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"1 THINK, PROBABLY THE VIRUS OF EQUINE INFECTIONS ANEMIA I S  ONE 

OF THE MOST INTERESTING, INTRIGUING,  ENTICING,  E X C I T I N G  AND 

HEART-BREAKING. 1 'VE EVER WORKED WITH" . 
(SAURINO) 

"OF ALL THE KNOW DISEASES AFFECTING THE HORSE POPULATION I N  THE 

WORLD, THE EQUINE INFECTIONS ANEMIA (EIA) REMAINS THE CLASSIC 



INTRODUCTION 

L%némie infectieuse des équidées est apparemment m e  maladie en 

voie de disparition en France, En effet, le nombre de foyers observés chaque 

année au cours de ces dernières décennies a diminué progressivement pour 

s'annuler finalement en 1968. 

Et cependant 19mportance de cette maladie est loin d'etre négligeable. 

D%bord parce quklle a "changé de visageq' et qu'elle sévit non plus sur des 

chevaux de trait comme autrefois, mais sur des animaux de course ou de sport 

dont la valeur, pour certains sujets, peut se chiffrer par dizaines de millions. 

En suite parce que l'on peut penser que cette disparition nkst qu'apparente 

et provisoire lorsque l'on connait les surprises que réserve un tel virus. 

Au surplus, cette maladie présente un remarquable intérêt dans le cadre 

de la pathologie comparée. 

Au cours de ces dernières années, plusieurs foyers d'anémie infec- 

tieuse ont été identifiés au Laboratoire du Service des Maladies Contagieuses 

de 1'Ecole dqlfort et différentes souches ont été isolées. 

La première étape de recherches sur l'étude du virus responsable de 

cette maladie, passe forcément par lVobtention d'un matériel viral le plus 

concentré et le plus pur possible. 

En effet, pendant longtemps, les différents auteurs qui ont étudié ce 

virus n'ont disposé que d'un matériel relativement impur, constitué par du 

sérum de cheval "en criset'. Or, ce n%st qu'à partir d h n  matériel purifié et 

concentré que peuvent être envisagées des études plus poussées de la structure 

et des caractéristiques physicochimiques du virus, Lqtape préliminaire consis- 

tait alors en la réalisation de façon répétée de cultures de leucocytes de che- 

val restant en survie pendant plusieurs semaines. En effet, la plupart des 

chercheurs ayant étudié la culture du virus de l'A.I, reconnaissent que seuls, 

les leucocytes de cheval permettent la replication du virus. Nous avons rap- 

porté les modalités techniques de cette culture, décrite précédemment (69). 



Le travail présenté actuellement dans cette thèse concerne des recher- 

ches sur le viras de l'anémie infectieuse en culture de leucocytes de cheval 

et une étude sérologique et immunologique de la maladie et enfin, application 

au diagnostic pobr une enquête épidémiologique en France, 

Comme nous le verrons plus loin, ce vir~s est encore à laheure actoell~ 

l'un des plus mal connus, Quand nous avons commencé notre travail, la nature 

de son acide nucléique, son type de symétrie, sa structure pour ne citer que 

des éléments essentiels restaient inconnus, 

Un tel sujet d%tude offre donc un champ d'investigation extrèm.ement 

large,.,. mais assez délicat en raison des difficultés que l'on éprouve pour 

caractériser la présence du virus, hormis l'inoculation au cheval, méthode 

facile mais combien onéreuse! 

La pathogénie encore fort obscure de cette anémie dbrigine virale, 

unique en pathologie comparée, et la prolifération massive et généralisée 

d'éléments lymphoides, (à tel point que 1"uteur Américain SQUIRE (94) n%é- 

site pas à la classer parmi les maladies "lymphoprolifératives" à côté de 

lymphomes, de myélomes, de la maladie Aleoutienne, etc.,. et que les docteurs 

Japonais YAMAGIWA ee ON0 emploient même le mot leucémie), peuvent inciter à 

prendre le virus de l'anémie infectieuse comme un modèle d-tude de maladies 

à prolifération cellulaire anormale d'origine virale. 

Enfin dans le domaine du diagnostic de la maladie, il n'existe aucun 

critère précis et les lésions tant macroscopiques que microscopiques et bio- 

chimiques ne sont nullement spécifiques, 

Nous allons traiter dans une premiere partie les connaissances acquises 

dbne part sur le virus de lsANEMIE INFECTIEUSE (A,I,E) 

Dfautre part nous allons étudier, l'état actuel des principales connais 

sances portant sur le diagnostic et l%PIDEMIOLOGIE de la maladie, puis nous 

exposerons dans une seconde partie, les Techniques, les résultats et les com- 

mentaires qui découlent de nos recherches personnelles sus l'étude du virus de 

l'anémie infectieuse des équidés, les diagnostiques sérologiques et Immunologi- 

ques et enfin les résultats de l'enquête épidémiologique de la maladie en Franc 

selon le plan détaillé qui suit : 



P L A N  

INTRODCCT ION ------------ 
PREMIERE PARTIE --------------- 

A, Propriétés physiques et action des agents p%ysiques. 

1. Filtration et Ultrafiltration 
2, Ultracentrifugation 
3. Adsorption 
4. Action de la température 

B. Morphologie 

C, Propriétés chimiques et action des agents chimiques. 

Do Culture du virus 

1, Culture in vivo 
2. Culture in ovo 
3, Culture en culture cellulaire 

E. Etude du virus en culture cellalaire 

1, Passage en série et effet cytopathogène du virus 
2. Interférence avec d'autres virus 

F. Virulence 

II, DIAGNOSTIC ET EPIDEMIOLOGIE DE LA MALADIE 

A, Diagnostic de llA.I.E, 

1. Diagnostic sérologique 

a. Réaction de fixation du complément 
b. Réaction de neutralisation 
c, Réaction dshémagglutination 
de Réaction de précipitation 

2, Diagnostic allergique 

B. Etude épidémiologique 



DEUXIEME PARTIE : RECHERCIES PERSONKELLE S 

Introduction : But dtï travail et plan général des rec?er&+es eqtreprises 

Matériel : -------- 
1 - Souches virales 
2 - Systêmes eell:~lair~s 
3 - Milfeux de altare 
4 - Produits de laboratoire 
5 - Matériel spécianax 
6 - Chevaux 
4 - Sérums des chevacx 

Techniques : ---- - ----- 
A) Les principales modalités de la technique de mise en 

culture de leucocytes de cheval 

1 - Inoculation aux cultures de leucocytes 
2 - Passage en série 
3 - Autres systèmes cellulaires 

C) Etudes du virus de lsA.I,E. 

1 - Détermination de la nature dkcide nucléique 
a) Par l'emploi de la 5 I,D,V, 
b) Emploi de d8acridine-orange 

2 - Filtration 
3 - Microscope électronique 

D) Isolement et étude d b n  herpès virus équin 

1 - En culture cellulaire 
2 - Action de la 5 iodo 2 désoxyuridine 
3 - Etude du pouvoir pathogène, antigêne et imm~nog&ne 

E) Etude de l'antigène du virus de ltA,I, 

1 - Préparation de lkntigène A.1, 
2 - Obtention de l'antigène A,I, 
3 - Thermostabilité de l'antigène 
4 - Action des produits chimiques 
5 - Etude de la spécificité de lbntigêne produit 
6 - Electrophorèse de lbntigêne 
7 - Fractionnement sur colonne sephadex 

F) Préparation de sérum hyperimmun anti Anémie infectieuse 

'1 - Technique de précipitation en gélose 
2 Microprécipitation en milieu gélifié 



H) Réaction dshémagglztination conditionnée 

1) Réaction d'allergie vis à vis du virus de 1'A.I. 
1 - Pouvoir allergène du virus de 1'A.I. 
2 - Essais dninactivation de l'antigène 

RESULTATS --------- 
Chapitre 1 - Replication du virus de lsA,I.E. ---------- 

A) En culture de leucocytes du cheval 

1 - Effet cytopathogène sur les leucocytes de cheval 
2 - Passages en série sur leucocytes de cheval 
3 - Epreuve de la replication viral par inoculation au cheval 

B )  Autre système cellulaire 

Chapitre II - Etude du virus de 1'A.I.E. ----------- 
A) Nature de l'acide nucléique 

1 - Action de la 5 iodo 2 désoxyuridine 
2 - Emploi de l'acridine-orange 

B) Filtration 

C) Etude au microscope électronique 

Chapitre III - Isolement et étude d'un herpèsvirus équin ------------ 
a - Isolement du virus 
b - Effet cytopathogène 
c - Etude en culture cellulaire 
d - Nature de lhcide nucléique 
e - Pouvoir pathogène, antigène et immunogène 
f - Microscopie électronique 

Chapitre IV - Etude du pouvoir antigène du virus de 1'A.I. ----------- 
A) Préparation de l'antigène 

1-a) Détermination du tissus fournissant le meilleur antigène 
b) Localisation de l'antigène 

2 - Obtention d'un antigène liquide du virus de 1'A.I.E. 

a) Inoculation de chevaux en vue de la préparation de l'anti- 
gène. 

b) Traitement des rates fournissant l'antigène. 
c) Facteurs conditionnant le pouvoir antigène 
d) Résultats obtenus avec les rates provenant des chevaux 

sacrifiés à différents stades de la maladie. 



B) Vérification de la spécificit6 de lkntigène obtenu. 

1 - Réactions sérologiques de lkatigène avec différents sérums 
2 - Absorption de l'antigène avec des sérums antivirus de 

1'A.I.E. 
3 - Absorption des anticorps d'un sérum hyrimmun anti A.I.E. 

par l'antigène A.I.E. 
4 - Identité de lFantigène A.T.E, dans les extraits de diffé- 

rentes rates, 
5 - Rapport entre l'antigène A.E.E. et dbutres antigènes 
6 - Vérification de la spécificité de la réaction sérologique 

par inoculation au cheval sensible. 

C) Caractéristiques de 1"ntigène A.I.E. 

1 - Action des produits chimiques 
2 - Thermostabilité de l%ntigène 
3 - Fractionnement sur colonne séphadex 

D) Electrophorèse de lqantigène 

Chapitre V - Diagnostic sérologique ---------- 
A) Réaction de précipitation en milieu gélifié 

1 - Caractères des lignes de précipité spécifiques 
2 - Caractères et identification des lignes non spécifiques 
3 - Augmentation de la sensibilité de la réaction grâce à 

%'antigène liquide. 

a) Comparaison du pouvoir précipitant de l'antigène liquic 
et de l'antigène solide* 

b) Détermination de la dose optimale d'antigène-anticorps 
(titrage de lhntigène) 

B) Réaction d'hémagglutination conditionnée 

C) Technique de micro- méthode de précipitation 

Chapitre VI - Recherche de l'allergie vis à vis du virus de l'Anémie Infectieu: ----------- 
A) Pouvoir allergène 

B) Préparation d%ntigène non virulent en vue d'un diagnostic 
allergique. 

Chapitre VI1 - Cinétique de la réponse sérologique à l'infection 

A) Détermination de la date duapparition des anticorps précipi- 
tant après lqnfection. 



B )  Evolution des anticorps précipitant 

Chapitre VI11 - Application du diag~~ostic sérologique à urne enquête épidémio- ------------- 
logique en France. 

A) Animaux soumis an sondage ép idémiologique . 
1 - Résultats portant sur des effectifs de chevaux 
2 - Résultats des examens des sérums conservés au congélateur. 
3 - Résultats portant sur les sérums reçus récemment. 

B )  Relation entre les résultats du test de précipitation et l'ex- 
pression clinique. 

C) Rapport entre lshyperimunisation et la positivité des réac- 
t ions. 

D) Isolement du virus partir de chevaux infectés de façon inap- 
parente. 

E) Etude de différents facteurs épidémiologiques. 

DISCUSSION 

Chapitre 1 - Replication virale et épreuve de replication ---------- 
A) Culture du virus de l'A.1, en culture de leucocytes de cheval. 

pa effet cytopathogène sur les leucocytes de cheval 

1 - Sur cellules vivantes 
2 - Après coloration 

C) Valeur de l'effet cytopathogène pour l'appréciation de la repli- 
cation virale. 

'D) Autres systèmes cellulaires 

Chapitre II : Etude du virus de 1'A.I. ----------- 
A) Nature de lbcide nucléique 

B) Filtration 

C) Microscope électronique 

Chapitre III ------------ Isolement et étude d'un herpèsvirus 

Chapitre IV - Etude du pouvoir antigène du virus ----------- 

équin 

A) Préparation de l'antigène A.I. 



B) Nature de l'antigène 

C) Spécificité de l'antigène 

D) Unicité de l'antigène précipitant 

E) Réactions non spécifiques 

F )  Electrophorèses de l'antigène 

Chapitre V - Diagnostic sérologique ---------- 
A) Précipitation en gélose et microtechnique 

1 - Spécificité du test de précipitation en gélose 
2 - Sensibilité du test 
3 - Avantages et inconvénients 

B) Autre réaction sérologique "le test d'hémagglutination condi- 
tionnée". 

Chapitre VI - Recherche de l'allergie vis à vis de l'antigène de 1'A.I. des ----------- 
équidés 

Chapitre VI1 - Cinétique de la réponse sérologique à l'infection ------------ 

Chapitre VI11 - Enquête épidémiologique ------------- 

Conclusions ----------- 

B ib 1 iographie ------------- 



PREMIERE PARTIE 

- ETAT ACTUEL DES PRINCIPALES CONNAISSANCES PORTANT SUR LE VIRUS DE 

"L'ANEMIE INFECTIEUSE DES EQUIDES" 

- DIAGNOSTIC ET EPIDEMIOLOGIE DE LA MALADIE 





I - CONNAISSANCES ACQUISES SUR LE VIRUS DE LIANEMIE INFECTIEUSE 
DES EQUIDES 

L'étude du virus de l'anémie infectieuse est encore très incomplète, 

les lacunes relatives à sa connaissance s'expliquent par les difficultés de 

culture et de purification de l'agent pathogène et par l'impossibilité d'étudier 

le virus sur une espèce animale de laboratoire régulièrement sensible. 

A fortiori la place du virus dans la taxonomie ne peut-elle être précisée... 

Nous allons passer en revue les principales propriétés du virus de l'ané- 

mie infectieuse, laissant la première place à celles qui ont été étudiées par 

culture de virus en culture de leucocytes de cheval. 

Nous ferons de large emprunts à la monographie de GORET et col1 (35). 





A - PROPRIETES PHYSIQUES ET ACTION DES AGENTS PHYSIQUES 

1) Filtration et ultrafiltration 

VALLEE et CARRE (109) établissent, les premiers, le caæactsre filtra- 

ble de l%gent infectieux de la maladie. Le virus traverse les bougies Berkefeld 

et les membranes d'Elford. 

Ses dimensions appréciées par cette dernière technique sont comprises 

entre 18 et 50 nm (BALOZET) (10). 

Par la technique d'ultrafiltration, MOHLMANN et GRALHERR (70), 

ARAKAWAet coll (2) ont rapporté la taille du virus entre 60 et 95 ou 20 et 60 nm 

successivement. 

Récemment, MOORE et coll (73) également par la technique d'ultrafiltra- 

tion indiquent une taille de 30 nm pour le virus de l%némie infectieuse. 

(cf. Morphologie du virus) comme preuve ils rapportent la transmission de la 

maladie chez les chevaux .récectifs, l'inoculation se traduisant par des signes 

cliniques et des lésions d'anémie infectieuse non équivoques, 

2) Ultracentrifugation 

MOHLMANN et GRALHERR (70) estiment, par ultracentrifugation, les 

dimensions du virus entre 60 et 95 nm NAKAJIMA et coll (83) ont étudié le virus 

de 1'A.I. par centrifugation en gradient de densité de chlorure de Cesium. Ils 

ont obtenu, pour la densité du virus, des chiffres compris entre 1,14 et 

1,20 g/ml avec un pfc à 1,16 et 1,17 g/ml. 

3) Adsorption 

Le virus s'adsorbe sur particules de noir animal, sur kaolin, sur 

hydrate d'alumine, sur hématie de cheval et plus irrégulièrement sur hématies 

de poulet. 



4) Action de la tempé~ature 
Le virus contenu dans le sang résiste plus d'un mois B la tempbrature 

du laboratoire (CAERE et VALWE (19). Entre 0' et 4- 2OC le virus conserve sa 

virulence deux ans et 8 - 15'C quatre ans ( ~ A K I M I  (40). 

