 sérums de chats, et les résultats
positifs ont été vérifiés par Western Blot.
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Snap |DUOSpeed | Fast Test | Witness | OnSite | One Step
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Tests interprétables 98.3 99.7 99.9 87.4 99.9 99.8
Tests facilement
interprétables (lecture | 85.6 93.6 93.2 91.3 91.9 97.4
aisée) ,
Sensibilité 86.1 97.3 90.3 95.5 41.5 87.5
Spécificité 98.6 98.6 99.0 99.7 97.1 99.2
Valeur prédictive | g4 § 87.7 90.3 97.0 57.4 91.3
positive
Valeur predictive | gg ¢ 99.7 99.0 99.5 94.6 98.8
negative

Tab. V : Caractéristiques de plusieurs tests rapides de diagnostic du syndrome d’immunodéficience
féline [52].

Le test Witness présente un nombre important de résultats non interprétables. La valeur
prédictive positive et la sensibilit¢ du test One site sont mauvaises. Les autres tests
apparaissent globalement équivalents.

Les tests d’immunomigration rapide sont disponibles pour le diagnostic simultané du
FeLV et du FIV (Kits commercialisés en France : WITNESS FeLV-FIV- SYNBIOTICS
EUROPE; DUOSpeed FeLV-FIV-BIO VETO TEST) .

e Le Western Blot ou immunoblot.

Le western blot est souvent utilisé pour confirmer les résultats douteux obtenus avec
I’ELISA. 11 permet de mettre en évidence les anticorps spécifiques des différentes protéines
du virus.

Principe [85, 18] :

On commence par préparer les protéines qui serviront de cibles aux anticorps : le virus
est extrait des cellules infectées, purifié et lysé sous 1’action d’un détergent. Les protéines sont
alors solubilisées. On les charge négativement a 1’aide de SDS.

Un gel de polyacrylamide est coulé entre deux plaques de verre verticales. Un peigne en
plastique, placé dans la partie supérieure du gel, creuse des puits. Lorsque le gel est solidifié,
les protéines sont déposées dans ces puits. Une piste est réservée a un marqueur de poids
moléculaires.

Les protéines sont séparées par électrophorese en fonction de leur taille et de leur poids
moléculaire (plus la taille et le poids des molécules sont faibles, plus elles parcourent de
distance).

Les bandes de protéines obtenues sont ensuite transférées, a 1’aide d’un nouveau champ
électrique perpendiculaire au premier, sur une membrane de nitrocellulose parall¢le au gel de
polyacrylamide (cf. schéma). Cette opération dure environ deux heures. Pour vérifier si le
transfert est réussi, on peut colorer le gel au bleu de Coomassie : les protéines restées sur le
gel se colorent. On peut aussi colorer la membrane de nitrocellulose au rouge Ponceau : des
bandes apparaissent, correspondant aux protéines transférées.
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Fig. XI : Western blot pour identification d’anticorps [105].

La feuille de nitrocellulose est découpée en plusieurs bandes pour tester les échantillons.
On met d’abord ces bandes a incuber pendant une nuit avec les sérums a tester. Si les
anticorps sont présents, ils se lient a leur protéine cible. On effectue ensuite un lavage pour
éliminer tout ce qui n’est pas fixé avant de remettre les bandes a incuber avec des anticorps
dirigés contre les IgG de félins et couplés a une enzyme péroxydase. Cette incubation dure
deux heures. On lave a nouveau et on ajoute le substrat de ’enzyme qui révéle les éventuels
complexes Ag-Ac. La coloration des bandes est comparée celle d’une bande de référence et
les anticorps présents sont alors identifiés.

Avantages et inconvénients :

Le western blot est un test plus spécifique que ’ELISA ou L’IFA. En effet, les anticorps
spécifiques des protéines individuelles du FIV peuvent étre distingués entre eux et des
anticorps dirigés contre les composants non viraux de la préparation d’antigenes. Le western
blot est d’ailleurs souvent utilis€ pour confirmer les résultats des tests ELISA : les chats
infectés par le virus de la PIF, le FeLV ou Toxoplasma gondii donnent parfois des résultats
douteux a I’ELISA mais parfaitement négatifs en Western blot. Au contraire, certains sérums
engendrent un résultat équivoque a I’ELISA mais donnent un résultat incontestablement
positif au western blot [5]. Enfin, pendant le stade terminal de la maladie, le western blot
pourrait mettre en évidence des anticorps indétectables par ELISA [124].

La technique du western blot reste du domaine des laboratoires car elle est assez
onéreuse, nécessite du temps et du personnel expérimenté. La sensibilité et la spécificité du
test varient d’ailleurs en fonction du laboratoire qui I’effectue puisqu’il n’existe pas de kits
standards commercialisés [5].

Les anticorps dirigés contre la gp120, méme s’ils sont présents dans le sérum testé, ne
sont parfois pas décelés par le Western blot. En effet, la glycoprotéine est souvent fractionnée
lors de la purification du virus. Pour y remédier, on travaille de plus en plus a partir de lysat
de cellules infectées [85, 18].

Certains anticorps peuvent aussi passer inapercus si les antigénes viraux du test ne sont
pas identiques & ceux de la souche circulante (la variabilité des antigenes externes
d’enveloppe, par exemple, est importante...)[75].

Enfin, le western blot donne un nombre non négligeable de résultats équivoques (le
sérum réagit avec toutes les protéines, spécifiques ou non du virus ou ne réagit qu’avec une
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seule...), et on doit parfois renouveler le test plusieurs fois avant d’obtenir un résultat
interprétable.

Interprétation des résultats :

Elle différe selon les chercheurs. En général, la visualisation de bandes colorées au
niveau d’au moins deux protéines spécifiques du virus est considérée comme un résultat
positif. Une seule bande représente un résultat équivoque. L’absence de bande colorée au
niveau des protéines spécifiques traduit un résultat négatif. Lorsque le résultat est équivoque
ou douteux, le sérum est testé a nouveau huit a douze semaines plus tard. Le résultat est alors
le plus souvent interprétable [5].

e Le test de radioimmunoprécipitation (Radioimmunoprecipitation Assay : RIPA)

La méthionine marquée au souffre *>S est incorporée aux protéines du virus pendant la
culture cellulaire. Les cellules sont ensuite lysées, et le lysat obtenu est mis a incuber une nuit
avec le sérum A tester. Si le sérum contient des anticorps spécifiques du FIV, des complexes
immuns se forment alors. Ces complexes sont ensuite récupérés apres centrifugation (la
protéine A, couplée a des billes de sépharose, se lie aux complexes immuns formés et les
alourdit) et séparés par électrophorése. Les antigénes des complexes sont alors détectés par
radiophotographie. On les identifie en déduisant leur poids moléculaire de la distance qu’ils
ont parcourue [18].

Les techniques du RIPA et du western blot sont proches. Elles permettent toutes les
deux d’identifier les anticorps dirigés contre les différentes protéines du virus. Elles sont
toutes les deux tres spécifiques et sensibles et sont donc utilisables pour confirmer les
résultats obtenus par ELISA ou immunomigration rapide.

La différence des deux méthodes réside essentiellement dans le déroulement des étapes.
Dans le cas du RIPA, les antigeénes réagissent avec les anticorps avant 1’électrophorese. Ils
sont alors dans leur forme native. Dans le cas du western blot, au contraire, les antigénes
subissent d’abord 1’électrophorese et le transfert sur membrane de nitrocellulose. I1s sont alors
dénaturés, et ne sont exposé€s qu’ensuite au contact des anticorps. C’est pourquoi certains
épitopes conformationnels sont parfois reconnus par RIPA et pas par western blot [26].

Le test RIPA présente également 1’avantage de détecter, beaucoup mieux que le western
blot, les anticorps dirigés contre la glycoprotéine d’enveloppe gpl120. Ces anticorps
apparaissent assez tot dans le sang des animaux infectés (avant ceux dirigés contre les
protéines codées par le geéne gag ) et leur titre reste élevé tout au long de la maladie [18].

Le test de RIPA est donc sensible et surtout trés spécifique. Mais il est trés long a
réaliser, et n’est pas adapté a ’'usage commercial. Il n’est donc pas applicable en routine et
reste réservé aux laboratoires de recherche.

e Le test d’hémagglutination.

Récemment, un nouveau type de kit pour le diagnostic du FIV a été€ mis sur le marché
en Australie (VetRED FIV™ , AGEN Biomedical Ltd., Queensland, Australia.). Il fait appel &
une technique d’hémagglutination : un anticorps monoclonal non agglutinant dirigé contre les
hématies de chats est conjugué a un peptide synthétique dérivé de la région transmembranaire
du FIV. En présence d’anticorps dirigés contre la protéine transmembranaire du FIV, il se
forme un complexe Ac/Ag/Ac qui provoque ’agglutination des hématies. L’intensité de la
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réaction est noté de +1 a +4. Si aucune réaction ne se produit, un anticorps monoclonal
agglutinant anti-hématie est ajouté pour vérifier que 1’agglutination est possible [24].

Lors d’une étude récente [24], ce kit a été utilisé pour tester 49 chats dont 34 avaient été
infectés expérimentalement par le FIV. Les 15 autres chats n’étaient pas infectés. Une partie
des chats fut testée régulicrement pendant huit semaines, ’autre ponctuellement au bout
d’environ 24 et 70 semaines. Le test ne donna aucun faux résultat.

Les mémes chercheurs effectuérent alors une étude comparative de ce kit et du test
ELISA Petcheck ( FIV test kit ; IDEXX, Portland, ME, USA) a partir 548 prélévements de
sang soumis a un laboratoire pour le diagnostic. Ils obtinrent 32 résultats discordants, qui
furent vérifiés par western blot. Finalement, ils conclurent, pour le test d’hémagglutination, a
une sensibilité et une spécificité de 97% ( contre respectivement 99% et 98% pour le test
Petcheck), et confirmérent I’intérét de ce type de test [24].

Le principe de I’hémagglutination permet aussi de mesurer les titres en complexes
immuns des sérums de chats. Les valeurs obtenues dans le cas de chats infectés et non
infectés étant significativement différentes, ces mesures peuvent prendre une valeur
diagnostique [91].

o Limites des tests sérologiques.

Les techniques de mise en évidence des anticorps dirigés contre le FIV sont nombreuses
et 4 la base de tests de diagnostic fiables. Elles sont cependant parfois mises en échec par les
caractéristiques propres a I’infection par le FIV :

-La séroconversion ne s’effectue qu’environ huit semaines aprés I’infection.
Expérimentalement, le délai dépasse méme parfois six mois! En tout début d’infection, il
existe donc toujours une fenétre de quatre a huit semaines pendant laquelle les tests de
recherche d’anticorps sont négatifs alors que le chat est infecté [5].

- En début d’infection, le titre en anticorps est parfois trés faible, et peut le rester
plusieurs mois, voire plus d’un an. I est alors insuffisant pour &tre décelé [5].

- En phase terminale de la maladie, la faiblesse du systéme immunitaire est telle que la
production en anticorps est trop faible pour étre détectable [124].

- Jusqu’a I’age de quatre mois, les chatons peuvent posséder des anticorps maternels
anti FIV, sans étre infectés. Le test donne pourtant un résultat positif. A 1’inverse, les chatons
infectés ont un systeme immunitaire parfois trop immature pour développer des anticorps. Le
test est alors négatif. Le statut des chatons ne peut ainsi étre établi avec slireté qu’a partir de
’age de huit mois. Si un test est effectué auparavant, son résultat devra étre confirmé lorsque
I’animal aura atteint huit mois [5].

c.  Détection du génome par PCR (Polymerase Chain Reaction).