. A 56 ou 5B°C, Ba virus rbsiste une heure C H E ~ E L  (4216 mais il est 

inaetiv4 durint le m&w temps B 60°C (conmzission Japonaise (25)  g par contre 

GAINER et e a l l  (34) ont vérifbé qu18 cette température 606C durant le m8nte 

temps (1 Mare) le virus n'est gas inactivb. 

Une stérilisation absolue est obtenue par bbullition pendant 13 minute 

(KESTER t33). 

B - MORPHOLOGIE 
La morphologie du virus de l'anhfe Snfectieuse est encore man connue, 

Des particules ont &te photographilses au microsocope éîectronique par divers 

chercheurs. 

REAGAN et coll. 189) observent ainsi des particules sphériques dans IE 

skdi.ate-nt abtenu par ceatriftzgation B 52 000 trnir~/mintate pbndant 3 heures de 

sérum de cheval infecté ; ces particrules auraient des diaensions camprises 

entre II et 59 m. 

ISHII et coll. (50) notent également que le sérum de cheval infecté 

renferme des particules de 20 à 50 nm visibles au microscope électronique aprè 

ultracentrifugation. BEUST (12) n'obtient aucune image virale dans ces mêmes 

conditions. 

TABUCHI et coll. (98) opérant sur un matériel virulent représenté 

par des cellules du système réticulo-histiocytaire, détruites par ultrasons et 

centrifugées, remarquent au microscope électronique, des particules sphériques 

ayant un diamètre moyen de 22 nm. Des chevaux traités avec ce même matériel, 

dilué à 10-~, réagissent par des signes cliniques superposables à ceux de 

l'anémie infectieuse. 



Il semble toutefois, à la lumière d'essais ultérieurs, que des éléments 

de ferritine aient été pris pour des particules virales lors de l'examen micros- 

copique. Des recherches s 'avêrent nécessaires (ISHII (49) pour séparer plus 

sûrement les particules de ferritine de celles susceptibles de représenter le 

virion. 

OLEINIK (87) retrouve dans les hématies hémolysées de cheval, des 

corpuscules de 50 nm de diamètre, présumées être le virus de lbnémie infec- 

tieuse. 

GAINER (339, décrit dans le foie de chevaux atteints d'anémie infec- 

tieuse une disposition en mosaique de particules de 25 nm ressemblant à des 

virus, cette observation a été décelée gr2ce au microscope électronique. 

NAKAJIMA et coll. (81) rapportent la mise en évidence des particules 

sphériques de 90 à 140 nm dans le surnageant et dans les cytoplasmes de leuco- 

cytes mis en culture infectée. 

HENSON et coll. (44) signalent l'existence de particules virales de 

70 nm de diamètre chez des macrophages de culture de leucocytes. 

MOORE et coll. récemment (73) indiquent une taille inférieure à 32 nm 

pour le virus de l'anémie infectieuse. 

En analysant toutes ces expériences on est frappé par la disparité 

des résultats obtenus sur la morphologie du virus, 

C - PROPRIETES CHIMIQUES DU VIRUS DE L'A.1.E. 

La nature de l'acide nucléique de 1'A.I.E. est resté irnconnu jusqu'en 

1969 date à laquelle nous l'avons établie (type ARN) (103). La même année 

MOORE (72) rapporte que l'acide nucléique viral est du type ADN. Par contre 

NAKAJIMA et coll. (84) utilisant la technique du marquage isotopique concluent 

qu'il s'agit du type ARN. 

Nous allons exposer dans ce texte les raisons qui nous permettent 

d'affirmer qu-1 s'agit bien du type ARN. 



ACTION DES AGENTS CHIMIQUES 

Le chloroforme (commission Japonaise (25) (HEIERMANN (46) (BALOZET 

(71,  le tol~ène (commission Japonaise (25), la glycérine CBALOZET (8), le 

fluorure de sodium (BALOZET (6) semblent pratiquement sans action sur le 

vir~s. 

Contrairement aux observations antérieures (BALOZET (6) il a été 

récemment prouvé que le virus est sensible à l'éther : traité par cette 

substance, le virus de l'anémie infectieuse se montre incapable de reproduire 

la maladie aprss inoculation au cheval réceptif (NAKAJIMA et coll. (80) et 

MOORE (72) .  

L'action du phénol et celle du formol varient selon la concentration 

de ces produits et la température à laquelle on les fait agir sur le virus. 

La saponine à 1 p. 100 entraine la destruction du virus en moins de 

24 heures (BALOZET (11). Le taurocholate de sodium à la concentration de 2,5 

p.100 dans le sérum est actif (commission Japonaise (25). 

Le ricinoleate de sodium à 1 p. 100 lynactive en moins de 15 mn 

(BALOZET ( 9 ) .  En.:revanche la bile se montre sans effet (BALOZET (6). 

NAKAJIMA et coll. (81) ont récemment étudié l'action de la trypsine, 

de la ribonucléase sur le virus. 

Ce dernier s'est montré résistant à l'action de la trypsine. La ribo- 

nucléase et la désoxyribonucléase à une concentration de 20 g/ml ne modifient 

pas le titre du virus. 

D - CULTURE DU VIRUS 

Nous envisagerons successivement la culture du virus IN VIVO, IN OVO 

et en culture cellulaire, en développant largement ce dernier aspect. 



1 )  Culture i n  v ivo  - - - - ,- - - - - - - - - - - 
De t r è s  nombreux e s s a i s  p o r t a n t  s u r  l e s  especes animales l e s  plus  

d ive r se s  ont  é t é  e n t r e p r i s .  De l b n s e m b l e  de ces  expériences rappor tées  dans 

l a  monographie de GORET e t  coll&)on peut  e x t r a i r e  l a  conclusion de ces  au t eu r s  

'T 'unanimité  semble s e  f a i r e  à l ' h e u r e  a c t u e l l e  su r  l a  no t ion  su ivan te  : aucune 

espèce animale,  en dehors des équidés,  n ' e s t  régul ièrement  s e n s i b l e  à l ' i n o c u -  

l a t i o n  du v i r u s  de 1 lanémie in fec t i euse" .  

-Dans ces  condi t ions  on comprend l e s  d i f f i c u l t é s  q u b n t  éprouvés l e s  

d i f f é r e n t s  chercheurs ,  à met t re  en évidence l a  présence du v i r u s  dans un pré-  

lèvement ou dans une substance,  e t  par  s u i t e ,  t ou t  l ' i n t é r ê t  q u i  s k t t a c h e  à 

l b b t e n t i o n  de c u l t u r e  v i r a l e  en c u l t u r e  c e l l u l a i r e ,  

2 )  Cul ture  i n  ovo 

Tous l e s  e s s a i s  de l a  c u l t u r e  du v i r u s  i n  ovo s e  sont  so ldés  par  un 

échec. HALLAUER e t  c o l l .  (41),  STEIN e t  c o l l  (59),  DREGUSS e t  LOMBARD (291, 

TABUCRI e t  c o l 1  (89).  

Un v i r u s  semble t o u t e f o i s  a v o i r  é t é  f i x é  au bout de h u i t  passages 

sur  oeuf embryonné par  ARAKAWA e t  c o l l .  ( 3 )  mais ces r é s u l t a t s  n ' o n t  pas é t é  

confirmés. 

3 )  Culture en c u l t u r e  c e l l u l a i r e  ............................. 
De t r è s  nombreuses c e l l u l e s  ont  é t é  é tud iées  en vue d F o b t e n i s  l a  r e -  

p l i c a t i o n  du v i r u s  de 1 ' A . I .  

WATANABE (110) employait des c e l l u l e s  de coeur,  de f o i e ,  de r e i n ,  

de poumon e t  de r a t e  d 'un  foe tus  de poulain.  

KOBAYASHI (54) a  u t i l i s é  l a  glande su r r éna le ,  l e  r e i n ,  l e s  ganglions 

lymphatiques e t  l a  r a t e  de poulain.  Aucun e f f e t  cytopathogène n b p p a r a i s s a i t  

dans l e s  c u l t u r e s  de ces  d i f f é r e n t s  types de c e l l u l e s .  Cependant l e  v i r u s  

a v a i t  di2 s e  m u l t i p l i e r  puisque l e s  i nocu la t ions  à des chevaux s a i n s ,  de 

l i qu ides  de c u l t u r e  du cinquième passage,  pour l e  p e m i e r  au t eu r  du hui t ième 



passage, pour le second se révélaient positives et provoquaient lbppasition 

des signes cliniques de la maladie. 

Culture en leucocytes de cheval 

WATANABE (III) obtient une destruction des cellules au bout de 11 jour, 

en passant la souche Wyoming et la souche Goshun 6 fois sur culture de leuco- 

cytes de cheval. 

ISHITANI (52) observe 7 à 9 jours après l'inoculation du virus en cul- 

ture de leucocytes, une agglomération, une dégénérescence et un détachement 

des cellules de la paroi de verre. 

MOORE (74-75) note un effet cytopathogène sur les leucocytes de cheval 

caractérisé par une migration des leucocytes et la formation de petites amats 

de cellules séparés entre eux par des zones dépourvues de cellules. Cet auteur 

a réalisé la même année, dix passages en série de deux souches de virus de 

1'A.I. 

KOBAYASHI et KONO (56) résument ainsi les principaux aspects de l'effei 

cytopathogène : apparition de cellules globuleuses, à structure granulaire, 

agglomération des cellules dégénérées, puis détachement du verre. 

Les quatre souches employées par ces auteurs, souches German, Goshun, 

New-Hampshire et Wyoming provoquent exactement le même effet cytopathogène 

en culture de leucocytes. 

L'effet cytopathogène apparait plus rapidement lorsque le virus a subi 

plusieurs passages en cellule. Ainsi KOBAYASHI et KONO (56) obtiennent un effet 

cytopathogène en 10 à 14 jours après inoculation du sérum du cheval infecté à 

des leucocytes g lorsque ces cellules sont infectées à l'aide d'une souche de 

virus ayant déjà effectué 10 passages en culture de leucocytes, lkffet cyto- 

pathogène apparait au 6ème jour après l'inoculation lorsque la concentration 

de lDinoculum est importante, et environ en 2 semaines lorsque de faibles 

quantités de virus sont inoculées aux cellules. Ces auteurs ont également 

montrés la variation de réceptivité des leucocytes en fonction de l'âge de la 



culture. Ainsi plus les cellules sont infectées tardivement après leur mise 

en culture, plus lkffet cytopathogène apparait lentement : il est donc sou- 

haitable d'infecter les leucocytes peu de temps ap~&s leur mise en culture. 

Les résultats portant sur la culture du virus en cultdre de cellules KB, 

Hela etc.... n'ont notre connaissance, jamais été confirmés, sauf par 

SAURINO et coll. (91). 

GAIhXR et coll. (34) ont obtenu en 1965 une multiplication de virus 

de 1°an6aie infectieuse dans les thynocytes du cheval et une interférence avec 

le virus vaccina1 après dix passages dans ces cellules. 

A l%eure actuelle, les cellules de choix pour la replication virale 

in vitro sont les cellules de moelle osseuse et surtout les leucocytes du 

cheval. De nombreux auteurs ont essayés de préciser les conditions dkne telle 

culture. 

(KOBAYASHI et coll. (56) ,  (WATANABE (111) et nous même (69)- Récemment 

MOORE et co11.(76) ont adapté une culture de leucocytes de cheval par passage 

en séries (76). Cette culture de leucocytes révèle la présence et la propagation 

du virus de lQA.I.E. 

E - ETUDE DU VIRUS EN CULTURE CELLULAIRE 

a) Passage en série et effet cytopathogène du virus ................................................ 
KOBAYASHI (54) réussissait 17 passages du virus en culture de leucocytes 

de cheval. Il obtenait un effet cytopathogène sur ces cellules, qui se traduit 

par une dégénérescence des cellules suivie d'un décollement de la paroi du verre. 

L'action sur ces cellules n'est cependant pas aussi marquée qu'avec la plupart 

des virus cytopathogènes car les lésions apparaissent tardivement (rarement 

avant le 7ème jour) et la comparaison avec les tubes de cellules témoins est 

toujours nécessaire. Cette comparaison doit permettre d'éviter la confusion 

avec un éventuel effet cytopathogène dû à un virus orphelin présent chez les 

chevaux sains ayant fourni les leucocytes (KONO et KOBIASBI (58) (59). 



Dans le but de juger la replication. virale en culture de leucocytes de 

cheval certains auteurs préfèrent la recherhce de luantigene fixant le complé- 

ment dans les cultures infectées (KENSON et coll. ( 4 4 )  diautaes se sont adres- 

sés au phénomène dointerférence avec le virus vaccinale ou le virus de la 

stomatite vésiculeuse (GAINER et coll (34) et (ELZEIN et coll. (31). 

YUR.OV (1121, CRAWFORD et coll. 1971 (26) se sont adressés à la techni- 

que dPimnofluorescence directe en utilisant comme anticorps les sérums mar- 

qués des chevaux infectés en phase chronique dtA.I. et corne antigène la 

culture de leucocytes infectés. 

Cependant le résultat le plus sUr de la replication virale dans la 

culture de leucocytes de cheval reste dans le reproduction de la maladie en 

retour au cheval neuf. 

b) Interférence avec dkutres virus ................................ 
Des artifices ont été utilisés pour révéler plus facilement la présenci 

du virus au sein des cellules. 

Ainsi GAINER et coll. (34) font état dsune interférence entre le virus 

de lknémie infectieuse passé en culture de thymocytes de cheval et le virus 

vaccinal. 

Par la technique des-plages, ils obtiennent une réduction de 50 p.100 

des plages obtenues avec le virus vaccina1 lorsque les cultures ont été infec- 

tées antérieurement par le virus de l'anémie infectieuse. 

Cette réduction est inhibée par l'emploi d'un sérum contenant des 

anticorps anti-virus de l'anémie infectieuse. 

YUROV (112) rapporte que la croissance de virus de la stomatite vési- 

culeuse (vSV) en culture de leucocytes de cheval est favorisé par l'infection 

antérieure de ces cellules par le virus de lsA.I. 

Cette particularité pourrait conduire à employer ce phénomène dynter- 

férence pour la détection souvent mal aisée du virus de leanémie infectieuse. 



F - VIRULENCE 

La mesure de la virulence d'une souche de virus de l'anémie infectieuse 

est difficile. En effet, ni la forme clinique de la maladie apparue apres ino- 

culation, ni la longueur de l'inoculation, ne permettent de porter un jugement 

définitif sur l'agressivité d'une souche. Ainsi, du sang prélevé chez un ani- 

mal atteint d'une affection inapparente, provoque chez des chevaux des formes 

graves rapidement mortelles en même temps que des formes légères et ce, semble- 

t-il, dans la même proportion que le ferait le sang prélevé au cours d'un 

accès violent chez un animal atteint d'une forme aiguë (BALOZET (11). On ne 

peut guère tenir compte de la durée de l'incubation pour apprécier la viru- 

lence. 





II - DIAGNOSTIC ET EPIDEMIOLOGIE DE LA MALADIE 

Nous envisageons dans cette deuxième partie lqtat actuel des princi- 

pales connaissances portant sur le diagnostic et l'épidémiologie de la maladie. 

Pour un développement plus complet de ces chapitres, nous renvoyons le lecteur 

& la monographie sur 1'A.I.E. de GORET, MICHEL et SOMA ( 3 5 ) .  

A - DIAGNOSTIC DE L'A.1.E. 

Il n'existe aucun signe critère. Les lésions tant macroscopiquesque 

microscopiques et les modifications biochimiques ne sont nullement spécifiques. 

Le diagnostic hématologiqueest sujet à caution. En dehors de la mise en oeuvre 

de techniques non spécifiques et en l'absence d'animal de laboratoire sensi- 

ble, seule pouvait être utilisée l'inoculation au cheval, méthode onéreuse 

fournissant des résultats parfois très tardifs. 

Des progrès dans le diagnostic sérologique de la maladie, ont été 

réalisés au cours de ces dernières années, mais jusqu'à ce jour aucune méthode 

n'est reconnue officiellement pour le diagnostic. 

Nous envisagerons dans le diagnostic expérimental de la maladie, le 

diagnostic sérologique et allergique, objets d'une partie importante de nos 

recherches. 