Les tests directs que nous avons décrits jusqu’a présent sont mal adaptés a la détection
du FIV : il n’existe pas de technique suffisamment sensible pour mettre en évidence de fagon
directe les antigénes viraux. L’isolement viral est long & réaliser, et manque également de
sensibilité [5]. C’est pourquoi les tests de diagnostic du syndrome d’immunodéficience féline
les plus utilisés sont des tests indirects, fondés sur la détection d’anticorps. Ils présentent
cependant certaines limites incontestables, liés aux particularités de I’infection par le FIV (cf.
paragraphe précédent).

La PCR représente une alternative intéressante : ¢’est un test direct, qui ne possede pas
les inconvénients des tests sérologiques, et qui est extrémement sensible. Son principe est
exposé dans le chapitre concernant le diagnostic du FeLV. La PCR permet d’amplifier
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spécifiquement ’ADN du provirus intégré au génome de la cellule infectée. Comme
I’isolement viral, elle peut donc détecter la présence du virus dans les cellules de chats
séronégatifs. C’est le cas pendant certaines phases de la maladie, lorsque le titre en anticorps
est faible : stade précoce de I’infection [132], phase asymptomatique [5], en fin de maladie
lorsque le systéme immunitaire est déficient [124]...

Grice au principe de I’amplification, la PCR est plus sensible que 1’isolement viral (on
rapporte souvent des résultats positifs en PCR et négatifs par isolement viral [11, 93]). Elle
peut mettre en évidence une cellule infectée sur un million de cellules. De plus, c’est une
méthode beaucoup plus rapide : Le résultat peut &tre connu en 24 heures environ.

La difficulté pour mettre en ceuvre un test de diagnostic du FIV par PCR réside surtout
dans le choix des amorces. Les différentes souches de FIV présentent en effet une grande
variabilité génétique. Les amorces sont donc choisies pour amplifier une partie du géne gag,
le plus conservé du génome viral. Malgré cela, il est impossible de trouver deux amorces
capables d’amplifier toutes les souches de FIV. 1l faut alors dessiner plusieurs couples
d’amorces, adaptés aux différentes souches virales existantes [99]. Le méme test ne pouvant
pas dépister toutes les souches de FIV, des risques de résultats faux négatifs existent.

Les tests mis au point utilisent le plus souvent la technique de PCR nichée [99], ou de
double PCR [54] (deux PCR successives, réalisées avec les mémes amorces) pour augmenter
la sensibilité du test (et la spécificité dans la cas de PCR nichée). Une charge virale trés faible
peut en effet passer inapercue a la premiére amplification et n’étre révélée qu’a la seconde
[54, 99].

La PCR est une technique de diagnostic du FIV trés sensible, spécifique, rapide, et
fiable tout au long de la maladie (indépendamment des fluctuations de la réponse immunitaire
de ’hote). Elle nécessite cependant un équipement particulier, un personnel qualifié, et ne
peut étre réalisée qu’en laboratoire. Un soin tout particulier doit &tre apporté aux
manipulations car la sensibilité de la technique augmente les risques de contamination et donc
de faux positifs.

Les tests de diagnostic rapide des rétroviroses félines sont indiscutablement les plus
utilisés a ’heure actuelle. Ils sont simples d’emploi et révelent leurs résultats en quelques
minutes, ce qui répond parfaitement aux besoins du vétérinaire praticien.

Ces tests présentent néanmoins certaines limites, puisqu’ils sont dépendants de la
multiplication virale (recherche d’antigénes) ou de la réponse immunitaire de 1’hdte
(recherche d’anticorps). Ainsi les cas d’infection latente (le virus ne se multiplie pas) ne sont
pas dépistés. De méme, les tests sérologiques s’averent inefficaces si ’animal ne produit pas
suffisamment d’anticorps (phase précédant la séroconversion, phase de dépression du systéme
immunitaire...).

L’isolement viral et la PCR sont les seules méthodes qui s’affranchissent de ces
contraintes. La PCR est en outre plus rapide a réaliser et plus sensible que 1’isolement viral.
Elle semble donc s’imposer comme moyen de diagnostic du FeL'V et du FIV. C’est pourquoi
nous avons choisi d’orienter notre travail dans ce sens en essayant de mettre au point un test
de diagnostic du FeLV et du FIV par PCR.
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Deuxiéme Partie : Etude Expérimentale.

Mise au Point d’un Test de Diagnostic
Des Rétroviroses Félines par PCR.
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Introduction.

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) apparait comme une méthode de choix
pour diagnostiquer les rétroviroses félines. Les tests utilisés en routine, s’appuyant sur les
méthodes ELISA ou d’immunomigration rapide, sont en effet dépendants de 1’antigénémie ou
de la réponse immunitaire de 1’hote, deux paramétres variables. Ils sont donc parfois a
’origine de résultats faussés. Le diagnostic par PCR s’affranchit de ces paramétres : c’est un
test direct, dont le principe est d’amplifier I’ADN proviral intégré au génome de la cellule
cible. La PCR est aussi un outil spécifique et extrémement sensible. Ainsi, il suffit que le
virus infecte la cellule hdte pour le mettre en évidence par PCR.

Le travail que nous présentons ici consiste en 1’élaboration d’un test de diagnostic du
FeLV et du FIV par PCR. Nous exposons donc les différentes étapes qui nous ont permis de
le mettre au point. Les deux virus étant cependant trés proches, tant par le tableau clinique
qu’ils engendrent que par leur comportement au sein de 1’organisme infecté, nous avons
cherché a rendre notre test apte a les dépister de fagon simultanée.

Aprés présentation du matériel et des méthodes utilisés, nous exposerons les résultats
obtenus et nous les discuterons.

I. Matériel et Méthodes.
A. Les Prélévements.

La mise au point du test a été réalisée a 1’aide de prélévements effectués a la demande
des cliniciens lors des consultations 4 ’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse ou adressés
par des confréres praticiens, entre novembre 1998 et décembre 1999. Certaines biopsies ont
été réalisées a L’ENVT a’occasion d’autopsie.

Le sang est prélevé sur EDTA (acide éthylénediamine tétra-acétique), les anticoagulants
a base d’héparine représentant des inhibiteurs potentiels de I’enzyme polymérase. Les tissus
solides sont traités de préférence frais ou conservés dans le formol.

Les prélévements parviennent au laboratoire accompagnés d’une fiche de
renseignements (Fig. XII) remplie par le vétérinaire. Elle nous informe sur 1’identité du chat
prélevé (sexe, age, race...), sur les symptomes qu’il peut éventuellement présenter, ainsi que
sur les motifs pour lesquels le test a été demandé.
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ANIMAL SUSPECT D'INFECTION PAR FeLV OU FIV

- MEDECINE INTERNE -
- Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse -

Nom et adresse du propriétaire
Animal: nom, Espece, race
Demandé par : Pr: L. Sexe, Date de naissance

Date du préléevement sanguin ou tissulaire .
3 > € N° de dossier

Commémoratifs et anamneése :

Motif de la demande: 73 Détermination du statut de l'animal

3O Contact avec un animal suspect ou infecté (préciser depuis quand)

(3 Suspicion clinique
L’animal est-il vacciné? 3 Oui 0 Non  Par quel vacein? ... ... ..
Un test de dépistage a-t-il déja été eftectué? T Oui 3 Non

Signes cliniques :

3 Pas de signe clinique

O Abattement (J Anorexie O Hyperthermie O Maigreur

O Anémie 3 Ictére 0O Adénomégalie isolée

0 Polyadénoméualie O3 Stomatite {1 Gingivite 8 Conjonctivite
3 Otite ’ 3 Troubles cutanés ©.............. " O Tumeurs :

3 Troubles digestifs T Troubles respiratoires O Troubles rénaux

T Troubles nerveux O Autres ... ... ... ...

Maladies infectieuses intercurrentes :

3 Coryza O Hémobartonellose OPILF.

73 Toxoplasmose O Parasitoses T3 Autres:.

Hématologice :

7 Anémie régénérative 3 Anémie non régenérative O] Lyvmphopénie O Leucémie

A Dysmyelopoiése 3 Aplasie medullaire JAutres: .

Résultats du test de dépistage par P.C.R. :

F1V : O Positif T Négatif  FeLV : O Positif J Négatif Remarques :

Fig. XII : Fiche de renseignements.
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B. Extraction de ’ADN a partir de sang total.

Avant toute PCR, on extrait L’ ADN contenu dans les échantillons de sang collectés.

La méthode classique d’extraction au phénol-chloroforme est longue et délicate. Nous
choisissons de travailler avec un kit d’extraction (High Pure PCR Template Kit, Boehringer
Mannheim), qui rend cette étape plus rapide et plus simple & réaliser. La manipulation
effectuée est illustrée par la figure XIII :

¢ Préchauffer 200 pL de tampon d’élution a 70°C

— ¢ Dans un tube, mettre :
%(:__j” - 200 uL de sang

- 200 pL de tampon de fixation

L@?f - 40 pL de protéinase K

Vortexer immédiatement

*

¢ Mettre a incuber 10 minutes a 72°C
¢ Ajouter 100 pL d’isopropanol
¢ Vortexer

¢ Transférer le mélange dans une colonne posée sur un tube
collecteur sans bouchon

¢ Centrifuger 1 min a 8000 tours/min

Vider le tube collecteur, et le replacer sous la colonne
Ajouter 500 pL de tampon de lavage dans la colonne
Centrifuger 1 min a 8000 tours/min

Répéter cette étape une fois

* & o o

¢ Vider le tube collecteur, et le replacer sous la colonne
¢ Centrifuger 10 secondes a vitesse maximale (10000 tours/min)

*

Transférer la colonne sur un tube propre avec bouchon
Ajouter 200 pL du tampon d’élution préchauffé dans la colonne
¢ Centrifuger 1 min a 8000 tours/min

L 2

Fig. XIII : Schématisation de ’extraction d’ADN a partir de sang total.
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Les acides nucléiques obtenus sont stables et sont conservés au réfrigérateur a 4°C (ou
au congélateur a —20°C si le temps de conservation est supérieur a une semaine) avant d’étre
utilisés pour la PCR.

Cas particulier d’extraction d’ADN a partir de tissus solides :

Nous utilisons le méme kit que pour I’extraction d’ADN a partir de sang total (High
Pure PCR Template Kit, Boehringer Mannheim).

L’échantillon de tissu (25 a 50 mg), coupé en petits morceaux, est d’abord mélangé a
200uL de tampon de lyse et 40 pL de protéinase K. L’ensemble est mis a incuber 1 heure a
55°C. On ajoute alors 200 pL de tampon de fixation et on remet a incuber 10 minutes a 72°C.
On ajoute encore 100 pL d’isopropanol et on reprend le protocole précédent & partir de 1’étape
faisant intervenir la colonne.

C. Choix des amorces et des séquences a amplifier.

La qualité du test repose en grande partie sur le choix de la séquence du génome viral
que I’on va amplifier. Cette séquence doit bien sur étre caractéristique du virus a dépister ,
donc spécifique de ce virus. Mais pour éviter les résultats faussement négatifs, elle doit étre
conservée sur les différentes souches du virus qui peuvent exister.