1 - Diagnostic sérologique 
-------mm------------- 

Différentes techniques sérologiques spécifiques ont été décrites : 

fixation du complément, réaction d'hémagglutination, séroneutralisation et 

réaction de précipitation. 

a) Réaction de fixation du complément 

Elle a fait l'objet de multiples travaux. Il manquait llexiste.nce 

d'un antigène spécifique. Dans la technique dlALTARA et coll. (l), l'antigène 

était constitué par un extrait alcoolique de rate de cheval mort ou sacrifié 

à la phase aigu@ de la maladie. D'autres modifications portent essentiellement 



sur lbbtention d'un antigène plus statisfaisant. KONO et KOBAYASBI (60) et 

ISHITANI (52) utilisent un antigène préparé par inoculation du virus à des 

cultures de leucocytes de cheval. La réaction de fixation du complément donne 

de bons résultats à certains auteurs (KONO et coll. (60) et non satisfaisante 

à certaines autres comme BOULANGER et coll. (15) qui ont conclu que cette réac 

tion n\st pas spécifique de l'agent de 1'A.I.E. Il est possible de constater 

des réactions faussement positives dues à un auto-anticorps développé contre 

les tissus du cheval. 

Récemment KONO et coll (1971) (63) rapportent que 8 souches de virus 

de 1Q.I.E. possèdent un antigène commun fixant le complément, bien que l'on 

puisse noter quelques différences dans l'intensité de la réaction entre cer- 

tains antigène et sérums. Les anticorps fixant le complément augmentent pen- 

dant 20 jours après le pic thermique, décroissent et disparaissent en 30 jours 

ou persistent pendant 60 jours dans certains cas (tableau i ) .  

L\xistence relativement courte des anticorps fixant le complément 

rend compte de la valeur relative et limitée qu'il faut accorder à cette tech- 

nique pour son utilisation dans le diagnostic de 1Q.I.E. 

La valeur de cette réaction pour le diagnostic de l'infection est 

limitée étant donnée sa courte durée et son absence dans les infections chro- 

niques ainsi qu'après un deuxième contact avec l'agent infectieux. 

b )  Réaction de neutralisation 

Elle ne permet aucune application actuelle au diagnostic en raison 

des irrégularités des réponses données et de lFignorance relative dans laquellc 

on se trouve quant aux variations qualitatives ou quantitatives de la virulenci 

des diverses souches de virus. 

LGxistence des anticorps neutralisants lors de l%A.I.E. est connue. 

Ils commencent à apparaître entre le 45e et le 87e jours après lsinjection et 

atteignent leur maximum entre le 90e et le 148e jour (tableau 1). 

Récemment KONO et coll. 1971 (63) ont révélé par des tests de neutra- 

lisation croisée que 6 souches de virus de 1'A.I.E. sont neutralisées spéci- 



Tableau 1 

Courbe de température 

O----0-----s 
Courbe des anticorps fixant le compl6ment 

- X  Courbe des anticorps neutralisants 

Les anticorps fixant le compl6ment augmentent pendant 20 jours, 

d6croissent et disparaissent en 30 jours ou perdistent 60 jours dens certains 

cas. 

Le8 anticorps neutralisants commencent B appasaitre entre le 458 

et le 87e jours après l'infection et atteignent leur maximum entre le 90 et 

le 1486 jour. (79) 



fiquement par un anti-sérum homologue et conclurent qde les anticorps sont 

produits vis à vis de la souche virale inoculée et non contre les sosches 

hétérologaes, 

c) R-glutination 

L%émagglutination des hématies de poulet par le sérl-m de cheval 

suspect a été proposé (DREGUSS et LOMBARD (291, TACU (99 )  comme moyen d%tude, 

les résultats sont trop inconstants pour servir au diagnostic, SAVRINO et 

coll. (91), DITCHFIELS (27) ont proposé deux techniques d"émâgglutination, 

sans succès. 

d) Réaction de précipitation 

La réaction de précipitation en milieu liquide a été lkbbjet de tra- 

vaux de plusieurs chercheurs (TIEGLAND (101), MOORE et coll. ( 7 5 1 ,  LIVINSTON 

et coll. (671, En fait, les opinions convergent pour conclure que ce "préci- 

pitin test'' n'est pas un bon test de diagnostic de la maladie, enraison du 

nombre assez élevé de fausses réactions positives et négatives. 

La réaction de précipitation en milieu gélifié a été étudié par DREGUSS 

et LOMBARD (29), FUENTES et SAXER (32), SAXER et FUENTES (93) et SAXER (92), 

mais sans résultat vraiment convaincant. COGGINS et NORCROSS (241, ont utilisé 

la meme technique en prenant un antigène précédemment étudié par MOHLER (71) 

et ALTARA et coll. (1). Cet antigène est obtenu à partir d'un tissu de rate 

provenant d'un cheval mort lors d'une phase aigu@ de 1Qnémie Infectieuse. On 

peut noter ici que les rates des animaux morts au cours dkne phase aigu@ dans 

des maladies diverses ont été employées selon la technique de précipitation en 

gélose comme source d'antigène pour le diagnostic de ces maladies ; citons pour 

mémoire, le diagnostic de la peste bovine (BOULANGER (14) et celui de la peste 

porcine africaine (cOGGINS et HEUSCHELE (23). 

La rate contenant l'antigène est réduite en petits morceaux et conser- 

vée à -30°C. Plusieurs fois avant l'emploi, elle est congelée et décongelée 

sans broyage ni dilution. L'antigène contenu dans le tissu splénique ainsi 

préparé, a l'inconvénient de diffuser difficilement dans la gélose, ce qui 

rend parfois le test insensible pour détecter des sérums faiblement positifs : 



dans ce cas le tissus antigène ne donne pas les lignes de précipitation sou- 

haitées avec ces sérums. Le deuxième inconvénient delaméthode est de faire 

apparaître des arcs queà partir de la 3e semaine suivant l%njection, 

Récemment NAKAJIMA et coll. 1971 (85) ont publié les résultats qu'ils 

obtenaient avec une technique de précipitation voisine en utilisant comme 

antigène le milieu de culture de leucocytes concentré environ mille fois. La 

réalisation pratique de cette technique se heurte à un grand nombre de diffi- 

cultés, ce qui limite son utilisation au domaine de la recherche fondamentale. 

Des réactions positives avec des sérums provenant de chevaux inoculés avec des 

souches différentes du virus de 1'A.I.E. ont été obtenues. 

Après avoir étudié la réaction de précipitation, nous envisagerons 

dans une partie de ce travail d'établir la spécificité du test, lbtilisation 

d'un matériel antigéniquement valable pour augmenter la sensibilité de celui-ci 

afin duaboutir à sa standardisation par la réalisation d h n  titrage de l'anti- 

gène et des anticorps dans des sérums positifs. 

2 - Diagnostic allergique 

Le pouvoir allergique du virus de 1'A.I.E. est mal connu et son utili- 

sation dans le domaine du diagnostic n h  jamais été réalisée. Un essai a été 

tenté par TORRANCE (107) pour le diagnostic allergique chez deux chevaux atteints 

d'A.I,E. mais sans succès. 

KOROTKIKH (64) poursuit une expérience d'allergie chez des chevaux 

infectés doA.I.E. au stade chronique, il rapporte qu'avec 4 - 5 gouttes dkne 

préparation d h n  antigène de composition 'Ynconn~e'~ déposé dans l'oeil, il 

obtient une réaction positive 3 heures après, avec conjonctivite et sécrétion 

muqueuse, puis 2 heures plus tard, une sécrétion purulent&. 

Selon lui, 17 à 32 % des chevaux atteints de l'anémie infectieuse 

réagissent à ce test. Il n'a, à notre connaissance, jamais été confirmé . 

Enfin, GAINER et coll. (34) ont étudié la réaction d'hypersensibilité 

cutanée chez les chevaux infectés par lfA.I.E., mais ils n'ont pu tirer aucune 



c o ~ c l ~ s i o ~ ~  valsble. Ils utilisent divers ântigêr,es dLA,I,E, c-s~ffés penda~t 

1 +e, re  â 60 C poar inactiver le vinas, Les a,tn,x s rernar q eh t g,e 1 artig&e 

ainsi traité psovoqse la maladie c-ez les cLevat-x saîrs L F  cTa , f  f age  pe:~daot 

1 "e,ue à 60 C a été  insuffisant pour déts-ixe le vix ,s ,  L z s  aste -vs mtent 

également la désensibilisation cutanée des anirna,x par  des i: oc-18tior,s répétée 

1'1 - Etude épidémiologique : - ,,=, =,=.-,- -=-,-,-----,,-- 

L % A , L . E .  est três largement distrib~ée dans la pop,lation équine mon- 

diale. 

La premier cas en France a été signalé en 1843 par LIGKEE, La maladie 

ensuite a êté rapportée dans de nombreu autres pays elJropée7s Sbiisse9 

Allemagne, Belgiqde, Luxembourg, Autriche, Italie et Yo,goslavie. 

ALX Etats-Unis la maladie est largement répandue. L e  Canada, le Japon 

et certains pays africains ne sont pas indemnes de la maladie, En France, 

l%A,I,E, a été signalée chez les chevaux dans divers départements sous une 

forme explosive atteignant environ la moitié de la populatioo sPevaline, La 

disparition de la symptomatologie chez les chevaux infectes condu~it â penser 

que la maladie a disparu actuellement du territoire Fran~ais, 

Toutefois, l'examen des bulletins sanitaires prouve que lynfection 

n'a jamais completement disparu du territoire français puisque, chaqbe année, 

quelques cas sporadiques ont été signalés jusqu%n 1966, Au cours des dernières 

décennies, le nombre de foyers observé à diminué progressivement pour s'annu- 

ler finalement en 1968. 

Le diagnostic de la maladie, encore à ce ~ O L P  n'est pas établi offieiel- 

lernent de par le monde. On se base sur les symptômes cliniques et les résultats 

de l'examen sanguin ou bien lainoculation à l'animal réceptif, Lkbsence d'une 

mêthode de diagnostic simple, codifiée, reconnue par tous en particulier de la 

forme chronique de la maladie, laisse prévoir la possibilité d'expansion de 

l'infection dans un pays et entre les pays, Avec la mise au point récente de 

la technique de lQimmunodiffusion, il sera possible de poser an diagnostic de 

la maladie en particulier chez les chevaux infectés latents, A notre connais- 



sance ,  l e s  pays  q u i  o n t  u t i l i s é  l a  t echn ique  dYimmainodiff~sion pour  l e  d iag-  

n o s t i c  de l a  malad ie  s o n t  l e s  E ta t s -Unis  COGGINS (L)  The blood h o r s e  p. 3014 

30 Août 1971 (21) e t  l e  Canada, ASTROM (E.)  The blood F o r s e  p. 3009, 30 AoSt 

1971. Nous a l l o n s  exposer  dans une p a r t i e  de  c e t t e  t h è s e ,  l e s  r é s u l t a t s  de  nos 

é t u d e s  s u r  l e s  sérums des  chevaux examinés dans quelques  e f f e c t i f s  e n  France.  

L'anémie i n f e c t i e u s e  des  équ idés  nous a p p a r a i t  donc comme une des  

malad ies  an imales  l e s  p l u s  m a l  connues e t  l e s  p l u s  énigmat iques .  





DEUXIEME PARTIE 

RECHERCHES PERSONNELLES 





INTRODUCTION 

BUT DU TRAVAIL ET PLAN GENERAL DES RECHERCHES ENTREPRISES 

L'étude bibliographique concernant la structure et les propriétés du 

virus de lknémie infectieuse des équidés nous a révélé combien ce virus était 

mal connu ; le diagnostic de la maladie n'était alors nullement spécifique. 

Nous avons donc tenté d'apporter une contribution pour une meilleure connais- 

sance de ce virus zoophile. 

1) Culture du virus sur différents types des cellules .................................................. 
a) En possession d'une technique de culture de leucocytes de cheval assurant 

des résultats satisfaisants, après avoir inoculé le virus à des cellules 

nous avons essayé de préciser un certain nombre de propriétés du virus de 

l'anémie infectieuse. 

L'effet cytopathogène a été observé sur des cellules vivantes et sur 

cellules leucocytaires fixées et colorées. 

Des passages en série de différentes souches de virus de l%némie 

infectieuse ont été ainsi réalisés sur des leucocytes du cheval. 

Après un certain nombre de passage en série, la preuve de la replica- 

tion a été apportée par inoculation en retour du cheval. 

b) Nous avons recherché quelle pouvait être l'action du virus sur différents 

types de cellules K.B., Nil, Rein de singe Spour déterminer si son action 

est exclusivement orientée sur les cellules leucocytaires de cheval 

II) Etude du virus -------------- 
Des expériences ont été menées afin de vérifier la taille du virus 

par filtration, car les résultats consignés dans la littérature étaient loin 

d'être concordant. 



Nous avons tenté, à lPaide de coloration par l'orangé dOacridine et 

l'emploi dynhibiteurs de lsacide désoxyribonucléique, de préciser la nature 

de cet acide. 

Enfin les préparations de leucocytes infectés oat été soumises à 

lkxamen au microscope électronique afin de tenter 1°obsesvation, de particules 

virales. 

III) Contamination des cultures cellulaires par dsautres agents pathogènes 
_ - - - _ - _ _ - - Y - - - _ - - _ _ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

(~erpèsvirus) ----------- 
En effet au cours de nos recherches portant sur le virus de l'anémie 

infectieuse, nous avons eu l'occasion de voir apparaître un effet cytopatho- 

gène dans certains tubes de cultures de leucocytes provenant de chevaux appa- 

remment sains. Des herpèsvirus, souches virales responsables de cet effet 

cytopathogène ont été isolées, passées en &rie sur différents systèmes cel- 

lulaires et comparées avec la souche P3 de rhinopneumonie et la souche LK 

de P lummer . 

IV - Diagnostic de la maladie 
- - - , - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Le diagnostic expérimental de l'anémie infectieuse est demeuré dif- 

ficile pendant longtemps. 

La deuxième étape de nos recherches comprendra l'étude du pouvoir anti- 

gène du virus de lknémie infectieuse, la préparation de lsantigène, la véri- 

fication de sa spécificité dans les réactions sérologiques, ses caractères 

physicochimiques, son fractionnement et son étude électrophorétique. 

A) NOUS AVONS TENTE DE METTRE AU POINT DES TECHNIQUES DE SERODIAGNOSTIC POUR 
L ' A M I E  INFECTIEUSE 

1) P~écipitation en gélose ....................... 
Nous avons mis au point une technique à partir d k n  antigène liquide 

permettant un titrage des réactifs qui autorise ainsi une meilleure codifica- 

tion des conditions de la réaction. 



NOTA : La cinétique de la réponse sérologique à l'infection par le virus de 

l'anémie infectieuse a été réalisée par la technique de précipitation en 

gélose, afin de déterminer la date d'apparition des anticorps précipitant 

après 1 ' infection. 

2) Technique d'hémagglutination conditionnée ----------------------------------------- 
Utilisation des globules rouges de chevaux et de moutons, tannés 

puis sensibilisés par l'antigène liquide évoqué ci-dessus. Très haute sensi- 

bilité de cette technique qui facilite une étude sérologique de précision 

B )  Citons également une technique de recherche de l'allergie vis à vis du virus 

de l'anémie infectieuse chez les chevaux infectés d'une façon latente et son 

application pour le diagnostic. 

V - Recherche epidémiologique 

Nous avons réalisé un sondage épidémiologique sur des chevaux de race 

et de mode de vie différents provenant de diverses régions de France. Indépen- 

damment des sérums des chevaux infectés de façon naturelle ou expérimentale 

nous avons ainsi soumis 2 000 sérums de chevaux au test de précipitation en 

gélose. 

Une partie de ces recherches ont fait l'objet des publications qui suivent : 

1) Recherches sur l'anémie infectieuse des équidés ; 

1) Identification sur le cheval de courses ; Isolement de souches de virus 

REC. Med. Vét. 1969,145,1055-1068 - 
2) Recherches sur 1'A.I.E. 

II) Diagnostic de la forme latente par déclanchement des crises. 

Rec. Méd. Vét. 1969,145,1213-1227 - 
3) Recherches sur 1'A.I.E. 

III) Mise au point d'une technique de culture de leucocytes de cheval 

Rec. Med. Vét. 1970,146,401-414 - 
4) Recherches sur 1'A.I.E. 