Les amorces sont des oligonucléotides dont la séquence est choisie de fagon a
s’hybrider aux extrémités du fragment & amplifier. La sensibilité et la spécificité du test
dépendent de la qualité de I'hybridation des amorces avec leur séquence cible.

Pour obtenir un appariement de bonne qualité (et donc permettre a la PCR de se
dérouler efficacement), plusieurs conditions doivent étre rassemblées :

-La séquence cible des amorces doit €tre trés conservée. En effet, si certaines bases
nucléotidiques qui la composent varient d’une souche virale a une autre, les amorces ne lui
seront plus parfaitement complémentaires et ne s’hybrideront alors plus complétement. La
sensibilité du test peut en étre affectée et la réaction d’amplification peut méme étre
complétement bloquée.

-Les différentes amorces utilisées pour la PCR ne doivent pas s'hybrider entre elles, de
facon a ne pas affecter la sensibilité du test. Elles ne doivent pas non plus se replier sur elles-
mémes.

Il faut apporter une attention toute particuliere aux extrémités 3’ des amorces qui
doivent impérativement se lier a la séquence cible pour permettre a la Taq polymérase de
s'accrocher a I'ADN et de procéder a 'amplification.

-Les amorces ne doivent shybrider a ' ADN qu’a un seul endroit, c'est-a-dire au niveau
de leur séquence cible. Cette séquence ne doit donc pas se répéter ailleurs sur 'ADN sous
peine d’engendrer des amplifications non spécifiques.

1. FeLV

Pour nous aider dans le choix de la région du génome du FeLV a amplifier, nous nous
sommes inspirées d'une publication récente [97]. La zone choisie est a cheval sur le géne gag
et la région Us du LTR. Le géne gag est, comme nous l'avons vu dans la partie virologie, le
plus conservé, pol et surtout env étant plus variables.

La zone empiéte sur la région U; pour une raison particuliere : le génome du chat
comporte en effet des copies de virus FeLV endogenes, non pathogénes, dont la séquence est
trés proche de celle du virus FeLV exogene et pathogene que nous cherchons a dépister. La
région Us du LTR n'existe que sur les virus FeLV exogenes et pathogénes, et permet donc de
distinguer les deux séquences virales [9, 13, 96]. En amplifiant une partie de cette région, on
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évite ainsi d'amplifier les virus endogénes qui pourraient représenter une source de résultats
faussement positifs.

Le choix des amorces s'inspirent aussi de la publication [97]. Nous les avons un peu
modifiées pour éviter qu'elles s'hybrident entre elles lors de la réaction (nous nous sommes
surtout appliquées a limiter les liaisons fortes (G-C) entre les extrémités des amorces), et pour
qu'elles possédent des températures de fusion proches.

séquences des amorces pour I’amplification de FeLV :

- PCRI (lere étape) : UsF1: ACAGCAGAAGTTTCAAGGCC * (186-205)
FEGAG!:° CAGACCAGTGATCAAGGGTGA * (954-934)
- PCR2 (2éme étape) : FEUs-2:° CTCCAGGCTCCCCAGTTGA * (218-236)
GR2: 5’ GCTTCGGTACCAAACCGAAA * (824-805)

Les bases en caracteres gras ont été ajoutées par rapport aux séquences proposées par la
publication. Certaines bases ont également été retirées. UsF1 et GR2 n’ont pas été modifiées.

nombre de température de longueur du fragment
amorce . . o s
nucléotides _fusion* amplifié
UsF1 20 60
FEGAG] 21 60 769 pb
FEU3-2 19 59
GR2 20 60 605 pb

*Température de fusion donnée par le laboratoire ayant synthétisé les
amorces (ISOPRIM)

Tab. VI : Propriétés des amorces servant @ amplifier ’ADN du FeLV,

LTR
—
5 Us R Us = { gag = pol = envy I LTR 3’
b 4 4
gy FEUS2 GR2 FEGAGI
—» —p

5’

3’

Fig. XIV : Localisation des amorces et de la zone a amplifier sur le génome de FelLV.
U,F1, FEGAG1: amorces pour la premi¢re amplification

FEU;-2 GR2 : amorces pour la deuxiéme amplification
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2. FIV

Le génome du FIV varie beaucoup d’une souche a I’autre. Il est tres difficile d’y trouver
une région constante & amplifier. On ne peut donc que se contenter de travailler sur la
séquence qui nous parait la moins variable. Comme pour le FeLV, elle se trouve sur le géne
gag. Nous réalisons également un alignement des séquences des différentes souches virales
disponibles dans les banques de données informatiques (Fig. XV).

Les amorces FIV sont choisies de fagon a s’hybrider au minimum entre elles et a
posséder des températures de fusion proches pour fonctionner lors de la méme réaction.

Comme nous envisageons de mettre au point un test par PCR multiplex, des contraintes
supplémentaires apparaissent :

- Les amorces FIV ne doivent pas s hybrider non plus avec les amorces FeLV.

- Les températures de fusion des amorces FIV et FeLV doivent étre proches.

- Les séquences amplifiées sur le FIV et sur le FeLV doivent présenter des longueurs
suffisamment différentes pour pouvoir étre distinguées aprés migration par électrophorése.

Le choix des amorces est donc particulierement délicat, et des programmes
informatiques nous rendent la tache moins difficile.

séquences des amorces pour I’amplification de FIV :
- PCR1 (1™ étape) : FIVGAG] : CCCTCCACAGGCATATCCTA > (390-409)
FIVGAG2:~ CTGGCTTAAGATGACTCATTGC ° (1003-982)
- PCR2 (2™ étape) : FIVGAG3:" TGGAGCACCACAATATGTAGC ~ (423-443)

FIVGAG4:° CTAATGCCTCAAGATACCATGC (793-772)

Nombre de Température de Longueur du fragment
Amorces - . et
nucléotides fusion* amplifié
FIVGAGI 20 58
FIVGAG2 22 61 613 pb
FIVGAG3 21 59
FIVGAG4 2 61 371pb

Tab. VII : Propriétés des amorces servant a amplifier UADN du FIV.

5> LTR | gag pol envy | LTR 3’
I [ ! I

<— §—
FIVGAG4 FIVGAG2
FIVGAG1 FIVGAG3
>

3?

Fig. XVI : Localisation des amorces et de la zone a amplifier sur le génome de FIV.
FIVGAGL1, FIVGAG2 : Amorces pour la premi¢re amplification
FIVGAG3, FIVGAG4 : Amorces pour la deuxi¢éme amplification
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Italie

Paris

Pays BAs
Petaluma
Portugal
Rockville
Consensus

(499) 499 510 520 530 540 550 560 570 581

(1) = m e e e e -
(222) TGGATCTAGTAAAGAAATTGACATGGCAATTGCTGCATTAAAAGTCTTTGCAGTAGTGGGACTTTTAAATATGACAGTGTCTA
QZﬁ'TGGATCTAGCAAGGAAATTGACATGGCAATTACAACTTTGAAAGTCTTTGCAGTAGTAGGACTTTTAAATATGACAGTGTCCA
(449) TGGATCTAGCAAAGAAATTGATATGGCAATTGTGACATTAAAAGTCTTTGCGGTAGCAGGACTTTTAAATATGACGGTGTCTA
(242) TGGATCTAGTAAAGAAATTGATATGGCAATCACCACCTTARAAGTCTTTGCAGTGGCAGGAATTTTAAATATGACTGTATCTA
(499) TGGATCTAGCAAAGAARATTGATATGGCAATTGTGACATTAAARAGTCTTTGCGGTAGCAGGACTTTTAAATATGACGGTGTCTA
(499) TGGATCTAGCAAAGAAATTGATATGGCAATTGC ACATTAAAAGTCTTTGCAGTAGCAGGACTTTTAAATATGAC GTGTCTA

Italie

Paris

Pays BAs
Petaluma
Portugal
Rockville
Consensus

Section 8

(582) 582 590 600 610 620 630 640 650 664

T e
(305) CTGCTGCTGCAGCTGARAATATGTATACTCAGATGGGTTTAGACACCAGACCATCTACAAAAGAGGCAGGAGGAAAAGAGGAA
(305) CTGCTGCCGCGGCCGAARATATGTATACTCAGATGGGATTAGACACTAGACCATCTACAARAAAGAAGCAGGAGGAARAGAGGAA
(532) CTGCTGCTGCAGCTGAAAATATGTATTCTCAAATGGGATTAGACACTAGGCCATCTATGARAGARGCAGGTGGAAARAGAGGARA
(325) CTGCTGCAGCAGCTGACAATATGTATGCTCAGATGGGATTAGACACAAGACCATCTATAAAAGARAGTGGGGGAAARAGAGGAA
(582) CTGCTGCTGCAGCTGAAAATATGTATTCTCAAATGGGATTAGACACTAGGCCATCTATGARAGAAGCAGGTGGAARAGAGGAR
(582) CTGCTGCTGCAGCTGAAAATATGTAT CTCAGATGGGATTAGACACTAGACCATCTATAAAAGAAGCAGG GGAAAAGAGGAA

ltalie

Paris

Pays BAs
Petaluma
Portugal
Rockville
Consensus

Section 9
(665) 665 670 680 690 700 710 720 730 747

(1) === === CCTATTCAAACAGTARATGGAGCACCACAGTATGTAGCCCTTGATCCAAAARTGGTGTCCATTTT
(388) GGCCCTCCACAGGCATATCCTATTCAAACAGTAAATGGAACAACACAATATGTAGCACT TGACCCAARRARTGGTGTCCATTTT
(388) GGCCCTCCACAGGCATATCCTATTCAARACAGTAAATGGAGCACCACAATATGTAGCACTTGACCCAAAAATGGTGTCCATTTT
(615) GGCCCTCCACAGGCATATCCTATTCAARCAGTAAATGGAGTACCACAATATGTAGCACT TGACCCAAAARATGGTGTCCATTTT
(408) GAGCCTCCACAGGCTTATCCAATTCAAARCAGTAARTGGAGCACCACAATATGTGGCCCTTGATCCAARAATGGTGTCCATTTT
(665) GGCCCTCCACAGGCATATCCTATTICAAACAGTAAATGGAGTACCACAATATGTAGCACTTGACCCAAARATGGTGTCCATTTT
(665) GGCCCTCCACAGGCATATCCTATTCAAACAGTAAATGGAGCACCACAATATGTAGCACTTGACCCAAAAATGGTGTCCATTTT

Fiv ca&g-/\ 4 FN%Q%3 4

Numéros d'accession :

Italie : Y13867
Paris : L06311

Pays bas : X68019
Petaluma(USA) : M25381
Portugal : AJ304962
Rockville(USA) : NC 001482

A\E|

ltalie

Paris

Pays BAs
Petaluma
Portugal
Rockville
Consensus

Section 10
(748) 748 760 770 780 790 800 810 820 830
(66) TATGGAGARGGCARGAGAGGGGCTAGGAGGTGAGGAGGTCCAACTGTGGTTCAGAGCCTTTTCAGCTAATTTAACATCAACTG
(471) TATGGARAAGGCAAGAGAAGGATTAGGAGGTGAGGAAGT TCAATTATGGTTTACAGCCTTCTCTGCAARTTTAACACCTACTG
(471) TATGGAAARAGCAAGAGAAGGA TAGGAGGTGAGGAAGTTCAACTATGGTTCACAGCCITCTCTGCAAATTTAACACTTACTG
(698) TATGGAARAGGCAAGAGAAGGA TAGGAGGTGAGGAAGTTCAACTATGGTTTACTGCCTITCTCTGCAAATTTAACACCTACTG
(491) TATGGARARAGCAAGAGAAGGA TAGGGGGTGAAGAGGTCCAACTGTGGTTTACAGCCTTTTCAGCTAATTTAACATCAACTG
(748) TATGGARAAGGCAAGAGAAGGA TAGGAGGTGAGGAAGTTCAACTATGGTTTACTIGCCTTCTCTGCAAATTTAACACCTACTG
(748) TATGGAAAAGGCAAGAGAAGGA TAGGAGGTGAGGAAGTTCAACTATGGTTTACAGCCTTCTCIGCAAATTTAACACCTACTG

ltalie

Paris

Pays BAs
Petaluma
Portugal
Rockville
Consensus

Section 11
(831) 831 840 850 860 870 880 890 900 913
(149) ATATGGCTACCTTAATTATGTC GCACCTGGCTGTGCAGCAGATAAAGAAATCCTAGATGARACACTGAAACAGATGACAGCT
(554) ACATGGCCACATTAATAATGGC CGACCAGGGTGCGCTGCAGATAAAGAAATATIGGATGAAAGCTTAAAGCAATTAACAGCA
(554) ATATGGCCACATTAATAATGGCCGCACCAGGGTGCGCTGCAGATAARGAAATATTGGATGARAGCCTARAGCAATTGACAGCA
(781) ACATGGCCACATTARTAATGGCCGCACCAGGGTGCGCTGCAGATAAARGAAARTATTGGATGARAGCT TARAAGCAACTGACAGCA
(574) R¥ATGGCTACATTAATTATGTCEGCGCCTGGTTGTGCAGCAGATAAAGARAT TTTAGATGAAACAT TGAAAGTGTTGACAGCA
(831) ACATGGCCACATTAATAATGGCCGCACCAGGGTGCGCTGCAGATAAAGAAATATTIGGATGAAAGCTTARAGCAACTGACAGCA
(831) ATATGGCCACATTAATAATGGCTGCACCAGGGTGCGCTGCAGATAAAGAAATATTIGGATGARAGCTTAAAGCAATTGACAGCA

ltalie

Paris

Pays BAs
Petaluma
Portugal
Rockville
Consensus

Section 12
(914) 914 920 930 940 950 960 970 980 996
(232) GARATATGATCGTACCCATCCTCCTGATGGGCCTAGACCGCTGCCCTATTTCACTGCCGCGGAGATTATGGGAATAGGATTAAC
(637) GRATATGATCGCACGCATCCCCCTGATGGTCCTAGACCATTACCCTATTTTACTGCAGCAGAARTCATGGGTATAGGATTAAC
(637) GAATATGATCGTACACATCCCCCTGATGGTCCTAGACCATTACCATATTTTACTGCAGCAGARATTATGGGTATAGGATTAAC
(864) GAATATGATCGCACACATCCCCCTGATGCTCCCAGACCATTACCCTATTTTACTGCAGCAGARATTATGGGTATAGGATTAAC
(657) GAGTATGATCGTACCCACCCTCCTGATGGACCTAGACCGCTGCCCTACTTCACTGCAGCTGAAATTATGGGAATAGGATTAAC
(914) GAATATGATCGCACACATCCCCCTGATGCTCCCAGACCATTACCCTATTTTACTGCAGCAGARATTATGGGTATAGGATTAAL
(914) GAATATGATCGTACACATCCCCCTGATGGTCCTAGACCATTACCCTATTTTACTGCAGCAGAAATTATGGGTATAGGATTAAC

Fig. XV : Alignement de séquences issues de différentes souches de FIV (géne gag)
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A4

F\\J %(13 L\

Section 13
(997) 997 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1079

ltalie (315) TCAAGABCAACAGCCAGAACCCAGATTTGCACCAGCCAGAATGCAGTGTACAGCATGGTZ\CCTTGAAGCATTAGGAAAGTTPG

Paris (720) TCRAAGAACAACAAGCAGARAGCAAGATTTGCACCAGCTAGGATGCAGTGTAGAGCATGGTATCTCGAGGCATTAGGARAATTGE
Pays BAs (720) TCAAGARCAGCRAGCAGAACCAAGATTTGCACCAGCTAGGATGCAGTGTAGAGCATGG TATCTPGAGGCATTAGGARRATTGG
Petaluma (947) TCAAGAACAACAAGCAGAAGCAAGATTTGCACCAGCTAGGATGCAGTGTAGAGCATGGTATCTCGAGGCATTAGGARAATTGG
Portugal (740) TCAAGAACAACAAGCAGAAGCCAGATTTGCCCCAGCCAGARTGCAGTGTAGGGCATGGTATCTTGAGGCATTAGGAAAGTTGG
Rockville {997) TCARGARCAACARAGCAGAAGCAAGATTTGCACCAGCTAGGATGCAGTGTAGAGCATGGTATCTCGAGGCATTAGGARRATTGG
Consensus (997) TCAAGAI-\CAACAAGCAGAAGCI-\AGATTTGCACCAGCTAGGATGCAGTGTAGAGCATGGTATCTTGAGGCATTAGGAZ—\AATTGG

Section 14
(1080) 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1162

ltalie (398) CAGCTATAARRAGCTAAATCTCCCCGAGCAGTACAATTGAAGCAGGGAGCTARAGAGGACTATTCCTCATTTATAGATAGACTA

Paris (803) CTGCCATARARGCTAAATCTCCTCGAGCTGTGCAGTTAAGACAAGGAGCCARAGARGATTATTCATCCTTTATAGATAGATTE
Pays BAs (803) CCGCCATARAAGCTARETCTCCTCGAGCTGTGCAGTTAAGACAGGGAGCTARAGAAGATTATTCATCTTTTATAGACCGATTA
Petaluma (1030) CTGCCATAARAGCTAAGTCTCCTCGAGCTGTGCAGTTAAGACAAGGAGCTAAGGAAGATTATTCATCCTTTATAGACAGATTG
Portugal (823) CAGCTATARAGGCTAAATCTCCTCGAGCAGTACAATTAAAGCAGGGAGCTARAGAGGATTATTCCTCCTTCATAGATAGACTA
Rockville (1080) CTGCCAT}\AAAGCTAAGTCTCCTCGA’“FTGTGCAGTTAAGACAAGGAGPTAAGF}\AGATTATTCATCCTTTATAGACAGATTG
Consensus (1080) CTGCCATAAAAGCTAAGTCTCCICGAGCTGTGCAGTTAAGACAGGGAGCTAAAGAAGATTATTCATCCTTTATAGATAGATTG

Section 15
(1163) 1163 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1245

ltalie (481) TTTGCTGAAATAGATCRAAGAGCAGAACACAGCTGAAGTAAAGCTGTATCTAAAGCAATCTTTAARGTATAGCTRAATGCTAATCC

Paris (886) TTTGCCCAAATAGATCAAGAACAAAATACAGCTGAAGTTAAGTTATATCTAAAACAGTCATTAAGCATAGCTAATGCTARTGC

Pays BAs (886) TTTGCCCAAATAGATCAAGAACAGRATACAGCTGAAGTTAAGCTATATTTAAAACAGTCATTARACATAGCTAATGCTAATGC
Pefaluma (1113) TTTGC CCAAATAGATCAAGAACAAAATACAGCTGAAGTTAAGTTATATTTARAACAGTCATTGAGCATAGCTAATGCTAATGC
Portugal (906) TTTGCCCAAATAGATCAAGAGCAAARATACAGCTGAGGTAAARGTTGTATTTAAAACAATCTTTGAGCATAGCGAATGCTARATCC
Rockville (1163) TTTGCCCAARARTAGATCAAGAACARAATACAGCTGAAGTTAAGTTATAT TTAAAACAGTCATT'QAGCATAGCTAATGCTAATGC
Consensus (1163) TTTGCCCAAATAGATCAAGAACAAAATACAGCTGAAGTTAAGTTATATTTAAAACAGTCATTGAGCATAGCTAATGCTAATGC

I
v geg 2 <
Section 16
(1246) 1246 1260 1270 1280 1290 1300 1310 1328

ltalie (564) AGATTGTAARAAGAGCAATGAGTCATCTTAAACCAGAARAAGTACCTTAGAGGAAARACTARGAGCTCTCCAAGAAGTAGGA==~~
Paris (969) ACACTFCAPAAAGGFAATGAGTCATCTTAAGCCPCAAAGTACCCTAGAAGAAAAGTTGAGAGCTTGTPAAGAGATZ—\G’“ATTCC
Pays BAs (969) AFACTGCHAAAAGGCAATGAGTCPTCTCPAACCAGAAAGTRCCCTHGAAGAAAAATTGAGGG("TTGTCAPGAAATAGGATCCC
Petaluma (1196) AGACTGTHAA]—\AGGCAATGAGCCACC“TAPGCCAG%#J«GTZ\CCCT]-\GAAGAAAAGTTGAGAGCTTGTC,AAGAAATAGGCTCAC
Portugal (989) AGACTGTAAGAGAGCAATGAGTCACCTTAAACCAGARAGTACTTTAGAAGAAARACTGAGAGCCTGCCARAGAAATAGGATCGC
Rockville (1246) AGRCTGTARAAAGGCAATGAGCCACCTTAAGCCAGARAGTACCCTAGAAGARAAGT TGAGAGCTTGTCARGARATAGGCTCAC
Consensus (1246) AGACTGTAAAAAGGCAATGAGTCATCTTAAGCCAGAAAGTACCCTAGAAGAAAAGTTGAGAGCTTGTCAAGAAATAGGATC C

Section 17
(1329) 1329 ‘1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1411

ltalie (643) ———=-=-—————=—- - e e e e —— e
Paris (1052) CAGGATATAAGATGCAGCTCTTAGCAGAAGCCCTTACARAAGTTCAAGTAGTACAATCAAAAGGACCAGGACCAGTGTGTTTT

Pays BAs (1052) CAGGATATAAAATGCAACTCTTGGCAGAAGCTCTTACAAAAGT TCAAGTAGTGCAATCAAAAGGATCAGGACCAGTIGTGTTTT
Petaluma (1279) CAGGATATAAAATGCAACTCTTGGCAGAAGCTCTTACARAAGTTCAAGTAGTGCAATCARAAGGATCAGGACCAGTGTGTTTT
Portugal (1072) CAGGATACAAARATGCAATTAT TGGCAGAGGCTCTTACAAGGGTTCAAACAGT TCAAGCAAAAGGAACAAAGCCAGTATGTTTT
Rockville (1329) CAGGATATAAAATGCAACTCTTGGCAGAAGCTCTTACAAAAGTTCAAGTAGTGCAATCAAAAGGATCAGGACCAGTGTGTITTT
Consensus (1329) CAGGATATAAAATGCAACTCTTGGCAGAAGCTCTTACAAAAGTTCAAGTAGTGCAATCAAAAGGATCAGGACCAGTGTGTTTT

Section 18
(1412) 1412 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1494

ltalie (643) ——————————==——"———"—"—"— " e -

Paris (1135) AATTGTAARAGACCAGGGCATCTAGCAAGACAGTGCAGAGATGTGAAAAAATGTARTAAATGCGGARAGCCTGGTCATTTAGC

Pays BAs (1135) AATTGTAAARAACCAGGACATCTAGCAAGGCAGTGTAGAGACGTGAAAARATGTAATAAATGTGGARAGCCTGGTCATTTAGC
Petaluma (1362) AATTGTAAAAAACCAGGACATCTAGCAAGACAATGTAGAGAAGTGAARARATGTAATARATGTIGGAARACCTGGTCATGTAGC
Portugal (1155) ART TGTAAAAAACCAGGACACCTGGCCAGACAATGTAGACAAGCARAGAAATGTAATAACTGTGGARAACCTGGTCACTTAGC
Rockville (1412) AATTGTAAAARAACCAGGACATCTAGCAAGACAATGTAGAGAARGTGAAAAAATGTAATARATGTGGARAACCTGGTCATGTAGC
Consensus (1412) AATTGTAAAARACCAGGACATCTAGCAAGACAATGTAGAGAAGTGAAAAARATGTAATARATGTGGAAAACCTGGTCATTTAGC

Fig. XV : Alignement de séquences issues de différentes souches de FIV (géne gag)
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La premi¢re PCR amplifie une séquence de 769 paires de bases sur le FeLV et de 613
paires de bases sur le FIV.