IV) Etude du virus obtenu en culture de leucocytes de cheval 



Rec. Méd. Vét. 1970,146,565-581 - 
5) Le diagnostic expérimental de l'anémie infectieuse des Equidés, 

Communication au 19e CongrSs Mondial Vétérinaire, Mexico, 
Août 1971, p.775. 

6) Diagnostic de lknémie infectieuse des équidés par la technique de préci- 

pitation en gélose. Essais de standardisation de la technique et de l'anti- 

gène 

Communication au 12e Congrès International de Standardisation 
Microbiologique, Annecy 1971. 

7) Sérodiagnostic de l'anémie infectieuse par précipitation en gélose. 

I - Mise au point de la technique 

Bull. Acad. Vét. 1971,44,403-413. - 
8) Sérodiagnostic de l'anémie infectieuse par précipitation en gélose 

II - Premiers résultats dhne enquête épidémiologique en France. 
Bull. Acad. Vét. 1971,44,415-426. - 

9) Possibilité et spécificité du sérodiagnostic de 1'A.I.E. par précipitation 

en gélose. Technique et application au dépistage de l'infection chronique 

inapparente, 

C.R. Acad. des Sciences. 1971,t.273,p.2721-2724 

10) Présence d'Herpèsvirus dans les cultures de leucocytes de chevaux sains 

Ann. de recherches Vét. 1971,2, - (2),223-230. 

L'ensemble de ce travail sera exposé en passant successivement en 

revue le matériel employé ; les techniques, les résultats constatés, et sera 

suivi d'une discussion portant sur l'intérêt des recherches. 



MATERIEL 

Le matériel utilisé consiste en souches virales, en systèmes cellulaires, 

en différents milieux de culture et produits de laboratoire et enfin en che- 

vaux et en sérums de chevaux. 

1) Souches virales --------------- 
A) Souches de virus de l'Anémie Infectieuse 

a) Trois souches françaises de virus de l'anémie infectieuse du cheval 

isolées à l%cole Nationale Vétérinaire dtAlfort dans le service des 

maladies contagieuses ont été employées. Le matériel de départ était 

représenté par le sérum de chevaux atteints d'anémie infectieuse, 

prélevé au cours d'une crise. 

Ces trois souches sont les suivantes : 

- "Vitastérone" (sérum prélevé le 4 Mars 1968) 
- "Vent des Prairies'' (sérum prélevé le 2  Février 1967) 

- "Blanchette" (sérum prélevé le 28 Août 1968) 

b) Une souche américaine due à 1 'obligeance du docteur MOTT (1)* a égale- 

ment été utilisée. Il s'agit de la souche "Wyoming" provenant de 

Agricultural Research Service, National Animal Disease Laboratory, 

AMES, et consistant, d'une part, en sérum lyophilisé (le ler Septem- 

bre 1947) et, dvautre part, en sérum frais de cheval (11'47) prélevé 

le 15 Novembre 1968. 

B) Souches d 'herpèsvirus 

a) Virus herpétique équin 1 (VHE 1) Souche P3 isolée à Alfort en 1968 

(BRION et al., à partir dknavorton de jument. Cette souche est 
f 

sérologiquement identique à la souche Kentucky B (2) . 
b) Virus herpétique équin 2  (vBE 2)  : Souche LK isolée par PLUMMER et 

WATERSON à partir du jetage d'un cheval malade. 

c) Souches virales isolées à Alfort au cours de passages en série du virus 

de l'anémie infectieuse des équidés en cultures de leucocytes de che- 

val ; Souches C LI, C L2,  CL3. 

f 1) Nous adresson$nos vifs remerciements au docteur MOTT 
4 2)  Aimablement fournie par le Docteur J.T. BRYANS. 



2) Systêmes cellulaires .................... 
Nous avons employé les systèmes cellulaires suivants o 

- Culture de leucocytes de cheval préparées selon la technique 
décrite en détail par ailleurs (69) page p35) 

- Cellules NIL expédiées au laboratoire du Professeur GORET par le 
m 

Docteur DIAMOND (1) du Wister Institue à Philadelphie 

- Cellules KB provenant de l'Institut Pasteur, Paris. 

- Cellules de rein de singe, de mGme proven,ance. 

- Cellules PK 15, cellules rénales de porc.  abor oratoire du Professeur 

GORET ) . 
- Lignée He La d'origine humaine et lignPe BHK 21 (2)* 

- Cellules primaires de rein de lapin, dvembryon de chat et de rein de 
foetus de veau, préparées selon les techniques classiques. 

3) Milieux de culture ------------------ 
Les principales substances ayant servi à la préparation des milieux 

pour ces systêmes cellulaires sont les suivants : 

- Sérum de veau (Institut ~érieux). 
- Sérum de cheval (Institut Pasteur, paris) 

- Liquidcde Hanks (Institut Pasteur, Paris) 

- Milieu de Eagle (Institut Mérieux,  on) 
- Trypsine (Institut Mérieux, ~yon). 

4) Produits de laboratoire ....................... 
Les principaux produits suivants ont été utilisés : 

- 5 iodo 2 désoxyuridine (Laboratoire Chauvin-~lanche) 
- Thymidine (~erck) 
- Héparine (Roche) 

- Gélose (~ifco) 
- Acridine orange 

- Filtres millipore de 200 nm, 100 nm, et 50 nm 

*(1) Nous exprimons nos bien vifs remerciements au Docteur DIAMOND 
g(2) Du commerce 



- Noble Agar (~ifco) 

- Acide borique (Prolabo) 
- Tannin à 1'Ether (Prolabo) 

- Bicarbonate de sodium (Prolabo) 
- Séphadex G 200 (Séphadex) 

- Carbovax 20 M (Serlabo) 

Materiels speciaux ------------------ 
a) Un emporte-pièce métallique comportant 7 tubes, d'un diamètre de 

7 nm, et distants les uns des autres de 3 mm. 

b) Lamelles plastiques, perforées de façon à obtenir un trou central 

et 6 trous périphériques tous équidistants et situés à 4 mm du trou 

central. Ces trous ont une capacité de 0,015 ml. 

c) Cuve à électrophorèse modèle 2 000 (SEBIA) 

6) Chevaux 

Différents lots de chevaux ont été utilisés pour nos recherches. 

a) Chevaux sains : 

15 chevaux sains appartenant au club hippique de 1'Ecole Vétérinaire 

ont été utilisés pour le prélèvement de sang afin de pmettre en 

culture des leucocytes, Races : Frangaise, Anglo-Arabe, et Arabes ; 

âge : entre 4 et 16 ans ; sexe : mâle et femelle. 

b )  Chevaux infectés de l%némie infectieuse 

Nous avons utilisé 12 chevaux infectés dans des conditions naturel- 

les ou expérimentales avec le virus de l'anémie infectieuse. Leurs 

sérums prélevés à différents stades de lynfection (forme aigut! ou 

chronique été conservés à -30°C, jusquFà utilisation. 

c) Chevaux destinés à la préparation de l'antigène d%némie infectieuse 

Deux chevaux, Ede1 et Nande, de deux poneys 1 et II ont été infectés 

par le virus de lPanémie infectieuse, dans le but de préparer de 

l'antigene d'anémie infectieuse des équidés 



d) - C h e v a e  

Les poneys no  3 ,  4, e t  5 on t  é t é  employés pour Ivetude sé ro logique  

de l 'anémie i n f e c t i e u s e  e t  un pou la in  e t  une jument pour l ' é t u d e  

du pouvoir pathogène e t  an t igêne  d V h e r p ê s v i r u s .  

7)  Sérums des animaux -----------.------- 

2313 sérums de chevaux provenant de d i v e r s e s  rég ions  de France ,  son t  

soumis au t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  en vue de l q t u d e  épidémiologique e t  s é ro log i -  

que de l 'anémie i n f e c t i e u s e  des équides.  

1024 de ces  sérums proviennent de 6 e f f e c t i f s  d e s t i n é s  à l a  p r épa ra t i on  

de sérums hyperirnmuns c o n t r e  l e s  maladies bac t é r i ennes ,  v i r a l e s ,  e tc . . . .  

773 de ce s  sérums ont  é t é  p ré l evés  s u r  des  chevaux a t t e i n t s  ou suspec ts  

de d i f f é r e n t e s  maladies e t  spécialement de g r ippe  e t  de rhinopneumonie e t  

s tockés  pendant 5 ans e t  quelques mois à -30°C. 

Enfin 516 sérums r écen t s  d k r i g i n e  géographique v a r i é e  provenant de 

chevaux s a i n s  ou a t t e i n t s  de d i f f é r e n t e s  maladies .  



A) LES PRINCIPALES MODALITES DE 'LA TECHNIQUE DE MISE EN CULTUBE DE LEbilCOCYTES DE 
CHEVAL 

La technique en détail est rapporté et décrite antérieurement (LUKA 

ISUNDER, 69) 

En résumé : 

Prélèvement du sang sur héparine (40 u, héparine par ml de sang). 

sédimentation du sang dans une éprouvette inclinée à 45" et laissée à la tem- 

pérature du laboratoire. Représentation graphique de l'évolution de la sédi- 

mentation et prélèvement du plasma lors du ralentissement de la vitesse de 

sédimentation. (tableau 2). Mesure du volume du plasma et numération des 

globules blancs. Centrifugation du plasma à 1000 toursfminute pendant 9 mn. 

Lavage du culot de centrifugation avec du liquide de Hanks. Remise en suspen- 

sion soigneuse du culot leucocytaire dans une petite quantité de liquide de 

Hanks . 

Addition de milieu de culture de façon à obtenir une concentration 

de 13 millions de leucocytesfml, dans un imilieu contenant : 

- 60 % de sérum de veau 

- 40 % de liquide de Hanks 

Distribution de la suspension des leucocytes agitée en permanence, 

dans les tubes ou les flacons de culture. 

Changement de milieu 24 h après un séjour à 37".  Les cellules sont 

rincées deux fois avec du liquide de Hanks puis le milieu définitif contenant 

80 % de sérum de veau est introduit dans les tubes. Incubation à 37'. Change-- 

ment de milieu tous les 8 à 10 jours. 

Au cours de mise en culture, nous avons constaté de très grandes varia- 

tions d b n  animal à l'autre dans l'aptitude à donnes des leucocytes à survie 

très longue. Nous avons obtenu des survies de leucocytes pendant plus de 40 

jours avec le cheval "Pam", par contre, dkutres chevaux, en particulier ''Bab", 



Hauteur de l a  
colonne de plasma 
en m l .  

Tableau 2 : Représentation graphique de l a  sédimentation 

sanguine (éprouvette de 500 ml). L a  f lèche 

représente l e  moment du prélèvement. 



Mag . Qui. Pam. Pam. Sul .  Bob . Ore. 
Noms des  chevaux 

( ; i , c  -, 
i 

Tableau 3 : Surv ie  des  leucocytes  provenant de d i f f é r e n t s  chevaux. 
'--.* 



"Ore, et 'Vitv ont fourni des leucocytes incapables dkne longue survie 

(tableau 3 ) .  

Appréciation de l%tat des leucocytes 

L'état des leucocytes a été apprécié dkne part pour les cellules 

vivantes, d'autre part après fixation et coloration. Les tubes ronds et les 

tubes de Leighton contenant des leucocytes ont été examinés au microscope ordi- 

naire à un grossissement de 100 ; on a utilisé également, pour juger de 1-tat 

des cellules, le microscope à optique inversée. 

Deux techniques de coloration ont été retenues : la technique de May 

Grunwald et la technique à l'hémalun éosine. 

B 1) Inoculation aux cultures de leucocytes : ...................................... 
La culture de leucocytes est préparée comme il a été indiqué précédem- 

ment. Après changement de milieu le lendemain de la mise en culture, les cel- 

lules sont prêtes pour l'inoculation. L'examen des tubes ou des flacons de 

culture au microscope à optique inversée permet de vérifier que le tapis 

leucocytaire est complet. On utilise des leucocytes âgés de 2 à 5 jours. 

L'inoculum est introduit dans les tubes à raison de 0,5 ml par tube. 11 est 

laissé pendant une heure à la température du laboratoire. A l'issue de ce temps, 

on complète à 2 ml le contenu des tubes à l'aide de milieu de survie. Les tubes 

sont ensuite portés à 37" et le lendemain le milieu est changé. 

Parallèlement, une série de tubes témoins est préparée, puis reçoit 

soit du sérum de cheval sain lorsque les tubes infectés par le virus ont reçu 

du sérum de cheval atteint d'anémie infectieuse, soit du surnageant d'une 

culture précédente en leucocytes, lorsque les tubes infectés par le virus ont 

reçu eux-mêmes le surnageant d'une culture de leucocytes. 

Lorsque l'effet cytopathogène est déjà manifeste dans les tubes et que 

presque toutes les cellules se sont détachées, on congèle et décongèle 3 fois 

le contenu des tubes en les portant successivement au bain-marie à 37' et dans 

de la neige carbonique. 



B 2)  Eassage_en-%$~ie : 
A  la suite de congélation et de décongélation, lorsque l'effet cyto- 

pathogène est manifesté, le milieu est alors centrifugé à 8 000 ou 9 000 

tourslmn pendant 10 mn pour éliminer les particules cellulaires et le surna- 

geant est utilisé pour le passage suivant. Les tubes témoins subissent exac- 

tement le même traitement. 

Lorsque plusieurs jours s'écoulent entre la congélation et lsutilisa- 

tion pour le passage suivant, les surnageants sont conservés à -30°C. 

B 3) Autres systèmes cellulaires : ............................ 
Nous avons employé pour la culture du virus de l'A.1, en dehors de la 

culture de leucocytes de cheval, les systèmes cellulaires suivants : cellules 

NIL, cellules KB, cellules rein de singe et cellules rénales de porc PK 15. 

Ils ont été utilisés pour étudier un éventuel effet cytopathogène du 

virus de 1'A.I. et rechercher la sensibilité doautres types cellulaires à ce 

virus. Les cellules ont été cultivées en tubes à lamelles. Deux séries de tubes 

ont été employées, les tubes de la première série ont reçu du surnageant d'une 

passage de la souche vitasterone. 

Les autres tubes ont reçu la même quantité de surnageant de culture 

de leucocytes normaux. L'état des cellules a été observé quotidiennement par 

fixation et coloration d'une lamelle provenant de chaque série par la techni- 

que à l%émalun éosine. 

C) ETUDE DU V I R U S  DE L a A A . I .  

1) Détermination de la nature d'acide nucléique ............................................ 
1 a) -loi de la 5 iodo 2 desoxyuridine - 

Afin d'essayer de déterminer la nature de l%cide nucléique du virus 

on a employé la technique à la 5 iodo 2 desoxyuridine. 

On sait en effet que les virus à ADN ont leur culture inhibée en 



Présence de cette substance, alors que les virus à ARN peuvent se développer 

normalement. La thymidine à la propriété de supprimer 1"action inhibitrice 

de la 5 iodo 2 désoxyuridine sur la replication des virus à ADN, 

Des tubes ronds contenant des cultures de leucocytes de cheval ont 

reçu les éléments suivants : 

- tubes de la première série : milieu contenant uniquement de la 
5 iodo 2 desoxyuridine. 

- tubes de la seconde série : milieu contenant uniquement de la 

thymidine, 

- tubes de la troisième série r milieu contenant de la 5 iodo 2 deso- 

xyuridine et de la thymidine. 

- tubes de la quatrième série : milieu contenant de la 5 iodo 2 deso- 

xyuridine et inoculation par le virus de l'anémie infectieuse. 

- tubes de la cinquième série : milieu contenant de la 5 iodo 2 deso- 

xyuridine, de la thymidine et inoculation du virus de l'anémie infec- 

t ieuse. 

- tubes de sixième série : milieu de culture normal et inoculation du 
virus de l'anémie infectieuse. 

- tubes de la septième série : surnageant dsune culture de leucocytes 

normaux 

Les différents milieux décrits précédemment sont introduits dans 

les tubes 1 h, avant l'inoculation du virus. L'inoculation est effectuée par 

l'introduction de 0,7 ml de surnageant de culture de leucocytes infectés et 

mise en contact pendant 1 h. à la température du laboratoire, A l'issue de ce 

temps, la milieu est complété à 2 ml. 

Les concentrations employées pour la 5 iodo 2 desoxyuridine et la thy- 

midine ont été respectivement de 40 g/ml et de 80 g/ml. 