La deuxieéme PCR amplifie une séquence de 613 paires de bases sur le FeLV et de 371
paires de bases sur le FIV.

Les séquences amplifiées sont de longueurs suffisamment éloignées pour étre
distinguées apres migration par électrophorése.

Les amorces sont commandées (laboratoire ISOPRIM, Toulouse) et nous parviennent
sous forme lyophilisée. Elles sont alors remises en solution de concentration 200puM et
conservées a moins 18°C.

D. Laréaction de polymérisation en chaine.
1. Réalisation de la PCR et procédures anti contamination.

La premicere étape de la PCR consiste a €laborer le mélange des réactifs ou «mix ».
Pour éviter les contaminations, le mix est toujours réalisé dans la méme piéce, ou I’ADN ne
pénétre jamais. Les pipettes utilisées n’ont jamais servi a pipeter d’acides nucléiques, et sont
munies de cOnes a filtre. On applique un principe de «marche en avant » : on ne revient
jamais dans cette piece apres la confection du mix.

La deuxiéme étape consiste a rajouter I’ADN, qui sert de matrice a la réaction, dans le
mix. On utilise 1a aussi une pipette réservée a cet usage, et dotée de cones a filtre pour éviter
de la contaminer.

La manipulation comporte toujours un témoin négatif et un témoin positif. Dans le
témoin négatif, I’ADN est remplacé par de ’eau. Ce témoin permet de contrdler que le mix
n’a pas été contaminé. Le témoin positif contient de I’ADN de chat que 1’on sait infecté, et
doit donc toujours engendrer un résultat positif. Il permet de vérifier que la réaction
d’amplification a fonctionné.

Les tubes sont ensuite déposés dans le thermocycleur qui effectue des cycles de
température préprogrammes.

Nous nous proposons ici d’effectuer une PCR nichée. 1pL des produits amplifiés
obtenus a la premiére PCR est donc transféré dans un second mix, et subit une deuxiéme
PCR. Ce transfert est délicat puisqu’on manipule des produits amplifiés, potentiellement
contaminants. Il est donc réalisé sous hote a flux laminaire, a I’aide d’une pipette munie d’un
cone a filtre et réservée a cet usage. Apres la manipulation, les rayons ultra-violets sont
activés sous la hote afin d’éliminer les amplicons qui ont pu s’échapper des échantillons.

2. Réactifs
Le volume de la réaction de PCR est fixé a 50 pL par échantillon:
Premiére réaction: 20pL d’ADN + 30pL de mix
Deuxi¢me réaction: 1pL d’ADN + 49uL de mix

Le mix se compose d’une série de réactifs tous indispensables a la PCR (GibcoBRL).
Voici les concentrations auxquelles nous les avons utilisées :
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Concentration Concentration Volume par

initiale Finale échantillon
Amorces 10pM 200nM 1pL
dNTP 2mM 200pM 5pL
MgCl, 50uM 2mM 2uLl
Tampon 10X 1X SpL
Taq polymérase 5U/uL 1U/réaction 0.2uL

Tab. VIII : Concentrations et volumes des réactifs utilisés pour la réalisation de PCR.
On ajoute de I’eau aux réactifs pour obtenir le volume de mix souhaité.
3. Programme d’amplification
11 se déroule en 40 cycles de trois étapes:

- Etape de dénaturation de ’ADN, a 94°C pendant 25 secondes. Cette étape permet
de séparer les double brins d’ADN.

- Etape d’hybridation des amorces, & 55°C pendant 25 secondes. Afin d’obtenir
une hybridation efficace, la température est toujours choisie légerement en dessous de la
température donnée par le laboratoire qui synthétise les amorces.

- Etape d’élongation, a 72°C pendant 30 secondes. La Taq polymérase synthétise le
brin complémentaire de I’ADN cible. La durée de 1’étape est fonction de la longueur du
fragment amplifié: on programme environ une minute pour 1000 paires de bases. Nous
amplifions ici des fragments de 500 paires de bases en moyenne, et choisissons donc une
durée d’élongation de 30 secondes.

Deux étapes sont ajoutées avant et apres les 40 cycles pour optimiser la réaction:

- Une étape de 3 minutes a 94°C avant le début du premier cycle pour séparer les
double brins d’ADN contenus dans le mélange réactionnel.

- Une longue étape de 10 minutes & 72°C en fin de réaction pour permettre a la Taq
polymérase de parfaire I’amplification.

Le programme se termine par une étape de conservation de I’ADN a 4°C de durée
illimitée.

E. Révélation de ’amplification

La révélation des produits amplifiés est réalisée par électrophorése sur gel d’agarose a
1.2%. Le gel d’agarose contient du bromure d’éthidium (50pg/L). On dépose environ 10uL
d’amplicons dans chaque puits. Un puits est réservé a un marqueur de poids moléculaire (1kb
DNA ladder, Gibco BRL).

La lecture se fait sous rayons ultra-violets. Un systéme vidéo relié a un ordinateur
permet de visualiser le gel et les bandes d’ADN a I’écran, d’enregistrer et d’imprimer une
photo.

Le marqueur de poids moléculaire permet de déduire la longueur des fragments
amplifiés.
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I1I. Résultats
A. Réalisation du test en PCR simple.
1. Vérification de I’efficacité des amorces.

En effectuant une PCR, nous voulons vérifier si les amorces que nous avons
commandées donnent le résultat escompté. Nous utilisons de I’ADN de chat infecté
respectivement par le FIV ou le FeLV (cet ADN ayant déja fait ’objet d’un test par PCR
utilisant d’autres amorces). La manipulation comporte également un témoin négatif.

Fig. XVII : Test des amorces FeLV

M : Marqueur de poids moléculaire 1kb
A : Témoin négatif

B : Test avec ADN de chat infecté

1 : 1°®étape de PCR (PCR1)

2 : 2°" étape de PCR (PCR2)

Fig. XVIII : Test des amorces FIV

M : Marqueur de poids moléculaire 1kb
A : Témoin négatif

B : Test avec ADN de chat infecté

1: 1% étape de PCR (PCR1)

2 : 2°™ étape de PCR (PCR2)

Les signaux obtenus sont trés nets. La distance parcourue pendant la migration par les
fragments amplifiés correspond a la taille attendue. Le témoin négatif n’est pas contaminé
(Les petites bandes observées dans le cas du test FIV correspondent a la présence résiduelle
d’amorces). La manipulation s’est donc correctement déroulée et les amorces semblent
convenir pour €laborer un test dépistage du FeL'V et du FIV.

2. Mise au point du test.
a. Elaboration de dilutions d’amplicons.

Afin de déterminer approximativement le seuil de détection de notre test, nous diluons
des solutions de fragments amplifiés. Les solutions de départ sont constituées des produits
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amplifiés par la premiére étape de PCR. Nous disposons de deux solutions, 1’une contenant
des amplicons de FeLV, I’autre de FIV. Ces amplicons sont d’abord purifiés a 1’aide d’un kit
de purification (High Pure PCR Product Purification Kit, Boehringer Mannheim). Les
densités optiques des solutions obtenues sont mesurées par spectrophotométrie & 260 nm. On
en déduit leur concentration (1DOz260 d’ADN double brin correspond a une concentration de
50pg/mL) : '

FeLV: DO=0.05

FIV: DO=0.04

Les solutions de départ possédent donc les concentrations suivantes:
FeLV: 2.5 ng/uLL

FIV: 2ng/pLL

Une solution de fragments d’ADN de 1000 pb a 50 ng/mL contient 4.74* 10" molécules
par millilitre. Nous en dedu1sons la concentration moléculaire de nos solutions d’amplicons:

FeLV (770pb): 3. 08*10 molecules/lOuL

FIV (615pb): 3. 08+10" molecules/lOp,L

Une dilution sériée de ces deux solutions nous permet d’obtenir des solutions de 3, 30,
300, 3000 et 30000 copies/10uL.

b. Détermination du seuil de détection.

Lors de la méme PCR, nous amplifions séparément 3, 30, 300 et 3000 copies de
fragments de FIV ou de FeLV : Chaque échantillon de la réaction contient 10 pl. d’une
dilution que nous avons préparée, 30 pl de mix et 10uL d’eau. Le témoin négatif contient
30uL de mix et 20 pL d’eau. La PCR nichée est réalisée en transférant 1 pL. du produit de la
premiere PCR vers la deuxiéme. Les paramétres de la réaction sont ceux exposés dans la
partie «Matériel et Méthodes ».

A
N | 3 |30 s 300 N | 3 | 30

i Fig. XIX : Détermination du seuil de
r détection des tests simples
\

A : Amplification de FIV
B : Amplification de FeLV
N : Témoin Négatif

3, 30, 300, 3000 : Amplification a partir de
3, 30, 300 ou 3000 copies de fragments

FIV ou FeLV
1: 1%¢étape de PCR (PCR1)
2 : 2°™ étape de PCR (PCR2)

300 | 3000
B

Les résultats obtenus dénotent d’une bonne sensibilité du test en PCR nichée : le
premier signal apparait lorsque la solution contient 30 copies de fragments de génome viral.
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c. Mise au point des parametres

Pour déterminer la concentration optimale en MgClz, nous avons amplifié 3 échantillons
d’ADN identiques, en faisant varier les concentrations en MgClz de 1.5mM, 2mM et 2.5mM.
Les résultats étant sensiblement les mémes, et la modification de concentration n’apportant
pas d’amélioration a la sensibilité du test, nous avons conservé la concentration de 2mM qui
convient aussi bien a I’amplification du FeL'V que du FIV.

Nous avons également testé plusieurs températures d’hybridation (51°C, 53°C, 55°C et
57°C). L’amplification du FeL'V est optimale a 55°C et celle du FIV a 53°C. Nous avons
retenu la température convenant le mieux a 1’amplification du FeL'V et du FIV (en vue d’un
test par PCR multiplex). La température de 55°C a été choisie.

B. Mise au point du test en PCR multiplex.

1. Premiers essais

Pour commencer, le test multiplex est effectué sur de I’ADN de chat infecté a la fois par
le FIV et le FeLV (résultat positif par un test PCR déja au point). Nous conservons les
parameétres choisis pour les tests simples. Les concentrations des réactifs restent inchangées,
mais quatre amorces différentes (et non plus deux) sont déposées dans le mix : deux amorces
sont destinées a 1’amplification du FeL 'V, et deux a I’amplification du FIV. Il en est de méme
lors de la deuxiéme étape (PCR nichée).