Le milieu est changé 24 h. après 1°inoculation, puis les cellules 

sont observées quotidiennement pendank 15 jours au microscope à optique 

inversée . 

Les mêmes substances aux mêmes concentrations ont été introduites 

dans le système cellules PK virus de la rhinopneumonie équine afin de véri- 

fier l-nhibition de la seplication dqun virus à ADN en présence de 5 iodo 



2 desoxyuridine. 

lb) Emploi de l'acridine orange 

Dans la même optique que précédemment, cDest à dire pour essayer de 

déterminer la nature de l'acide nucléique viral, on a coloré par l'acridine 

orange des cultures de leucocytes de cheval ayant reçu du virus de l%némie 

infectieuse (5e passage de la souche "Vitastérone" et des cultures de leu- 

cocytes témoins. Cette substance donne en effet une fluorescence rougeâtre 

en présence d'ARN monocaténaire et une fluorescence verdâtre en présence 

d 'ADN. 

La technique est la suivante : les tubes à lamelles sont vidés de 

leur contenu et rincés deux fois à l%ide de tampon phosphate. La fixation 

des cellules est assurée par l'action de l'alcool absolu pendant 5 mn. Ce 

dernier est remplacé par de l'alcool à 70' et l'on peur ensuite conserver à 

+4"C pendant plusieurs jours les lamelles dans cette substance. 

Lcrs de la coloration, la lamelle est sortie du tube, rincée à l'eau 

distillée, puis placée pendant 15 à 20 mn dans du tampon phosphate. Elle est 

alors mise dans une solution d'acridine orange à l'obscurité (solution 

d'acridine orange 1 p. 2 000 dans un tampon de pH 3,09 composé de 50 ml 

d'acétate de sodium normal et de 48,5 ml d'acide Ühlorhydrique normal. 

L'excès d'acridine orange est ensuite retiré en passant les lamelles 

successivement dans quatre récipients contenant du tampon. Les lamelles sont 

montées en présence de tampon frais, sur des lames, et elles sont lutées avec 

un mélange paraffine-vaseline. 

Les préparations sont conservées à l'obscurité à +4"C. 

Le surnageant de culture de virus de l'anémie infectieuse en culture 

de leucocytes de cheval a été filtré sur des filtres millipore dont le dia- 

mètre était de 200 nm, 100 nm et 50 nm. 



Le f i l t r a t  e s t  e n s u i t e  i n o c u l é  à l a  c u l t u r e  de l e ~ e o c y t e s  de cheva l .  

Les  tubes  des d i f f é r e n t e s  s é r i e s  on t  r e ç u  0 , 7  m l  de f i l t r a t  q u i  e s t  l a i s s é  

au c o n t a c t  avec  l e s  c e l l u l e s  pendant 1 ho à l a  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e .  

A l ' i s s u e  de c e  temps, l e  m i l i e u  e s t  complété j u s q U u à  2 m l  à l ' a i d e  d s  

m i l i e u  de c u l t u r e  c l a s s i q u e .  Le m i l i e u  e s t  changé a u  b o ~ t  de 2 6  ho L ' é t a t  

d e s  c e l l u l e s  e s t  e n s u i t e  s h i v i  quot idiennement  pendant 15 Jours .  

C 3 )  Microscope é l e c t r o n i q u e  ....................... 
Deux c u l t u r e s  o n t  é t é  p r é p a r é e s  pour une é t u d e  au microscope é l e c t r o -  

n i q u e  des c e l l u l e s  i n f e c t é e s  p a r  l e  v i r u s  de l % n é m i e  i n f e c t i e u s e .  

Les l e u c o c y t e s  s o n t  r é p a r t i s  à r a i s o n  de  6 m l  de suspens ion  c e l l u l a i r e  

dans des  f l a c o n s  de 60 m l .  Les c e l l u l e s  de  chaque f l a c o n  r e ç o i v e n t  2 m l  de  

surnageant  de c u l t u r e  d e  l eucocy tes  i n f e c t é s  e t  s o n t  l a i s s é s  pendant une heure  

à la  température  du l a b o r a t o i r e ,  au c o n t a c t  du v i r u s .  Le m i l i e u  e s t  e n s u i t e  

complété à 6 m l  e t  changé 24 h .  a p r è s  l e i n o c u l a t i o n .  

T r o i s  f l a c o n s  s o n t  p r é p a r é s  e t  soumis à l ' i n o c u l a t i o n  de v i r u s  chacun 

à 48 h.  d ' i n t e r v a l l e .  P a r a l l è l e m e n t  des  f l a c o n s  con tenan t  des  c e l l u l e s  témoins 

s o n t  p réparés .  

Pour l a  première  e x p é r i e n c e ,  l e s  c e l l u l e s  o n t  r e ç u  l e  su rnagean t  du 

6e  passage de l a  souche "Vi tas té rone"  en  c u l t u r e  de l eucocy tes  de cheva l  ; 

pour l a  deuxième e x p é r i e n c e ,  l e  su rnagean t  du 4e passage  de l a  souche 'Wyoming1' 

e n  c u l t u r e  de l e u c o c y t e s .  

L % t a t  des  c e l l u l e s  e s t  s u i v i  quot idiennement  p a r  o b s e r v a t i o n  a u  micros-  

cope à opt ique  i n v e r s é e .  

Lors de  l % p p a r i t i o n  de l k f f e t  cytopathogène s u r  l e s  c e l l u l e s  des  

f l a c o n s  i n o c u l é s ,  on r e c u e i l l e  l e s  c e l l u l e s  a f i n  de  l e s  soumet t re  à une f i x a -  

t i o n ,  en vue de l ' é t u d e  a u  microscope é l e c t r o n i q u e .  

Les t e c h n i q u e s  de  f i x a t i o n  e t  d ' i n c l u s i o n  employées p a r  BERNHARD s o n t  

l e s  techniques  c l a s s i q u e s  de microscopie  é l e c t r o n i q u e  pour coupes de c e l l u l e s .  



La fixation est effectuée par action pendant une heure de la glutaral- 

déhyde à 2 , s  % puis pendant une nouvelle heure du tétroxyde d"osrni~m à 2 %. 

Lqnclusion a lieu en Epon. La coloration est à base dkranyl plomb. 

D) ISOLEMENT ET ETUDE D'UN HERPESVIRUS EQUIM : (souches virales isolées au cours 

de passage en série du virus de lYA.I.E. en culture cellulaire ). 

1) Etude en culture cellulaire : ........................... 
Les lignées cellulaires Hela d'origine humaine, lignées BHK 21 et 

NIL de rein de Rumsters, lignées Vero et MS de rein de singe et les cellules 

d'explantation primaire de rein de singe, de rein de lapin, d'embryon de chat 

et de rein de foetus de veau sont entretenues en milieu de Eagle enrichi par 

10 % de sérum de veau pour la croissance et de 2 % seulement pour l'entretien, 

à l'exception des cellules primaires de rein de singe maintenues sans sérum 

après inoculation. Les cellules sont observées tous les jours apour apprécier 

l'évolution. Régulièrement des lamelles sont fixées et colorées à l%émato- 

xyline-éosine pour examen microscopique détaillé. 

Inoculation des cultures cellulaires 

Pour chaque passage, l'inoculat est constitué par lknsemble de la 

culture précédente (surnageant et tapis cellulaire) ayant subi trois cycles de 

congélation et décongélation successifs. Le temps de contact est de 30 mn à 

la température du laboratoire. Le milieu est ensuite ajouté aux cultures sans 

élimination de lsinoculat. 

2) Action de la 5 iodo 2 désoxyuridine : (I.D.U.) de la souche isolée CL1 ..................................... 
d 'herpèsvirus 

L%ction de 5 iodo 2 désoxyuridine sur la replication du virus de 

l%erpès dans des cultures de leucocytes de cheval a été étudiée dans le but 

de préciser la nature de l'acide nucléique. LeIDU a été utilisée à la dose de 

40 g/ml selon la technique décrite précédemment (pour le virus de 1'A.I.E.). 



3) Etude du pouvoir pathogène, antigène et immunogène ...................... 
Un poulain de 4 jours et une jument, dépourvus d'anticorps fixant 

le complément vis à vis de l'antigène du virus de la rhinopneumonie équine 

(VHE 1) ont reçu par voie sous-cutanée 5 ml du 4e passage du herpèsvirus CL1, 

en culture de cellules rénales de singe contenant 1 0 7 ~ ~ ~ ~  C~/ml. 

La température rectale et l'état clinique ont été notés quotidienne- 

ment pendant les 30 jours suivant 1Ynoculation. 

Un cheval dépourvu d'anticorps fixant le complément en présence de 

VHEl a reçu par voie veineuse la souche CL1. Son sang a été prélevé 2 et 4 

semaines après l'inoculation pour examen sérologique, Les techniques de 

fixation du complément et de séroneutralisation employées ont été décrites 

antérieuremeht (BRION et al (16 et 17). 

Réactions de la neutralisation croisée avec les sérums anti-virus 

type 1 (virus de la rhin~~neumonie), anti-virus type 2 (souche LK), anti- 

virus de karpas et anti-virus souche Hsiung avaient été réalisées afin d'étu- 

dier les caractères imunogènes de la souche CL1 oisolée. 

El) Préparation de l'antigène anémie infectieuse ............................................ 
Détermination des tissus fournissant la meilleurs préparation antigé- 

nique 

La rate, le foie, le pancréas, les ganglions mésentériques, le thymus 

et les poumons ont été prélevés sur des chevaux morts d'anémie infectieuse 

à la phase aigu?!, Ces différents organes ont été traités de la même façon 

par congélation et décongélation afin demettre en évidence leur pouvoir anti- 

gène. Par ailleurs du sérum de chevaux atteints de la phase aigue a été emplo- 

yé comme source d'antigène. Tous ces extraits ont été soumis à la technique de 

précipitation en gélose, 



Etude de la  l o c a l i s a t i o n  de l ' a n t i g è n e  : 

Des g l o b u l e s  r o u g e s ,  d e s  g l o b u l e s  b l a n c s  e t  des  c e l l u l e s  s p l é n i q u e s  

d e  chevaux a t t e i n t s  d e  l a  phase aiguE o n t  é t é  é t u d i é s  de façon à dé te rminer  

l a  l o c a l i s a t i o n  du v i r u s .  Les g l o b u l e s  rouges  s o n t  r e c u e i l l i s  a p r è s  sédimen- 

t a t i o n  du sang h é p a r i n é  e t  c e n t r i f u g a t i o n  à 1 000 tours /minu te  pendant  7 

minutes .  Les g l o b u l e s  b l a n c s  s o n t  r e c u e i l l i s  à p a r t i r  da plasma p a r  c e n t r i -  

f i g a t i o n ,  s o n t  l a v é s  a v e c  du c h l o r u r e  dgammonium à r a i s o n  de c i n q  p a r t i e s  

pour  une p a r t i e  de l e u c o c y t e .  Les  c e l l u l e s  s p l é n i q u e s  son t  p r é p a r é e s  en  

b royan t  de l a  pulpe  s p l é n i q u e  dans  un m o r t i e r  e n  p résence  de s o l u t i o n  de  Hanks. 

La suspens ion  e s t  e n s u i t e  f i l t r é e  à t r a v e r s  un tamis à pores  t r è s  f i n s .  Les 

c e l l u l e s  s p l é n i q u e s  s o n t  e n s u i t e  l avées  p a r  l e  c h l o r u r e  d'ammonium. Toutes  

les c e l l u l e s  s o n t  e n f i n  l a v é e s  2 f o i s  avec  de  l ' e a u  phys io log ique  à +4'. P a r  

a i l l e u r s  on r é a l i s e  une hémolyse p a r  c o n g é l a t i o n  e t  de  l a  meme manière  une 

l y s e  des  l eucocy tes  e t  des  c e l l u l e s  s p l é n i q u e s .  

Le sérum hyperimmun ant i -anémie i n f e c t i e u s e  d i l u é  4  f o i s  e s t  e n s u i t e  

m i s  e n  p résence  d 'une  q u a n t i t é  é g a l e  de  chacun d e s  r é a c t i f s  s u i v a n t s  : g l o b u l e s  

rouges  i n t a c t s ,  g l o b u l e s  b l a n c s  e t  c e l l u l e s  s p l é n i q u e s .  Globules rouges  i n t a c t s  

l a v é s ,  g l o b u l e s  b l a n c s  e t  c e l l u l e s  s p l é n i q u e s .  Globules  rouges hémolysés e t  

g l o b u l e s  b l a n c s  l y s é s  a i n s i  que c e l l u l e s  s p l é n i q u e s  l y s é e s .  L ' a d s o r p t i o n  a  l i e u  

pendant  1 heure  à 37" a v e c  a g i t a t i o n .  On e f f e c t u e  e n s u i t e  une c e n t r i f u g a t i o n  

pour  é l i m i n e r  l e s  c e l l u l e s  ou l e u r s  d é b r i s .  

E 2 )  Obten t ion  de l ' a n t i g è n e  anémie i n f e c t i e u s e  .......................................... 
L ' a n t i g è n e  u t i l i s é  e s t  r e p r é s e n t é  p a r  d e s  r a t e s  de chevaux ou d e  poneys 

i n f e c t é s  dans  des  c o n d i t i o n s  expér imenta les  p a r  i n o c u l a t i o n  d 'une  f o r t e  dose  

d h n e  souche t r è s  v i r u l e n t e  de v i r u s  de l ' a n é m i e  i n f e c t i e u s e ,  l a  souche Wyoming. 

Le cheva l  Ede1 r e ç o i t  une i n o c u l a t i o n  de 50 m l  de  sérum con tenan t  l a  souche 

Wyoming, p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e .  Le cheva l  "Naude" e s t  inocu lé  à l ' a i d e  de  

300 m l  de sang t o t a l  e t  de 150 m l  de sérum provenan t  du cheval  p r é c é d e n t .  

Le "poney 1" es t  i n o c u l é  pa r  40 m l  de  sang t o t a l  e t  70 m l  du sérum du 

c h e v a l  "Naude" . 



Le "poney 2'' est inoculé à lFaide de 30 m.1 du sang total et 100 m.l du 

sérum du poney 1 (voir tableau II page 90). 

Les rates sont prélevées de 9 à 11 jours après 15nfection en fonction 

de la réaction d'hyperthermie constatée sur les chevaux ou les poneys infectés. 

Elles sont ensuite conservées à -30°C. On effectue alors 7 à 10 cycles de con- 

gélation et de décongélation avant de les utiliser (antigène n0l). 

D%utres traitements ont été utilisés pour certaines parties de ces 

rates. Une partie est broyée à l'aide d k n  appareil d'homogénéisation (ultra- 

turrax) pendant 5 minutes au froid). Elle représente la suspension antigénique 

no 2. 

A partir de cette suspension, on prépare le surnageant par centrifu- 

gation à 27 000 g pendant 30 minutes à +4"C. Ce surnageant est utilisé comme 

antigène no 3. 

Un extrait aqueux de l'antigène est préparé par addition d'un volume 

égal d'eau distillée à la suspension n02. Cette émulsion diluée est agitée 

pendant 3 heures à + 4°C puis centrifugée. Le surnageant est utilisé comme 
extrait aqueux d'antigène et dénommé antigène 4. L'extrait aqueux antigénique 

est concentré par lyophilisation ou par dialyse sur carbovax 20 M et constitue 

l'antigène 5 et l'antigène 6. 

Les sédiments des émulsions diluées et non diluées ont été également 

employés pour une recherche du pouvoir antigène : antigène 7 et 8. 

Des extraction à l'alcool, à l'acétone, à l'éther, par le tampon ou 

par l'acétone-éther ont été préparées pour obtenir des antigènes et comparer 

leurs pouvoirs avec les antigènes précédents (antigènes 9, 10, 11, 12 et 13). 

D'autres expériences ont été entreprises pour étudier lqeffet du nombre de 

cycles de congélation et de décongélation sur le pouvoir antigène de la rate 

utilisée. On a utilisé 2, 5, 10, 15 ou 20 cycles de congélation et de décon- 

gélation. L'antigène titré était employé pur ou dilué 2 fois, 4 fois ou 6 fois, 

8 fois~ulO fois. Par ailleurs, nous avons étudié lkction des ultra-sons sur 

le pouvoir antigène de l'extrait splénique. Le liquide antigénique a été soumis 



à l ' a c t i o n  des  u l t r a s o n s  pendant  5 minutes  à 0 , 9  k c ,  p ~ i s  examine pour s o n  

pouvoi r  a n t i g ê n e  p a r  l a  t echn ique  de p r é c i p i t a t i o n  e n  g é l o s e .  