Fig. XX : Test Multiplex

A :Amplification de FIV

B : Amplification de FeLV

1 : 1% étape de PCR (PCR1)
2 : 2°™ étape de PCR (PCR2)

Le test multiplex semble fonctionner: 1’amplification s’est déroulée correctement
puisqu'on observe deux bandes a chaque étape, la plus grande (donc la plus haute)
correspondant au FeLV, la plus petite au FIV. Les fragments amplifiés sont de tailles
suffisamment éloignées pour étre distingués, apres migration, sur le gel d’électrophorese.

Cet essai concluant nous permet d’aller plus loin et de tenter de déterminer le seuil de
détection du test en PCR multiplex. '

On utilise pour cela les dilutions déja préparées pour le test simple. Chaque échantillon
contient 30 uL de mix, 10 pL de dilution d’amplicons FeL'V et 10 pL de dilution d’amplicons
FIV. Un témoin positif et un témoin négatif sont inclus a la manipulation.
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Le résultat est décevant : seul le témoin positif donne un signal d’amplification visible a
I’électrophorése, prouvant ainsi que la PCR s’est déroulé correctement. En revanche,
I’amplification des fragments dilués qui, par PCR simple, donnait de bons résultats, n’est pas
suffisante en PCR multiplex pour étre détectée a 1’électrophorése. La sensibilité du test en
PCR multiplex est donc nettement diminuée par rapport a celle des tests simples. Nous nous
proposons donc de rechercher les causes de cette perte de sensibilité.

2. Recherche des causes de perte de sensibilité du test en PCR multiplex.
a. Mise en cause des amorces

Le test multiplex différe du test simple par la mise en présence des deux génomes
viraux et des amorces qui permettent de les amplifier. Une hybridation non spécifique des
amorces pourrait expliquer la diminution de la sensibilit¢ du test en PCR multiplex: Les
amorces FeL'V et FIV, malgré le soin que nous avons apporté a leur choix, peuvent s’hybrider
entre elles, ou a la séquence du génome viral a amplifier (amorces FIV sur la séquence du
FeLV et inversement), et inhiber ainsi 1’amplification.

Pour vérifier si la présence simultanée des deux couples d’amorces est responsable
d’une diminution du seuil de détection, nous tentons d’amplifier, lors de la méme PCR, les
dilutions de fragments de FeLV avec deux mix différents : L’un contenant uniquement les
amorces FeLV, I’autre les deux couples d’amorces.

N ! 30 ' 300 ' 3000 l P l M Fig. XXI : Amplification de FeLV en présence d’un ou
deux couples d’amorces

A : Amplification avec amorces FeLV et FIV

B : Amplification avec amorces FeLV seules

N : Témoin négatif

P : Témoin positif

M : Marqueur de poids moléculairelkb

3, 30, 300, 3000 : Amplification & partir de 3, 30, 300 ou
3000 copies de fragments FIV ou FeLV

1 : 1°®étape de PCR (PCR1)

2 : 2°™ étape de PCR (PCR2)

N| 30 |300 | 3000 | P | M
B

Il apparait ici trés nettement que 1’ajout des amorces FIV dans le mix inhibe
Pamplification du FeLV et donc diminue la sensibilit¢ du test. Trente copies de FeLV
suffisent, aprés amplification par PCR simple, & donner un signal visible a 1’électrophorese,
alors qu’il en faut au moins trois mille pour que I’amplification par PCR multiplex soit
détectable.

La méme réaction est réalisée avec les dilutions de FIV. Mais ’amplification du FIV est
moins inhibée par le test multiplex que celle du FeLV (Fig. XXII).
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3 | 30] 300300030000 N [ M

Fig. XXII : Amplification de FIV en présence d’un ou deux
couples d’amorces

A : Amplification avec amorces FIV seules

B : Amplification avec amorces FeLV et FIV

N : Témoin négatif

P : Témoin positif

M : Marqueur de poids moléculaire 1kb

3, 30, 300, 3000, 30000 : Amplification a partir de 3, 30,
300, 3000 ou 30000 copies de fragments FIV ou FeLV

1 : 1% étape de PCR (PCR1)

2 : 2°™ étape de PCR (PCR2)

300 | 300030000 P |M
B

3| 30

Nous choisissons donc de nous intéresser 4 la géne que semblent provoquer les amorces
du FIV sur I’amplification du FeL'V.

b. Recherche d’une zone d’hybridation non désirée.

Nous suspectons les amorces FIV de se lier a la séquence a amplifier du FeLV ou aux
amorces qui permettent cette amplification, et ainsi d’inhiber la réaction de PCR. Nous
vérifions donc a nouveau les séquences de bases pour nous assurer qu’elles ne sont pas
partiellement complémentaires. Nous ne trouvons aucune zone d’appariement possible entre
les amorces FIVGAGI et FIVGAG?2 et les amorces FeGAGI1 et UsF1. En revanche, une zone
de six paires de bases sur le fragment & amplifier du génome du FeLV [929-934] est
parfaitement complémentaire de la séquence de FIVGAG2 (Fig. XXIII). Cette zone est
susceptible de provoquer une hybridation non désirée.

FIVGAG2:° CTGGCTTAAGATGACTCATTGC®

En gras : zone de complémentarité

Zone complémentaire de FIVGAG2

5 PR 3
P E— -
GR2 FEGAGI1

U;F1 FEU;2

—» —» ,
3’ 5

Fig. XXIII : Positions respectives des amorces permettant
Uamplification de FeLV, et de la 7one potentielle d’hybridation
de FIVGAG2

Pour savoir si cette zone est responsable des mauvais résultats obtenus avec le test
multiplex, nous réalisons une nouvelle PCR : Nous amplifions les dilutions des fragments de
FeLV (300 et 3000 copies) d’une part avec les amorces UsF1 et FeGAGI seules, d’autre part
avec UsF1 et GR2 (utilisée normalement a la deuxi¢me étape de PCR) auxquelles on ajoute
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FIVGAGTI et FIVGAG2 (Fig. XXIV). Ceci nous permet en effet d’amplifier un fragment de
FeLV ne contenant pas la zone critique sur laquelle FIVGAG2 peut s hybrider, cette zone se
trouvant entre la séquence cible de FeGAGI et de GR2.

Fig. XX1V : Amplification du FeLV avec différents couples
d’amorces

A : Amplification avec amorces UsF1 et FeGagl

B : Amplification avec amorces UsF1 et GR2 en présence de
FIVGAGI et FIVGAG2

300, 3000 : Amplification a partir de 300 ou 3000 copies de
fragments FeLV

N : Témoin négatif

M : Marqueur de poids moléculaire1kb

La modification de la zone a amplifier n’a pas apporté d’amélioration. L’amplification
reste moins efficace lorsque les amorces FIV sont présentes dans le mix. Notre hypotheése
n’est donc pas vérifiée et il nous faut chercher une autre explication.

c. Recherche de I’amorce responsable

Comme le défaut de sensibilité du test multiplex ne s’explique pas par une hybridation
inopportune des amorces, nous nous proposons d’identifier quelle amorce, de FIVGAG1 ou 2,
est responsable du probléme.

Nous amplifions donc le fragment de FeLV avec U3sF1 et FeGAG1 seules, en ajoutant
au mix FIVGAG] ou en lui ajoutant FIVGAG2.

Fig. XXV : Amplification du FeLV avec U3F1I et
FeGagl

A : En I’absence de FIVGag]l et de FIVGag2

B : En présence de FIVGagl

C : En présence de FIVGag2

300, 3000 : Amplification a partir de 300 ou 3000 copies
de fragments FeLV

N : Témoin négatif

M : Marqueur de poids moléculairelkb

L’expérience montre que l’amplification est inhibée par FIVGAG1 comme par
FIVGAG?2. Cependant, FIVGAG?2 semble encore plus génante que FIVGAGI.

Ceci nous améne a réaliser une autre PCR. Nous cherchons ici a amplifier I’ADN du
FeLV et du FIV (30 pL de mix, 10 pL de dilution FeLV, 10 pL de dilution FIV) en
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remplagant FIVGAG?2 par FIVGAG4 (normalement utilisé lors de la deuxiéme étape de
PCR). L’amplification «classique » avec FIVGAG?2 est effectuée en paralléle (Fig. XXVI).

Le résultat n’est pas concluant puisque 1’amplification n’est pas améliorée par
I’élimination de I’amorce FIVGAG2

Fig. XXVI : Amplifications simultanées du
FelLV et du FIV

A : PCR1 avec amorces U;F1, FeGagl,
FIVGagl et FIVGag2

B : PCR1 avec amorces U;F1, FeGagl,
FIVGagl et FIVGag4

N : Témoin négatif

M : Marqueur de poids moléculaire1kb

30, 300, 3000, : Amplification a partir de 30,
300 ou 3000 copies de fragments FIV ou FeLV

Nous n’avons donc pas réussi a déterminer comment les amorces FIV inhibent la
réaction d’amplification du FeLV. Nous pouvons simplement supposer qu’il s’agit d’un
probléme d’encombrement stérique, ou que les paramétres de la réaction ne sont pas adaptés
au test multiplex. Nous allons donc chercher a améliorer ce test.

3. Essais d’amélioration de la sensibilité du test en PCR multiplex.

a. Modification de la température.

En diminuant la température pendant la phase d’hybridation des amorces, on augmente
la sensibilité de la réaction. Ainsi, nous essayons de passer de 55°C a 51°C pour la premiére
étape de PCR et a 53°C pour la seconde (et non pas a 51°C afin de conserver une bonne
spécificité). La réaction est réalisée avec les dilutions de 300 et 3000 copies pour 10 pL. On
utilise les deux couples d’amorces (FIV et FeLV) a chaque étape. On dépose dans le mix
1’ADN de FeLV seul, I’ADN de FIV seul, ou les ADN des deux virus ensemble.

Fig. XXVII ; Amplification a 51°C (I étape)
et 53°C (2 étape)

A : Amplification de FeLV

B : Amplification de FIV

C : Amplification simultanée de FeLV et FIV
N : Témoin négatif

M : Marqueur de poids moléculaire1kb

300, 3000 : Amplification & partir de 300 ou
3000 copies de fragments FIV et/ou FeLV

1 : Premiére étape d’amplification

2 : Deuxi¢me étape d’amplification
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Seul I’ADN du FIV est amplifié, le FeLV n’apparait pas du tout a I’électrophorése. La
diminution de température n’a pas amélioré la sensibilité¢ de I’amplification du FeLV en PCR
multiplex.

Une autre PCR a été effectuée & 57°C, mais n’a pas apporté d’amélioration non plus.

b. Modification de la concentration en MgCla.
Les concentrations en MgClz> de 1.5, 2 et 2.5 mM sont comparées en PCR multiplex.
Mais aucune n’améliore le seuil de détection du FeL V.

¢. Modification de la quantité d’ADN.

En PCR nichée, il arrive que le produit de la premiére étape de PCR soit trop concentré
et inhibe la seconde étape d’amplification. Ainsi, on obtient parfois de bien meilleurs résultats
en le diluant avant de 1’introduire dans le mix de la deuxiéme PCR. Nous avons donc tenté
d’amplifier I’ADN du FeLV seul (dilutions 30, 300 et 3000), dans une PCR & 55°C, utilisant
les amorces destinées au FeL'V et au FIV. Les fragments amplifiés obtenus a la premiére étape
sont dilués au dixiéme. 1 pL de cette dilution sert de matrice & la seconde étape
d’amplification. La réaction sans dilution est effectuée en paralléle pour servir de point de
comparaison.

Fig. XXVIII : Amplification de FeLV avec
dilution de ’ADN matrice pour la seconde
PCR

A : Amplification sans dilution de ’ADN
matrice.

B : Amplification avec dilution de ’ADN
matrice.

N : Témoin négatif

M : Marqueur de poids moléculaire1kb

30, 300, 3000 : Amplification & partir de 30,
300 ou 3000 copies de fragments FeLV

Les fragments visualisés aux ultra violets présentent la méme intensité, que les produits
de la premiére amplification aient été dilués ou non. La dilution des produits de la premiére
étape n’a donc pas apporté d’amélioration.

d. Modification de la concentration des amorces.
Pour augmenter la sensibilit¢ de I’amplification du FeLV, nous nous proposons de
doubler la quantité des amorces FeL V. La réaction est réalisée avec :

UsF1 : 2 plL/échantillon FIVGAG] : 1pL/échantillon
FeGAGTI : 2 pL/échantillon FIVGAG?2 : 1pL/échantillon
FeUs2 : 1 ou 2 pL/ échantillon FIVGAGS3 : 1pL/échantillon
GR2: 1 ou 2 pL/ échantillon FIVGAGH4 : 1pL/échantillon

Cette expérience n’améliore pas les résultats de la premiére étape. En revanche, a la
seconde étape, on observe une amplification du FeLV dés la dilution de 300 copies/10pL
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(Fig. XXIX). C’est la premiere fois qu’on obtient un aussi bon résultat en présence des
amorces du FIV (le seuil de détection est normalement situé a 3000 copies/10 pL).

Fig. XXIX : Amplification du FelV avec
concentration en amorces doublée

A : Concentration doublée pour la premiére étape
d’amplification seulement.

B : Concentration doublée pour la premiére et la
seconde étape d’amplification

N : Témoin négatif

M : Marqueur de poids moléculaire1kb

30, 300, 3000 : Amplification a partir de 30, 300 ou
3000 copies de fragments FeLV

Ainsi, le fait de doubler la quantité d’amorces destinées au FeLV lors de la premiere
étape de la PCR nichée semble améliorer la sensibilit¢ du test. Cette amélioration n’est
détectable qu’a la seconde étape de la PCR.

e. Modification de 1’enzyme polymérase.

Nous avons recours & une polymérase inactive a température ambiante, et qui n’est
activée qu'a forte température, lors de la premiére étape de dénaturation de la PCR. Elle limite
ainsi les amplifications non spécifiques qui peuvent &tre initiées lors de la confection du mix.
En conséquence, elle permet aussi d’améliorer le rendement et la sensibilité de la réaction.

Nous amplifions les dilutions d’ADN de FeLV, en présence des amorces destinées au
FeLV et au FIV, avec une polymérase classique (Taq, GibcoBRL) ou la polymérase Hot Start
(Platinum Taq DNA Polymerase, GibcoBRL).

Fig. XXX : Amplification du FelV avec deux
polymérases différentes :

A : Polymérase classique Taq Qiagen

B : Polymérase Hot start Qiagen

30, 300, 3000 : Amplification & partir de 30,
300 ou 3000 copies de fragments FeLV

M : Marqueur de poids moléculaire1kb

1 : Premiere étape d’amplification

2 : Deuxiéme étape d’amplification

L’amplification de la dilution 30 est améliorée par 1’utilisation de 1’enzyme Hot start.
Nous choisissons donc de continuer a I’utiliser pour le test multiplex.
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f. Vérification de la fiabilité du test multiplex «amélioré ».

Nous réalisons en parall¢le une PCR simple et une PCR multiplex sur des échantillons
d’ADN de chats, afin de vérifier que les deux tests sont équivalents en terme de dépistage, et
donnent les mémes résultats.

Le test multiplex «amélioré » est utilisé : La réaction est réalisée avec 1’enzyme Hot
Start et la quantité d’amorces FeLL'V est doublée pour la premiere étape d’amplification.

Les échantillons donnant un résultat FeLLV positif et n'apparaissant qu'a la deuxiéme
étape de PCR du test simple ne sont pas amplifiés par le test multiplex.

Nous essayons de modifier encore les paramétres de la réaction de fagon a améliorer la
sensibilité du test multiplex. Nous augmentons la durée de la premiére étape de dénaturation
(5 minutes) afin d'activer efficacement I'enzyme Hot start. La résistance de 1'enzyme Hot start

nous autorise également a augmenter le nombre de cycles de chaque réaction (45 cycles pour
la PCR1, 50 pour la PCR2).

— g oo : - Fig. XXXI : Test Multiplex sur 5
i 2 1 21 échantillons d'ADN de chats.

A, B, C, D, E et F : échantillons a tester.

N : Témoin négatif

M : Marqueur de poids moléculaire 100 pb
1 : Premiére étape d’amplification

2 : Deuxiéme étape d’amplification

Les résultats obtenus avec le test multiplex concordent parfaitement avec ceux du test
simple. Le chat A et le chat B sont positifs pour le FeLV, et ne sont détectés qu'apres la
deuxiéme amplification, aussi bien avec le test simple qu'avec le test multiplex. Le chat C est
détecté positif pour le FeL'V uniquement, dés la premiere amplification. Le chat D est positif
pour le FIV uniquement, apres la deuxiéme amplification. Les chats E et F sont détectés a la
fois positifs pour le FeLV et le FIV.

La présence de FeLV dans les échantillons A et B n’est dépistée par le test simple
qu’aprés la deuxiéme étape d’amplification, ce qui traduit que le virus est présent en faible
quantité. Nos expériences précédentes ont montré que le test multiplex était moins sensible
que le test simple, notamment pour amplifier le FeLV. Il I’est cependant suffisamment pour
mettre en évidence le virus dans les échantillons A et B. Il en est de méme concernant
I’échantillon D et le FIV. Le test multiplex «amélioré » apparait donc assez sensible pour
rivaliser avec le test simple et permettre de diagnostiquer les rétroviroses félines en routine.
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II1. Discussion.

Notre étude propose un test de dépistage des virus FeLV et FIV. Le traitement efficace
contre la leucose et le syndrome d’immunodéficience du chat n’a certes pas encore été
découvert, mais il reste trés important d’identifier les animaux porteurs: ceci permet
d’intervenir efficacement lors d’affections banales afin de prévenir les complications
potentielles dues a I’immunodépression, mais aussi d’isoler les chats infectés et d’éviter ainsi
la propagation du virus.

Pour élaborer ce test, nous avons choisi d’utiliser la réaction de polymérisation en
chaine ou PCR. Cet outil permet d’amplifier un fragment du génome viral sous sa forme de
provirus, c’est a dire sous forme d’ADN intégré au génome de la cellule hte. Nous avons
essentiellement travaillé avec des prélevements sanguins, mais la PCR peut étre réalisée a
partir de n’importe quelles cellules de I’organisme.

Nous avons choisi cette technique parce qu’elle se préte particuliecrement bien au
dépistage des rétrovirus. Elle permet en effet de les détecter 1a ou les tests de recherche
d’anticorps ou d’antigénes échouent. C’est le cas lorsque les virus ne se multiplient pas (virus
latents ou défectueux) ou se multiplient de maniére localisée (formes tumorales, 1ésions de
stomatite...). Ils n’en sont cependant pas moins pathogenes ! Le FeLV a ainsi été plusieurs
fois mis en évidence par PCR dans des tumeurs lymphoides, alors que les tests de recherche
d’antigénes dans le sang s’étaient avérés négatifs [63]. La PCR est aussi trés utile pour le
diagnostic du FIV. Les tests sérologiques sont en effet limités dans certains cas : Dépistage
des chatons porteurs d’anticorps maternels, de chats fortement immunodéprimés (en fin de
maladie par exemple) et dont le titre en anticorps est insuffisant pour étre mis en évidence...
La PCR permet de déterminer si ces chats sont infectés ou non, ce qu’un test sérologique
n’est pas en mesure de nous indiquer.

Nous nous sommes appliqués a rendre notre test fiable, sensible et spécifique. Les
prélevements de sang ont été effectués sur EDTA et non sur héparine, qui peut inhiber la PCR
et donc affecter sa sensibilité. A chaque réaction, un contrdle négatif et positif ont été réalisés
pour garantir la fiabilit¢é des résultats. De nombreuses mesures visant a éviter des
contaminations par des fragments de virus amplifiés ont été prises (salle réservée a la
confection du mix, pipettes réservées a la manipulation d’échantillons dépourvus d’ADN,
contenant de I’ADN non amplifié ou contenant de I’ADN amplifié, utilisation de cones a
filtre, destruction des fragments amplifiés potentiellement contaminants par rayonnements
ultra violets...).

Pour obtenir un test trés sensible, nous avons choisi de réaliser deux étapes de PCR
successives, ou PCR nichée. Dans certain cas, le virus n’est en effet détectable qu’a 1’issue de
la deuxiéme amplification. I1 est possible d’atteindre, par une seule réaction d’amplification,
un seuil de détection équivalent a celui de la PCR nichée, mais il faut procéder auparavant a
une culture des cellules [54]. Ceci est trés long a réaliser et la PCR nichée nous est apparue
bien plus pratique. Pour augmenter la sensibilité du test, nous aurions également pu
centrifuger les prélevements de sang pour isoler le «buffy coat » et travailler ainsi directement
sur les cellules susceptibles d’étre infectées. Nous n’avons pas mis en oeuvre cette méthode
mais elle pourrait représenter une solution au probléme de sensibilit¢é que nous avons
rencontré avec le test multiplex.

Le choix des amorces et des régions a amplifier a été miirement réfléchi. Nous avons
cherché a éviter toute zone d’appariement défavorable au bon déroulement de 1’amplification.
Pour amplifier le FeLV, nous avons choisi de situer les séquences cibles de deux amorces
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dans la région U; du provirus. Cette région permet en effet de distinguer le virus exogene et
pathogéne que nous recherchons, d’un autre virus FeLV endogéne au génome félin et non
pathogene.

Malgré toutes ces précautions, le test que nous avons mis au point n’est pas parfait !

Nous avons cherché a obtenir un seuil de détection le plus faible possible, mais on peut
encore se trouver en dessous. Nous travaillons a partir d’un petit nombre de cellules sanguines
(300pL de sang). Quand I’ADN en est extrait, nous en pipetons un tres petit volume (10pL)
afin de I’amplifier. Le prélévement sanguin et le pipetage sont aléatoires. Si les cellules
infectées sont peu nombreuses, elles peuvent donc nous échapper ou étre prélevées en nombre
insuffisant pour mettre en évidence le virus. Ce type de situation, que 1’on rencontre plutdt
dans le cas d’infection par le FIV, n’est cependant susceptible de se produire qu’avec des
chats dont la charge virale est minime.

La sensibilité du test n’est pas toujours responsable de la non détection d’un chat
contaminé. Dans certains cas, le FeLV est en latence dans la moelle osseuse, les tissus
épithéliaux ou les tumeurs qu’il engendre [78, 87, 2]. Une amplification & partir d’un
prélévement de sang ne permet alors pas de le dépister et peut aboutir a un résultat faussement
négatif. La mise en évidence n’est alors possible qu’en effectuant la PCR a partir des cellules
des tissus infectés. Certes, le test de diagnostic par PCR présente un avantage essentiel vis a
vis des tests rapides : il permet de mettre en évidence le virus lorsqu’il ne se multiplie pas.
Cependant, il est indispensable de prélever le tissu dans lequel le virus s’est «installé » pour
pouvoir le détecter.