1, 

Depuis l e  début  de n o t r e  é tude ,  nous avons p r e l e v é  8 r a t e s  provenant  

de  chevaux morts d 'anémie i n f e c t i e u s e  à des  é t a p e s  v a r i e e s  a p r è s  l ' i n f e c t i o n .  

Les r a t e s  des  chevaux "Edel" e t  "'Naende" a i n s i  qae  d e s  poneys 1 e t  2 on t  é t é  

p r é l e v é e s  à l a  phase aigu?!. Les r a t e s  des  chevaux " V i t a ' '  "BlanY' " P r a i r i e "  e t  

"poney 3" o n t  é t é  r e c u e i l l i e s  à l a  phase subaigen?! de  l a  maladie .  

12 r a t e s  o n t  é t é  p r é l e v é e s  chez des  chevaux normaux e t  o n t  é t é  t r a i t é e s  

de l a  même manière que pour l a  p r é p a r a t i o n  de  l ' a n t i g è n e  no 3 d é c r i t  c i - d e s s u s .  

E l l e s  o n t  s e r v i  comme m a t é r i e l  de  c o n t r ô l e  pour  d é t e r m i n e r  l a  s p é c i f i c i t é  d e  

l ' a n t i g è n e  anémie i n f e c t i e u s e .  

E.3) T h e r m o s t a b i l i t é  de  l ' a n t i g è n e  

Le l i q u i d e  a n t i g ê n i q u e  a é t é  c h a u f f é  à d i f f é r e n t e s  t empéra tu res  pen- 

d a n t  des  temps v a r i é s ,  d e p u i s  2 h .  à 37°C j u s q u s à  10 minutes  à 100°C. 

E . 4 )  A c t i o n  des p r o d u i t s  chimiques : é t h e r  e t  chloroforme.  

Des q u a n t i t é s  é g a l e s  d h n t i g è n e  e t  d ' é t h e r  o n t  é t é  mélangées e t  l a i s s é e s  

à l a  t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e  pendant 15 minutes .  On a e n s u i t e  procédé à 

l ' é l i m i n a t i o n  de l ' é t h e r  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  pendant  5 minutes  à 1 000/ tours /mn 

e t  é l a b o r a t i o n  sous v i d e  pendant  1 0  minutes .  

La même e x p é r i e n c e  a é t é  f a i t e  avec  l e  chloroforme. 

Ac t ion  de l a  t r y p s i n e  e t  de  l a  papaPne : on a é t u d i é  l k a c t i o n  de c e s  

s u b s t a n c e s  s u r  l k n t i g è n e  p r é p a r é  à p a r t i r  du poney 2 ; on f a i t  a g i r  1 g o u t t e  

de papa îne  ou 1 g o u t t e  de t r y p s i n e  à 2 % s u r  0 , 3  ml d ' a n t i g è n e  pendant 2 h e u r e s  

à 37°C. 



E . 5 )  Etiede de l a  s p é c i f i c i t e  de 1 ' a n t i g è n e  p r o d u i t  --------------------------------------------- 
a )  i n f e c -  

t i e u s e  . 

A 1 gramme d ' a n t i g è n e  on a  a j o u t é  d i f f é r e n t e s  q u a n t i t é s  de sérums 

( d e  0 , 5  à 2 m l ) ;  l e  mélange e s t  e n s u i t e  l a i s s é  une ber_ie à 37 p u i s  on procède 

à l % l i m i n a t i o n  du sérum p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e t  on é t u d i e  l e  pouvoir  a n t i g é -  

n i q u e  r é s i d u e l  de l % n t i g è n e .  L % n t i g è n e  a  é t é  t r a i t é  exactement de l a  m&me 

f a ç o n  avec des  sérums normaux. 

b )  Déterminat ion de l a  q u a n t i t é  d ' a n t i g è n e  q u i  r é d u i t  l e  pouvoir  p r é c i p i t a n t  
d ' u n e  dose f i x é e  de sérum hyperimmun 

Le sérum hyperimmun de  r é f é r e n c e  à l a  dose  de 1 m l  a  é t é  m i s  e n  p r é -  

sence  d % n t i g è n e s  provenant  de d i f f é r e n t s  animaux e t  ne possèdant  p a s  l e  même 

pouvoi r  a n t i g é n i q u e .  Le mélange e s t  l a i s s é  1 h e u r e  à 3 7 ° C  p u i s  c e n t r i f u g é  p a r  

1 000tours /minu te  pendant 5 minutes .  On a  a i n s i  employé l ' a n t i g è n e  nommé 

V i t a s t ,  1 gramme e t  2 grammes a i n s i  que l e s  a n t i g è n e s  E d e l ,  P r a i r i e  e t  Naude. 

c )  )m 

T r o i s  a n t i g è n e s  d i f f é r e n t s  o n t  é t é  p l a c é s  d a m  des  cupules  v o i s i n e s  e t  

m i s  e n  présence de sérums s p é c i f i q u e s  an t i -anémie  i n f e c t i e u s e  de façon  à compa- 

r e r  l e s  l i g n e s  de p r é c i p i t é  obtenues  avec  chacun d k u x .  

d )  De l a  même f a ç o n  on a  é t u d i é  l e s  r a p p o r t s e n t r e  l ' a n t i g è n e  anémie i n f e c t i e u s e  

e t  d ' a u t r e s  a n t i g è n e s  comme ceux de s t r e p t o c o q u e ,  du r o u g e t ,  du t é t a n o s  e t  de  

b r u c e l l a ,  de rhinopneumonie e t  d % r t e r i t e  à v i r u s .  P a r  a i l l e u r s ,  on a  employé 

l ' a n t i g è n e  anémie i n f e c t i e u s e  dans l e  t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  en  g é l o s e  avec  

des  sérums de chevaux normaux, des  sérums de chevaux a t t e i n t s  d%némie i n f e c -  

t i e u s e  ou des  s é r u m d e  chevaux a t t e i n t s  de d i f f é r e n t e s  a u t r e s  malad ies  comme 

l a  g r i p p e ,  l a  rhinopneumonie, l ' a r t é r i t e  à v i r u s  e t  l a  gourme. E n f i n  des  sérums 

o n t  é t é  p r é l e v é s  s u r  des  chevaux produc teurs  de sérums hyperimmuns v i s  à v i s  

de d i f f é r e n t s  a n t i g è n e s  comme l e  t é t a n o s ,  l e  charbon,  l e  r o u g e t ,  l a  r a g e  e t  

e n f i n  des a n t i g è n e s  p o l y v a l e n t s  à b a s e  de b a c t é r i e s  a n a é r o b i e s .  



E.6) Electrophorèse de l'antigène - - - - - - - - - - - ,- - -. - - - - - - - - - - - - - - 
Les électrophorèse ont été réalisées sur acétate de cellulose (Cellogel 

Sabia) dans les conditions suivantes u 

Tampon véronal à pH 9,2 

Tension : 220 volts - 9 rnA 

Application : 3 rl dQchantillon 

Durée de migration : 75 mn 

Après migration les bandes d'acétate de cellulose ont été colorées par 

le noir acide, puis traitées pour être rendues transparentes et lues au colo- 

rimètre à une longueur d'ondes de 565 nm. 

20 rates ont été examinées : 12 de chevaux normaux et 8 de chevaux 

atteints d'anémie infectieuse et prélevées à la phase aiguE ou suraigug de l'in- 

fection. Les rates sont traitées de la même façon pour la préparation de l'anti- 

gène c'est à dire 7 cycles de congélation et de congélation, puis une homogénéi- 

sation et une centrifugation à 27 000 g pendant 30 minutes à +4OC. Le surnageant 

est employé comme antigène et étudié en électrophorèse. 

E.7) Fractionnement sur colonne sephadex ................................... 
Nous avons utilisé un gel Sephadex G 200 (pharmacia) coulé dans une 

colonne de 50 cm de hautwet 2,5 cm de diamètre. La filtration a été effectuée 

dans les conditions suivantes : 

hauteur de gel : 30 cm 

débit : 30 mllheure 

échantillon : 2,5 ml d'un extrait de rate dilué au 112 

tampon d'élution : Tris 0,l M, NaCl lM, pH 8,O 

Le liquide élué à la sosite de la colonne a été étudié au densitomètre 

à une longueur d'inde de 280 nm et chaque pic ainsi repéré a été utilisé comme 

antigène après avoir été concentré par lyophilasation. L'antigène est ensuite 

recherché par précipitation en milieu gélosé. 



F) PREPARA'ILON DE SERLTM HYPERIMMCM ANCI A!YEMIE INFECTIEUSE 

La jcment ""Slit." a  survécu à une i n f e c t i o n  p a r  le  v i r ~ s  de  l'Anémie 

I n f e c t i e u s e  a p r è s  a v o i r  r e ç u  en  J u i n  1967 du sérum de C r e v â l  mort d'Anémie 

I n f e c t i e u s e .  E l l e  n ' a  jamais p r é s e n t é  de c r i s e  dQnémie I n f e c t i e u s e ,  Sa tempé- 

r a t u r e  maximale a  é t é  de 39"2. Cependant,  l % t a t  d Y r t f e c t i o n  l a t e n t e  a é t é  

d é c e l é  gr8ce à l a  recherche  sys témat ique  des  s i d é r o l e u ç o c y t e s ,  Au c o u r s  de 

l ' a n n é e  1969, e l l e  a  reçu  p l u s i e u r s  i n j e c t i o n s  de so?,c"e Wyoming de v i r u s  de 

l'Anémie I n f e c t i e u s e  s a n s  p r é s e n t e r  l a  moindre e x p r e s s i o n  c l i n i q u e .  C e t t e  jument 

a é t é  c h o i s i e  pour  l a  p r é p a r a t i o n  du sérum de r é f é r e n c e  hyperirnmun â n t i  v i r u s  

de l'Anémie I n f e c t i e u s e .  E l l e  a r e ç u  à 2 mois d y n t e r v a l l e  4 f o i s  8 0  m l  de 

sérum con tenan t  l e  v i r u s  Wyoming p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e .  3  j o u r s  a p r è s  l a  

d e r n i è r e  i n o c u l a t i o n .  2  l i t r e s  de sérum o n t  é t é  p r é l e v é s  e t  é t u d i é s  e n  p r é c i -  

p i t a t i o n  en  g é l o s e  pour a p p r é c i e r  l a  t e n e u r  e n  a n t i c o r p s  du sérum. 

G) TECHNIQUE DE PREÇIPITATION EN GELOSE 

- La g é l o s e  e s t  cou lée  dans des  b o î t e s  de p é t r i  e n  p l a s t i q u e  de 88 mm 

de diamètre .  

- Une première  q u a n t i t é  de 7 m l  de g é l o s e  s p é c i a l e  "Noble" à 2  pp. 100 

dans un tampon b o r a t e  e s t  v e r s é e  dans l a  b o î t e  ; a p r è s  p r i s e  en  masse,  on 

a j o u t e  18 - 19 m l  de  l a  même g é l o s e  m a i s  à une c o n c e n t r a t i o n  de 1 p.  100 dans 

l e  tampoq b o r a t e .  

Le tampon e s t  formé p a r  NaoH 2  g  
H3B03 9 g  
Eau d i s t i l l é e  1 l i t r e  

Le pH e s t  de 8 ,6 .  

- A l k i d e  d 'un  emporte-pièce m é t a l l i q u e  s p é c i a l  compmLant 7 t u b e s ,  

on découpe 1% p a r t i e  de l a  g é l o s e  à 1 p. c e n t  s a n s  toucher  l a  couche de g é l o s e  

à 2 p. 100. 

- La g é l o s e  découpée e s t  e n s u i t e  r e t i r é e  e t  l b n  o b t i e n t  a l o r s  7 p u i t s ,  

un au c e n t r e  e t  6  au tour .  I l s  o n t  un d iamèt re  de 7 mm e t  s o n t  d i s t a n t s  l e s  uns 

des a u t r e s  de 3  mm. 



- L'antigène est déposé dans le puits central en prenant soin de ne 

pas en mettre une quantité excessive. 

- Le sérum témoin est placé dans deux puits opposés. 

- Les quatre autres cupules sont remplies à l'aide des sérums suspects. 

De cette manière chaque sérum peut gtre comparé directement avec le sérum 

témoin positif voisin. Les boîtes de pétri sont laissées à température du 

laboratoire en atmosphère humide. 

- On effectue une premièrelecture entre 18 heures et 24 heures et une 

seconde lecture à la 48e heure après la réalisation du test. Les boîtes sont 

observées sur fond noir et sous éclairage oblique intense. 

Parfois la lecture est plus facile après avoir oté l'antigène et lavé 

la boîte pendant 24 heures dans du tampon à +4". 

Microprécipitation en milieu gélifié 

Cette réaction est effectuée sur lames. On pose les lames sur une 

surface parfaitement horizontale et on applique aux deux extrémités de chaque 

lame 3 couches de bandes plastique laissant entre elles un intervalle de 

5,3 cm. On dépose alors sur la lame 0,8 ml de gélose fondue au bain-marie 

bouillant et à une concentration de 1 % de gélose dans du tampon borate. On 

réalise l'étalement de la gélose grâce à une application d'une lame sur la 

couche de gélose. Il faut prendre soin au cours de cet étalement à ne pas 

emprisonner de bulles d'air dans la gélose. On laisse ensuite la gélose 

prendre en masse et on retire alors la lame supérieure. On dépose ensuite sur 

la gélose la lamelle en plastique comportant les trous et ce en prenant soin 

de ne pas emprisonner de bulles d'air. La lamelle en plastique comporte 7 

cupules dont une centrale. Les cupules sont ensuite remplies de la même façon 

que pour la technique de précipitation en gélose décrite ci-dessus. Les lames 

sont conservées à température du laboratoire, on retire les lamelles en plas- 

tique et on effectue la lecture. 

H) Réaction d'hémagglutination conditionnée 

L'antigène est représenté par un extrait de rate provenant de chevaux 



a t t e i n t s  d"anémie  i n . f e c t i e u s e .  La mei l lerzre  d l l - t i o n  dkant igSne p o ~ r  l a  séa -  

l i s a t i o n .  de c e  t e s t  e s t  d e  1 / 3  200. 

Les sérums employés on t  é t é  l e  s é r i m  p o s i t i f  de  r é f é r e n c e  provenant  

de  l a  jument '"Salit . '"es séri~ams de  chevaux a t t e i n t s  d '  anémie i n £  ec t i e ~ s e  dans 

d e s  c o n d i t i o n s  n a t u r e l l e s  ou expér imenta les  e t  à d i f f é r e n t s  s t a d e s  de  l v i n f e c -  

t i o n .  

Des sérîsi..m.s de chevaux normaux. 

Ces sérums s o n t  d 'abord m i s  e n  p résence  de g l o b u l e s  rouges  de moutons, 

l a v é s  e t  l a i s s é s  pendant 30 mn à 3J°C e n  c o n t a c t  de fason  à é l i m i n e r  l e s  

a g g l u t i n i n e s  a n t i - g l o b u l e s  rouges de mouton. Les  sérums s o n t  employés aux 

d i l u t i o n s  de 1 /25e  p u i s  aux d i l u t i o n s  s u i v a n t e s  de r a i s o n  2. 

Globules  rouges ,  Les g l o b u l e s  rouges  s o n t  l a v é s  3 f o i s  dans un tampop 

phosphate à pH 7,2  e t  c e n t r i f u g é  pendant  5 minu tes  à 1 500 t o u r s l m i n u t e .  I l s  

s o n t  e n s u i t e  remis  e n  suspens ion  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  4 % dans du tampon phos- 

p h a t e  à pH 7 , 2 .  On a  u t i l i s é  des  g l o b u l e s  rouges  de mouton e t  de cheva l .  

Tannage des  g l o b u l e s  rouges.  Une s o l u t i o n  de  t a n n i n  à l v t h e r  compre- 

n a n t  5 mg pour  100 m l  dans  du tampon pb.osphate pH ? , 2  e s t  a j o u t é  e n  q u a n t i t é  

é g a l e  à l a  suspens ion  d e  g l o b u l e s  rouges .  LQensemble  e s t  l a i s s é  e n  c o n t a c t  

pendant 5 minu tes  à t empéra tu re  du l a b o r a t o i r e .  On e f f e c t . u e  e n s u i t e  une cen- 

t r i f u g a t i o n  !:pendant 4 mn à 1000 t o u r s / m i n u t e  e t  on remet l e s  hémat ies  e n  

suspension dans  du tampon phosphate.  On e f f e c t u e  un homo-lavage e n  tampon 

phosphate e t  on p r é p a r e  une suspens ion  de g l o b u l e s  rouges  à 4 % dans  du tampon 

phosphate à pH 6 ,3 .  

S e n s i b i l i s a t i o n  d e s  g l o b u l e s  rouges  t a n n é s  p a r  l Q a n t i g S n e ,  - A 2 m l  

d%nt igène  d i l u é  on a j o u t e  une q u a n t i t é  é g a l e  de suspens ion  de g l o b u l e s  rouges  

t annés .  L'ensemble e s t  l a i s s é  au bain-marie  à 37' pendant 30 mn e t  a g i t é  deux 

ou t r o i s  f o i s  a u  cours  de  c e  temps. On e f f e c t u e  e n s u i t e  une c e n t r i f u g a t i o n  

pendant 4 mn à 1 000 tours /minu te .  On l a v e  a l o r s  l e s  g l o b u l e s  rouges  avec  du 



tampon à pH 6,3 auquel est ajoutée l'albumine bovine à la concentration de 

0,l %. Après centrifugation on remet les globules rouges en suspension psur 

obtenir une concentration finale de 2 % dans du tampon pkospbate à pH 6,3. 

Réaction 

On dépose dans chaque tube, 0,5 ml de tampon phosphate à pH 6,3, puis 

on prépare les dilutions successives du sérum pour obtenir le taux de 1/50, 

1/100, 1/200, 1/400, etc... jusqu'à 1/6 400. On ajoute alors une goutte de 

globules rouges sensibilisés , à la pipette Duclaux, dans chaque tube. On 

laisse incuber à 37'C pendant 1 heure puis à température du laboratoire pendant 

2 heures. On prépare par ailleurs des témoins globules rouges et des témoins 

globules rouges tannés et sensibilisés. Des sérums de chevaux sains sont uti- 

lisés pour un contrôle témoin sérum négatif. 

1) Réaction d'allergie vis à vis du virus de l%némie Infectieuse 
---------------------------------------------------------,----- 

Une série d'expérience a d'abord été réalisée pour déceler la présence 

d'un état d%ypersensibilité chez les chevaux atteints dknémie infectieuse. 

Une seconde série d'expériences a été préparée pour rechercher les modalités 

optimales d'inactivation du virus de l'anémie infectieuse sans modifier son 

pouvoir de révéler la réaction allergique. 

1.1) Pouvoir allergène du virus de l'anémie infectieuse .................................................. 
Première expérience : 

a) On injecte à un cheval atteint de la forme inapparente de l%némie 

infectieuse depuis 5 ans, 0,l ml d'une suspension splénique non chauffée par 

voie intradermique sur le côté de l'encolure. De l'autre côté de lbncolure 

on injecte la même quantité d k n  extrait préparé dans les mêmes conditions à 

partir de la rate d k n  cheval normal. Les résultats ont été enregistrés par 

mesure du diamètre de la réaction cutanée au point d'injection après 24 h. et 

dans les jours suivants. L'épaisseur de la peau avait été mesurée avant l'ino- 

culat ion 

b) 30 jours après cette première expérience, le m&me cheval recevait 

l'inoculation de la même suspension antigénique chauffée à 60°C pendant 1 heure 

et à des dilutions de 1/10, 1/100e, 1/100e; et 1/10 000e. De lkutre coté du 



cou, des  q u a n t i t é s  é g a l e s  p r é p a r é e s  à p a x t i r  d ' u n e  suspens ion  s p l é n i q u e  de 

cheva l  normal o n t  é t é  i n j e c t é e s .  

Deuxième expér ience  : 

La  jument " S o l i t . "  a  r e ç u  p a r  v o i e  i n t r a d e u m i q ~ e ,  0 , l  m l  dbant igène 

s p l é n i q u e  p rovenan t  de cheva l  a t t e i n t  d 'anémie i n f e c t i e a s e  c h a u f f é  pendant 

1 h.  à 60'' e t  d i l u é  au 5e e t  a u  10e. E l l e  a  reçu  p a s  a i l l e g r s  l e s  memes q ian-  

t i t é s  e t  dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s  l % n t i g è n e  p r é p a r é  à p a r t i r  d k n  cheva l  

s a i n .  

Trois ième ,expérience2 

Les chevaux "Sy" e t  " S o l i t "  o n t  r eçu  des  i n o c u l a t i o n s  in t radermiques  

de 0 , l  m l  de suspens ion  de  1 0  r a t e s  de  chevaux normaux a p r è s  chauffage à 60" 

pendant  2  h e u r e s  e t  d i l u t i o n  à 1/15.  

Quatrième expér iences  

Des poneys normaux o n t  r e ç u  d e s  i n j e c t i o n s  in t radermiques  d % n t i g è n e s  

anémie i n f e c t i e u s e  e t  de suspens ion  de r a t e s  de chevaux normaux. T r o i s  poneys 

on t  r eçu  l ' i n j e c t i o n  d k n e  q u a n t i t é  de  0 ,2  m l  d ' a n t i g è n e  d i l u é  au 5e e t  t r a i t é  

p a r  l ' é t h e r  pendant  30 minutes  à 4°C .  

Dans l e  bu t  de dé te rminer  l e  t y p e  d % y p e r s e n s i b i l i t é  c o n s t a t é  chez 

l e s  chevaux a t t e i n t s  d 'anémie i n f e c t i e u s e ,  nous avons e s s a y é  de  r e t r a n s m e t t r e  

de f a ç o n  p a s s i v e  l e  phénomène d f A r t h u s .  La t echn ique  employée a  é t é  l a  s u i -  

v a n t e  ; des l a p i n s  r e ç o i v e n t  l ' i n j e c t i o n  de 30 m l  de sérum hyperirnmun c o n t r e  

l e  v i r u s  de l 'Anémie I n f e c t i e u s e .  3h. a p r è s  l ' i n j e c t i o n  de sérum on i n j e c t e  

aux l a p i n s  0 , l  m l  d % n t i g è n e  s p l é n i q u e  d'anémie i n f e c t i e u s e  e t  0 , l  m l  de sus -  

pens ion  de r a t e  normale p a r  v o i e  in t radermique .  

2 )  E s s a i s  d ' i n a c t i v a t i o n  de  l ' a n t i g è n e  ................................... 
a )  A c t i o n  de l ' é t h e r  s u r  l a  pouvoir  a l l e r g è n e  de l a  suspens ion  s p l é n i q u e  

L B a n t i g è n e  d i l u é  a u  1/10e e t  c h a u f f é  pendant 1 h e u r e  à 60' e s t  e n s u i t e  

t r a i t é  pa r  l F é t h e r  pendant 1 5  minu tes  à l a  t empéra tu re  da  l a b o r a t o i r e  avec  

a g i t a t i o n .  Il e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é  à 1 000 tours /minu te  pendant 5 minutes  



et l b n  prélève l'éther dont l'élimination est continaée par évaporation sous 

vide pendant 10 minutes, 0,l ml de cet antigène a été icjecté par voie intra- 

dermique aux 2 chevaux déjà cités. Uve préparation analogue est réalisée à 

partir de la rate d'un cheval normal. 

Parallèlement sont injectés aux 2 chevaux les antigènes normaux et les 

antigènes chauffés pendant 1 heure à 60°C mais non traités à l'éther. 

b) Effet du chauffage 

L'antigène splénique dilué au 1/10e a été chauffé à 60' pendant 2 heures 

afin de comparer les résultats obtenus lors de lynjection aux chevaux de 

l%ntigène chauffé pendant 2 heures et de lbntigène chauffé pendant 1 heure 

seulement à 60°C. 

c) Traitement de l'antigène par la formaldéhyde et la glycérald,éhyde 

L'antigène anémie infectieuse et par ailleurs une suspension de rate 

de cheval normal, diluée au 1/15e ont été traités par la formaldéhyde à 

0,2211 000 pendant 24 heures à 37°C puis par la glycéraldéhyde à O,1/1 000 

pendant 12 heures à 37" sous agitation. 0,l ml de chacune de ces préparations 

ont été injectés par voie intradermique aux chevaux. 

J ) ENQUETE EPIDEMIOLOGIQUE 

Nous avons entrepris un sondage épidémiologique sur les chevaux fran- 

çais par la technique de précipitation en gélose décrite précédemment p:5S 

dérivée de celle d'Oudin-Ouchterlony, en boite de pétri en matière plastique, 

de 85 mm, de diamètre. 

La technique est faite à base d'antigène splénique liquide. 





A )  EN CULTURE DE LEUCOCYTES DU CHEVAL o 

1 - E f f e t  cytopathogène s u r  l e s  l e u c o c y t e s  de cheva l  ................................................ 
La comparaison des  l e u c o c y t e s  i n o c u l é s  e t  des  l e u c o c y t e s  s a i n s ,  

e f f e c t u é e  s o i t  s u r  l e s  c e l l u l e s  v i v a n t e s ,  s o i t  a p r è s  f i x a t i o n  e t  c o l o r a t i o n  

p a r  l%émalun é o s i n e ,  permet d ' a b o u t i r  aux  r é s u l t a t s  s u i v a n t s  o 

a )  c e l l u l e s  v i v a n t e s  : 

A l o r s  que l e s  c e l l u l e s  témoins conserven t  un a s p e c t  normal ,  l e s  l euco-  

c y t e s  i n f e c t é s  p r é s e n t e n t ,  p l u s  ou moins t ô t  en  f o n c t i o n  de d e g r é  d % d a p t a t i o n  

de  l a  souche aux c u l t u r e s  l e u c o c y t a i r e s ,  un e f f e t  cytopathogène.  C e l u i - c i  se 

t r a d u i t ,  s u r  un t a p i s  de  l e u c o c y t e s  v i v a n t s ,  p a r  une m o d i f i c a t i o n  de l ' a s p e c t  

i n d i v i d u e l  des  c e l l u l e s  q u i  o n t  tendance à d e v e n i r  p l u s  rondes ,  p l u s  globu- 

l e u s e s  a v a n t  de s e  d é t a c h e r  peu à peu de l a  p a r o i  du v e r r e .  Après  p l u s i e u r s  

j o u r s  de c u l t u r e ,  l a  d i f f é r e n c e  e s t  f l a g r a n t e  e n t r e  l e s  l e u c o c y t e s  s a i n s  q u i  

forment un t a p i s  complet  de c e l l u l e s  largement  é t a l é e s  s u r  l e  v e r r e ,  e t  l e s  

l eucocy tes  i n f e c t é s  q u i  s e  r e t r o u v e n t  sous  forme de  p e t i t s  groupes  de c e l l u l e s  

de  forme a r r o n d i e  e t  s é p a r é s  e n t r e  eux p a r  des  espaces  l i b r e s .  

L D e f f e t  cytopathogène provoqué p a r  l e  v i r u s  de l ' anémie  i n f e c t i e u s e  

a p p a r a i t  e n  14 à 17 j o u r s  l o r s  de l ' i n o c u l a t i o n  aux c e l l u l e s  du sérum d h n i m a l  

a t t e i n t  d 'anémie i n f e c t i e u s e  ou l o r s  des  t o u s  p remiers  passages  e n  c u l t u r e  de 

l e u c o c y t e s  de cheva l .  

Nous avons c o n s t a t é  l a  n é c e s s i t é  d e  comparer constamment l ' 6 t a t  d e s  

c e l l u l e s  i n f e c t é e s  e t  c e l u i  des  c e l l u l e s  témoins.  De t r è s  nombreux f a c t e u r s  

peuvent e n  e f f e t  i n t e r v e n i r  q u i  t enden t  à diminuer l a  v i t a l i t é  d e s  l e u c o c y t e s  

e n  c u l t u r e ,  s u r t o u t  l o r s ,  de s u r v i e  p ro longée  pendant p l u s i e u r s  semaines. 

b )  Après c o l o r a t i o n  : 

L b b s e r v a t i o n  des  l e u c o c y t e s  a p r è s  c o l o r a t i o n  p a r  l C h é m a l u n  é o s i n e  



permet de confirmer les résultats obtenus sus les cellales vivantes et de pré- 

ciser l'action pathogène due au virus de l'anémie infectieuse. 

Les altérations cellulaires apparaissent après un temps moyen de 8 jours 

et s5ccentuent après 3 ou 4 jours pour aboutir à un détachement de toutes les 

cellules. Au milieu de leucocytes normaux, on peut distinguer certaines cellu- 

les dont le cytoplasme est devenu globuleux, plus fortement coloré par l%osine 

et à contour circulaire. Ce phénomène apparaît aussi bien sur les cellules 

isolées que sur les syncytiums. 

Cet effet cytopathogène n'a donc rien de bien caractéristique. 

Cependant, dans certaines cultures il nous a été possible dPobserver 

des inclusions intranucléaires éosinophiles ayant tendance à la basophilie dans 

les derniers stades de l'infection cellulaire. De telles images sont visibles 

dans les clichés (2 et 3). Nous reviendrons, ultérieurement, dans le chapitre 

d5solement d'herpèsvirus sur la significationde~telles images. 

2) Passages en série sur leucocytes de cheval : .......................................... 
Nous avons pu réaliser les passages suivants : 

- 10 passages en série pour la souche "Vitastérone'" 

- 9 passages en série pour la souche "Blanchette" 

- 9 passages en série pour la souche "Vent des prairies" 

- 5 passages en série pour la souche "Wyoming". 

Le délai d'apparition de l'effet cytopathogène sur les leucocytes de 

cheval est porté dans le tableau (4). 

A la lecture de ce tableau, on constate, comme nous l'avions annoncé 

précédemment, que l'effet cytopathogène apparaît plus rapidement au fur et à 

mesure que le nombre de passages augmentent. Ainsi pour la souche "Blanchette", 

ce délai qui était initialement de 17 jours est progressivement parvenu à 

10 jours. De même pour "Vent des Prairies" et "Vitastérone" les délais sont 

passés respectivement de 16 et 15 jours à 10 jours. 

La m&me constatation se retrouve pour la souche "Wyoming". 



Cliché 1 : Tapis de cellules d'aspect histiomocytaire 

Cliché 2 : Inclusions nucléaires dans une autre cellule infectée également par la 

souche "Vistastérone". 



Cliché 3 : Inclusions éosinophiles dans un syncytium infecté 
par la souche "Viatstérone". 



Tableau 4 : Passages en s é r i e  de qua t r e  souches de v i r u s  de l k n é m i e  infec-  - 
t i e u s e  su r  c u l t u r e  de leucocytes  de cheval, 

Les nombres indiquent en jou r s  l e  d é l a i  séparant  1 9 n o c u l a t i o n  des ce l -  

l u l e s ,  de l a  congélation. 

% Le surnageant de ce passage a é t é  inoculé à un cheval s a i n .  



3 - Epreuve de la replication viral par inoculation au creva1 
_ _ _ - _ Y Y _ _ - _ Y _ Y _ O - Y - , _ _ - - Y - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _ - - - - - - - G - - -  

La preuve de la replication virale en c~ltdte de leucocytes a été 

apportée grgce à 1"noculation au cheval du surnageaPt d'une cultare après 

un certain nombre de passages (neuf passages). 

Le cheval nommé s'Leucocyte'b reçu par voie intraveineuse 10 ml de la 

s0uch.e "Vitastérone" après 9 passages en culture de leucocytes de cheval. La 

température de ce cheval avait été prise quotidiennement pendant plusieurs 

semaines et a continuée à l'étre après lqinoculation. Parallèlement, des 

examens sanguins avaient permis de c,onstater lCabsence de sidéroleucocytes 

dans le sang circulant de cet animal et des nombres normaux pour les globules 

blancs, les globules rouges et la formule leucocytaire. 

12 jours après inoculation par voie veineuse de la culture de la 

souche 'Vitastérone" en leucocytes de cheval, le cheval "Leucocyte" a présenté 

une hyperthermie qui a durée 3 jours, hyperthermie accompagnée de signes de 

fat igue, de faiblesse générale et de "tuphos". 

cette crise. 

L'évolution de la température et celle des sidéroleucoeytes sont 

portées dans le tableau (5) .  