Nous avons pu constater que le test simple permet une amplification efficace des
souches FeLLV et FIV qui circulent en France. En revanche, rien ne nous assure de 1’efficacité
du test vis a vis des souches étrangeres. Les séquences du génome viral, et en particulier du
FIV, varient en effet beaucoup d’une souche a 1’autre. Les séquences cibles des amorces que
nous avons choisies ne sont donc pas forcément conservées. L’utilisation de notre test se
limite donc a la France, voire a I’Europe, ou les souches sont encore proches.

Pendant plus d’un an, nous avons testé des chats présentés a la consultation de 1’Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse. Les prélevements qui nous parvenaient étaient
essentiellement du sang, mais il nous a été également possible de contrdler 1’efficacité du test
sur des prélevements de tissus (foie, rate, tube digestif, nceuds lymphatiques...) ou de fluides
biologiques (liquide céphalo-rachidien...). A titre indicatif, nous donnons ici les résultats
obtenus avec le test simple (le test multiplex étant moins sensible). Nous avons regu 73
prélévements de chats dont les symptomes évoquaient une infection par le FIV ou le FeLV.
23 (31.5%) donnerent des résultats positifs pour le FIV et 23 (31.5%) pour le FeLV. Parmi
eux, 11 (15.07%) étaient positifs pour les deux virus. Nous avons aussi regu 25 prélévements
de chats sains, dont les propriétaires désiraient connaitre le statut. 10 prélevements (40%)
s’avérerent positifs pour le FIV, 5 (20%) pour le FeLV. 2 prélevements (8%) étaient positifs
pour les deux virus. Pour certains chats, un test de dépistage fondé sur la recherche
d’antigénes ou d’anticorps (ELISA, immunomigration rapide ou Western Blot) avaient été
réalisés avant la PCR. Sur 20 prélévements de chats symptomatiques soumis au test de
recherche d’antigénes de FeLV, 2 résultats seulement discorderent avec ceux de la PCR. Sur
les 15 prélévements testés pour la présence d’anticorps anti FIV, un seul résultat discordant
fut noté. Parmi les chats sains, la recherche d’antigénes FeLV fut réalisée sur 5 prélévements,
dont 2 discordérent avec les résultats PCR. La recherche d’anticorps anti FIV fut réalisée sur
3 prélévements, dont un discordant. Tous les cas de discordance s’avérérent positifs en PCR
et négatifs pour la recherche d’antigénes ou d’anticorps. Cependant, dans la majorité des cas,
les résultats des différentes techniques concordaient, ce qui nous conforta dans la fiabilité de
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notre test. Parmi les cas discordants, on observe en particulier que les résultats « douteux » a
I’ELISA donnent souvent des signaux franchement positifs a la PCR. Ceci avait déja été
constaté lors d’une étude comparant les deux méthodes de diagnostic [64].

Malgré toutes les améliorations que nous avons cherchées a apporter au test multiplex,
nous n’avons pas réussi a le rendre aussi sensible que le test simple. Les échantillons de sang
qui nous ont été confiés ont donc été testés par PCR simple. Des hybridations indésirables
(entre amorces FeLV et FIV ou avec les séquences a amplifier), semblaient étre 1’explication
la plus vraisemblable a cette perte de sensibilité. Plusieurs vérifications des séquences nous
ont cependant conduit a écarter cette hypothese. Les modifications des parametres de la PCR
(concentrations en réactifs, températures de la réaction...) n’ont pas non plus résolu le
probléme. En ayant recours a une enzyme polymérase «Hot start », en doublant la quantité
d’amorces FeLV et en augmentant le nombre de cycles de la réaction, nous avons cependant
réussi 4 améliorer la sensibilité du test. La perte de sensibilité du test en PCR multiplex reste
néanmoins inexpliquée. L’encombrement stérique dii a 1’ajout d’un couple d’amorces dans le
mix en est peut étre responsable.

Le test multiplex reste cependant compétitif concernant le diagnostic des rétroviroses
félines. Les résultats obtenus par test simple et multiplex sur plusieurs échantillons d’ADN de
chats concordent en effet parfaitement, et ceci méme lorsque la charge virale est faible
(échantillons positifs seulement a la deuxieme étape d'amplification). Cette observation reste
cependant a vérifier sur un nombre plus conséquent d’échantillons. Le test multiplex que nous
avons mis au point pourrait donc étre utilisé en routine pour le diagnostic. Il posséde en effet
de nombreux avantages sur le test simple : il permet de dépister simultanément deux virus
capables de coinfecter le chat, et a I’origine d’un tableau clinique trés proche. Il rivalise sur ce
point avec les tests rapides. Sa mise en ceuvre, de plus, ne nécessite qu’une seule PCR pour
les deux virus, ce qui réduit le temps de travail et la quantité de réactifs a utiliser, donc le prix
de revient de la manipulation. Toutefois, il devrait étre utilisé avec plus de réserve pour la
détermination de statut de chat asymptomatiques, pour laquelle le test simple, plus sensible,
parait plus approprié.

Quoi qu’il en soit, la simplicité de mise en ceuvre du test par PCR ne fait pas de doute :
Il ne nécessite qu’une trés petite quantité de sang ou de tissu, ce qui rend le prélevement plus
facile. La manipulation est simple et sans danger et les résultats peuvent &tre obtenus en 24
heures. De plus, il est trés utile pour dépister le virus dans les cas ou les tests rapides s’aveérent
inefficaces. Il permet donc de diagnostiquer davantage de cas d’infection que les tests rapides,
mais certains peuvent encore lui échapper (charge virale inférieure au seuil de détection, virus
localisé dans un tissu non prélevé...).

Le test par PCR représente donc une amélioration sur le plan du dépistage des
rétroviroses félines. Il peut nous permettre de mieux connaitre ces virus et de lutter plus
efficacement contre leur propagation.
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Conclusion :

La PCR apparait comme un nouveau moyen, efficace et fiable, de diagnostiquer les
rétroviroses félines. En effet, elle permet parfois, comme nous 1’avons évoqué dans ce
mémoire, de mettre en évidence le FeLLV et le FIV 1a ou les tests rapides échouent. Elle reste
cependant bien moins utilisée que ces derniers. Son colit et sa réalisation exclusive en
laboratoire rebutent en effet la plupart des vétérinaires praticiens, qui préférent avoir recours
aux tests rapides, réalisables pendant la consultation. Néanmoins, de plus en plus de
vétérinaires adoptent la PCR pour confirmer un test rapide douteux. C’est le cas par exemple
lorsque le signal positif n’est pas franc ou lorsque le résultat ne concorde pas avec les
commémoratifs ou la suspicion du clinicien.

La PCR n’améliore pas le diagnostic seulement sur le plan qualitatif, puisqu’elle peut
également fournir des renseignements mesurables. Les techniques actuelles de PCR
quantitative permettent de mesurer précisément la charge virale des animaux infectés. Des
études s’appuyant sur cette technique pourront peut étre mettre en évidence une corrélation
entre le degré d’infection des chats et le stade clinique.

Les progreés engendrés par la PCR pour le dépistage du FeL'V et du FIV trouvent leur
application dans le diagnostic, et peuvent avoir des répercutions dans d’autres domaines. Les
études épidémiologiques devraient étre actualisées a I’aide de la PCR. En effet, la littérature
ne fait état que d’enquétes pour la plupart anciennes, et toutes réalisées avec des tests rapides.
La prévalence des rétroviroses félines a donc certainement été jusqu’ici sous estimée. Les
études relatant I’efficacité des traitements et des vaccins pourraient également étre vérifiées et
précisées en utilisant la PCR, voire la PCR quantitative. Enfin, un recours plus systématique a
la PCR permettrait de détecter d’avantages de cas de rétroviroses et d’améliorer ainsi la
prophylaxie sanitaire.

En médecine vétérinaire, le diagnostic par PCR ne se limite pas aux rétroviroses
félines : la PCR représente une alternative de choix aux méthodes de diagnostic de la maladie
de Carré, de la leishmaniose, des affections dues aux herpes virus... La PCR apparait donc
comme un outil d’avenir en matiere de dépistages des microorganismes pathogenes, et promet
d’apporter de nombreuses informations permettant de faire progresser la recherche
fondamentale et appliquée.
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TITRE : Diagnostic par PCR des rétroviroses félines.

RESUME :

Les virus FelLV (Fellne Leukemia Virus) et FIV (Feline Immunodeficiency Virus) constituent,
de part leurs conséquences cliniques, des pathogénes majeurs du chat. En l'absence de
traitement et de vaccin parfaitement efficaces, il est impératif de dépister les animaux
infectés afin dassurer une prophylaxie sanitaire des rétroviroses félines. .

Aprés une présentation générale des virus, l'auteur expose les différentes méthodes
disponibles pour leur mise en évidence chez I'animal, en soulignant leurs avantages et
inconvénients. La PCR (Polymerase Chain Reaction) apparait comme une technique de choix,
permettant de dépister les deux rétrovirus a des stades cliniques ot les tests utilisant la
recherche d’anticorps ou d’antigenes échouent.

L'auteur présente ensuite la mise au point de tests de diagnostic utilisant le principe de la
PCR. Deux tests sensibles et spécifiques, I'un permettant le dépistage du FIV, l'autre du
FeLV, sont élaborés. En ayant recours a la PCR multiplex, I'auteur envisage alors de réaliser
un test permettant le dépistage simultané des deux virus. Malgré plusieurs tentatives
d’optimisation de ce test, il s'avére moins sensible que les tests qui dépistent séparément les
deux virus. Cependant, les diagnostics réalisés avec les deux types de tests sur plusieurs
prélévements de sang de chats donnent les mémes résultats. Le test muitiplex apparait donc
assez sensible pour étre utilisé en routine pour le diagnostic.

MOTS-CLES : FIV; FelLV; Retroviridae; Retrovirose; Diagnostic; PCR; Chat.

ENGLISH TITLE : FIV and FeLV infections : a diagnosis assay based on PCR.

ABSTRACT :

Due to their clinical outcomes, FeLV (Feline Leukemia Virus) and FIV (Feline
Immunodeficiency Virus) are major feline pathogens. Since there are neither treatment nor
effective vaccine, infected animals should be detected to ensure sanitary prophylaxis.

The author presents a review of the two viruses, and the methods which allow their
detection in infected animal, underlining the advantages and drawbacks of each method.
PCR (Polymerase Chain Reaction) appears to be well adapted to feline retrovirus diagnosis,
since it is able to detect both retroviruses at clinical stages when methods based upon
antigens or antibodies detection fail.

Then, the author sets up a diagnosis assay based upon PCR. Two specific and sensitive tests
are designed, detecting FeLV and FIV respectively. Using multiplex PCR, the author tries to
set up another assay, in order to detect both viruses simultaneously. Despite several
attempts to refine this assay, it turned out to be less sensitive than tests which allow the
detection of individual viruses. However, all of these tests gave identical results when used
to screen for FeLV and FIV in cats' blood samples. Hence the muItlpIex assay might be
sensitive enough to be used for routine diagnosis.

KEY WORDS : FIV; FelLV; Retrovirus; Retrovirus infection; Diagnoses; Diagnostic
test; PCR; Cat.




	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