Ces résultats (reproduction de la maladie chez lQanimal neuf avec 

une incubation très courte) permettent d'affirmer que le virus de l'anémie 

infectieuse a pu se ~ultiplier en culture de leucocytes de cheval. Par ailleurs, 

ces 9 passages en leucocytes de cheval n'ont absolument pas diminués ou modifiés 

sa virulence pour le cheval. En effet, les résultats obtenus après inoculation 

à un cheval de la souche "Vitastérone" d'origine portés dans le tableau (6) 

sont très proches de ceux-ci, notamment en ce qui concerne la durée d'incuba- 

tion. 

En raison du coût élevé de l'apport de cette preuve de succès de la 

replication virale, nous n'avons pas vérifié ce méme point pour les souches 



"Blanche t tes"  e t  'Vent  des  P r a i r i e s s ' .  Cependant, é t a n t  donné que dans l e s  t u b e s  

de c u l t u r e ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus  s o n t  semblables  à ceux c o n s t a t é s  pour l a  

souche "Vias térone" ,  nous pouvons s a n s  grande chance d ' e r r e u r ,  p e n s e r  que l e s  

deux souches "Blanche t te"  e t  "Vent des  P r a i r i e s ' '  on t  également é t é  p a s s é e s  

avec  succès  e n  c u l t u r e  de l e u c o c y t e s  de  cheva l .  

E n f i n ,  pour l a  souche "Wyoming", l e  nombre de passages  e n  s é r i e  e s t  

encore  t r o p  f a i b l e  ( c i n q  seulement)  pour  q u ' i l s  s o i e n t  i n t é r e s s a n t s  d y n o c u l e r  

l a  c u l t u r e  à un cheva l .  

B - A u t r e  système c e l l u l a i r e  ........................ 

Aucun e f f e t  cytopathogène,  aucune d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  c e l l u l e s  témoins 

e t  l e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  p a r  d i v e r s e s  souches d 'anémies i n f e c t i e u s e s  n ' a  pu 

ê t r e  d é c e l é .  



Date 1 .4  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1 7  18 19 20 21 22 23 24 25 
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Température 

100 Nombre de s idéro leucocytes  
pour 100 000 leucocytes  

Tableau 5 n Courbes de température 't des s idésoleucocytes  du cheval.  
Leucocyte i n f e c t é  l e  l e r  A v r i l  avec l e  surnageant du 
neuvième passage en c u l t u r e  de l a  souche "Vitastérone". 







Deux techniques avaient été mises au point afin de tenter de 

déterminer la nature de l'acide nucléique viral. 

1 - Action de la 5 iodo 2 désoxyuridine 

Le système de contrôle employé, à savoir virus de la rhino-pneumonie 

(virus à ADN) cellules PK 15 a donné les réusltats escomptés : la 5 iodo- 

2 désoxyuridine inhibe en effet toute apparition d'effet cytopathogène dans 

les cellules PK, alors que les cellules infectées, en absence de cette 

substance, présentent rapidement des inclusions intranucléaires éosinophiles 

caractéristiques de ce virus du groupe de l'herpès. 

PLusieurs expériences onté été répétées afin de confirmer les résultats 

obtenus avec le virus de l'anémie infectieuse. 

Ces résultats montrent que : la 5 iodo 2 désoxyuridine, substance 

inhibant la synthèse de l'acide désoxyribmucléique n'empêche pas l'apparition 

de l'effet cytopathogène dans les cultures infectées par le virus d'anémie 

in£ ectieuse. 

Ces résultats sont donc en faveur de l'existence dans ces cultures 

de leucocytes d'un virus à acide ribonucléique. 

L'une de ces expériences a donné les résultats portés dans le 

tableau 7. 



Tableau 7 : Inhibition de 1s réplication virale par la 5 iodo 2 désoxyuridine : 

survie des cellules. 

iodo : 5 iodo 2 désoxyuridine 40 ug/ml 

thym : thymidine 80 pg/ml 



2 - Emploi de l'acridine-orange 

Quatre séries de 15 tubes à lamelles contenant des cultures de leucocytes 

de cheval ont été employées de la manière suivante : 3 séries ont été infectées 

à l'aide du 5ème passage de la souche "Vitastérone" ; la 4ème série servait 

de témoin. 

Les 3 premières séries ont été colorées respectivement par le Giemsa, 

l'hémalun éosine et à l'acridine orange. Cette façon de procéder a permis de 

comparer quotidiennement l'état de cellules saines d'une part, et celui de 

cellules infectées d'autre part, ces dernières étant suivies grâce à trois 

techniqeus différentes. 

La coloration par l'acridine orange des leucocytes témoins a donné 

d'excellents résultats. Les cellules isolées et les syncytiums présentaient 

un fond cytoplasmique orange s'atténuant Lentement avec l'âge de la culture, 

et des noyaux à fluorescence verte très nette au milieu de laquelle on 

pouvait distinguer le nucléole. 

L'aspect de ces cellules est présenté dans le cliché 4. 

Les cellules infectées à l'aide du virus de l'anémie infectieuse 

et colorées par l'acridine orange présentent pendant les premiers jours de 

culture un aspect semblable à celui des cellules saines. Ultérieurement, on 

retrouve les mêmes altérations que lors de l'observation aprss coloration 

par le Giemsa ou l'hémalun éosine, 2 savoir une rétraction du cytoplasme 

qui fixe davantage le colorant, suivie d'une destruction progressive des 

cellules. 

Nous avons pu constater lors de cet essai dans le noyau des cellules 

l'apparition d'inclusions à fluorescence verte : cliché 5. 

Lors de la progression de l'effet cytopathogëne, les noyaux'pâlissent 

progressivement pour finalement nlappara?tre que comme de véritables "fantômes" 

d'un vert très pâle au centre d'un cytoplasme globuleux, condensé et jaunâtre. 



Cliché 4 : Syncytium coloré par l'acridine orange. 

/---+. 
, J I \  ) , 

1, - 1 -  Cliché 5 : Coloration par l'acridine orange de leucocytes in£ ectés par la 
%---.A 

souche Vitastérone. L'effet cytopathogène se traduit par un 

rabougrissement des cellules, leur détachement de la paroi de verre 
ainsi que par des inclusions nucléaires. 



Il ne nous a  pas é t é  poss ib l e  de  c o n s t a t e r  s o i t  l ' a p p a r i t i o n  de  quan t i t é s  

importantes d ' a c i d e  r ibonuclé ique  dans l e  cytoplasme, s o i t  d ' ac ide  désoxyribo- 

nucléique dans l e  noyau. 

Dans ces  cond i t i ons ,  il nous e s t  impossible ,  à l t h e u r e  a c t u e l l e ,  de  

conclure avec c e r t i t u d e  quant 2 l a  na tu re  d e  l ' a c i d e  nucléique du v i r u s  de 

l 'anémie i n f e c t i e u s e ,  d 'après  l e s  r é s u l t a t s  obtenus par  l a  c o l o r a t i o n  5 l ' a c r i d i n e  

orange. 

B - FILTRATION 

Les c e l l u l e s  de tous l e s  tubes ayant  reçu  un f i l t r a t  provenant du 

surnageant d'une c u l t u r e  v i r a l e  en c u l t u r e  l eucocy ta i r e  à t r a v e r s  des  f i l t r e s  

Mi l l i po re  de diamètre  de  220 nm, 100 nm e t  même 50 nm, on t  p ré sen té  un e f f e t  

cytopathogène. 

Cet e f f e t  cytopathogène a p p a r a î t  p l u s  t ô t  avec l e s  f l l t r a t s  obtenus 

s u r  f i l t r e s  dont l e s  pores  ont un diamètre  de  220 nm, que s u r  l e s  f i l t r e s  dont 

l e s  pores on t  un diamètre  de 100 nm ou de  50 nm (Tableau 8 ) .  

D'après ces  r é s u l t a t s ,  il semble p o s s i b l e  de conclure que l a  t a i l l e  

du v i r u s  de l 'anémie i n f e c t i e u s e  e s t  i n f é r i e u r e  à 50 nm. 

La première expérience p o r t a i t  s u r  l e s  leucocytes  du cheval  "Pam" 

i n f e c t é s  par  l e  surnageant  du sixième passage de l a  souche "VIT". 

Dans l e s  c e l l u l e s  âgées de t r e i z e  j ou r s  e t  i n fec t ées  depuis  h u i t  

j o u r s ,  il a é t é  p o s s i b l e  d 'observer  des p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  Cel les -c i  s o n t  

s i t u é e s  d a i s  l e  noyau, on t  un d i a n è t r e  de  125 nm e t  ressemblent 2 des  v i r i o n s  

du groupe herpès ( c l i c h é  8 au c h a p i t r e  3 : isolement e t  é tude  d'un herpès 

v i r u s  équin) . 





La seconde expérience p o r t a i t  également s u r  l e s  leucocytes  du cheval 

 am" mais i n f e c t é s  p a r  l e  surnageant du quatr ième passage de l a  souche 

"Wyoming". 

Dans l e s  c e l l u l e s  âgées de 12 jou r s  e t  i n f e c t é e s  depuis  h u i t  j o u r s ,  

cormne l e s  précédentes ,  on t  é t é  observées des  images v i r a l e s  complètement 

d i f f é r e n t e s  de c e l l e s  d é c r i t e s  page 77.  Il s ' a g i t  en e f f e t  de p e t i t e s  

p a r t i c u l e s  de 22 nm réun ie s  s e lon  une d i s p o s i t i o n  c r i s t a l l i n e  dans l e  cytoplasme 

des leucocytes  ( c l i c h é  6 ) .  



Cliché 6 : Particules virales intracytoplasmiques, d'un diamètre de 22 nm groupées 

de façon régulière au centre du cliché. Leucocytes âgés de 12 jours, 

infectés depuis 8 jours (Souche "~yoming" quatrième passage) , 
agrandissement final 60 000. 



ISOLEMENT DU VIRUS 

Au cours de passagesen série du virus de 1'A.I.E. "Souche Vitastérone" 

en culture de leucocytes de cheval, la présence d'un virus contaminant a été 

suspectée à la suite de l'observation d'inclusions intranucléaires éosinophiles 

et la formation de polykarions. 

Il n'a pas été possible d'identifier le cheval porteur de cette souche 

isolée normnée "CL1" du fait que les passages en série conportaient l'inoculation 

des cultures avec l'ensemble de la culture du passage précédent, qiie les globules 

blancs utilisés pour chacun des passages provenaient d'animaux variés et que 

l'effet cytopathogène peut n'apparaïtre qu'après plusieurs passages aveugles. 

Par la suite, des souches CL2 et CL ont été isolées et leur origine 3 
a pu être déterminée car le même cheval était utilisé comme donneur de leucocytes 

pour chaque série de passages et que systématiquement un lot de tubes ne recevait 

rien d'autre que le milieu de culture. 

En culture de leucocytes de cheval, l'effet cytopathogène - des souches 

isolées - se développe lentement, surtout lors des premiers passages. Il se 
traduit par l'apparition de vastes syncytiums, groupant plusieurs noyaux, voire 

plusieurs dizaines de noyaux. Ultérieurement, apparaissent de volumineuses 

inclusions intranucléaires éosinophiles (clichés 2 et 31, puis les cellules se 

détachent du verre. Le virus se reproduit en cultures rénales de singe après 

une certaine adaptation, puisque la destruction totale du tapis qui demandait 

10 jours à la mise en culture n'était plus que de 6 jours après 4 passages. Dans 

ces cellules, l'effet cytopathogène débute par la formation de foyers de cellules 

rondes. Celles-ci sont progressivementdétruites etil est noté dans le tapis des 

"trous qui sont bordés par des cellules dont le noyau contient des inclusions 

éosinophiles" (cliché 7). 



L'é tude  du s p e c t r e  de s e n s i b i l i t s  c e l l u l a i r e  des souches CL e t  CL 1 2 
i s o l é e s  conduit  à l e s  rapprocher du v i r u s  herpé t ique  équin (pro to type  souche 

LK de  P l u m e r )  e t  à l a  d i s t i n g u e r  du v l r u s  herpé t ique  équin 1, agent de  rhino- 

pneunonie équine. Des c e l l u l e s  pr imai res  e t  secondaires  on t  é t é  inoculées  avec 

l e s  v i r u s  CL e t  CL dans l e  bu t  de déterminer  l e  s p e c t r e  des  systèmes c e l l u l a i r e  
L 2 

sens ib l e s  à l a  m u l t i p l i c a t i o n  de  ces souches. Un e f f e t  cytopathogëne s e  produi t  

non seulement en c u l t u r e s  de leucocytes  de cheval ( c l i chés  2 e t  3 )  e t  de r e i n  de 

s inge  ( c l i ché  7 ) ,  mais a u s s i  en c u l t u r e s  pr imai res  e t  secondaires  de  l a p i n  e t  

d'embryon de cha t .  Par con t r e ,  aucun s igne  de m u l t i p l i c a t i o n  v i r a l e  n ' e s t  déce lé  

en c e l l u l e s  r éna l e s  de foe tus  d e  veau e t  dans l e s  l i gnées  Vero, BHK, Hela,  N i l  

e t  MS. Dans l e  tab leau  9 s e  t rouve résumé l 'ensemble des r é s u l t a t s  concernant 

l e  comportement des d i f f é r e n t e s  souches de v i r u s  herpé t ique  en c u l t u r e  c e l l u l a i r e  

(+) Product ion d'un e f f e t  cytopathogène avec formation d ' i nc lus ions  de  type A .  

(O) Absence d ' e f f e t  cytopathogène e t  de  formation d ' i nc lus ions .  

Cul tures  c e l l u l a i r e s  

Leucocytes d e  chevaux............. 

Rein de s i n g e  ..................... 
Rein de l ap in .  .................... 
Embryon de  chat. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Rein de  f o e t u s  de veau............ 

LIGNEES CELLULAIRES 

Vero.............................. 

BHK 21............................. 

Tableau 9 : S e n s i b i l i t é  de d i f f é r e n t s  systèmes c e l l u l a i r e s  

v i s  à v i s  de 3 souches d e  v i r u s  herpé t iques  équins.  

Hela.............................. 

N i l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

MS................................ 

- 

+ 
(après  adapta- 
t i o n )  

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

O 



Cliché 7 : Cellules primaires de rein de singe 3 jours après l'inoculation de 

la souche CL -coloration à l'hémotoxiline et éosine. Inclusions 
2 

intranucléaires de nombre et de taille variables, certaines d'aspect 

segmenté. x 540. 



Le résultat permet de constater que les systèmes sensibles pour les 

souches isolées sont exactement ceux de la souche LK, le spectre du virus 

herpétique de type 1, agent de la rhinopneumonie équine P étant beaucoup 3 
plus large. 

Par la même technique d'utilisation de la 5 IDU pour la determination 

de la nature de l'acide nucléique du virus de llA.I., la 5 IDU inhibe l'effet 

cytopathogène et la multiplication de la souche virale herpétique, ce qui milite 

en faveur de l'existence d'acide désoxyribonucléique. 

L'inoculation de la souche CL au poulain et 2 la jument n'a été suivie 1 
d'aucun signe clinique ni d'aucune hyperthermie et il n'a pas été possible de 

déceler d'anticorps fixant le complément vis à vis de l'antigène neutralisant 

la souche CL 
1 ' 

De même, l'autre cheval ayant reçu la souche CL1 était toujours 

dépourvu d'anticorps fixant le complément avec le virus de la rhinopneumonie 

équine, 2 et 4 semaines après 11inocu3ation. 

D'autre part, un sérum de cheval immunisé contre le virus de la 

rhinopneumonie équine, et titrant 11256 en séroneutralisation sur cellules 

rénales de foetus de veau n'a pas neutralisé le virus CL1 en culture de 

cellules rénales de singe. 

La souche CL1 ne semble donc pas pathogène pour le cheval et n'entraîne 

pas la formation d'anticorps spécifiques contre la rhinopneumonie. Inversement, 

les anticorps neutralisant le virus de la rhinopneumonie ne possZdent aucun 

pouvoir de neutralisation pour cette souche. 

Les résultats de la neutralisation croisée avec les sérums antivirus 

type 1 (virus de la rhinopneumonie), anti-virus type' 2 (souche LK), anti-virus 



de Karpas et anti-virus souche Hsiung sont résunés dans le tableau suivant 

(Tableau 10) : 

Tableau 10 

- pas de neutralisation 
+++++ Degré de neutralisation entre un viius et anti-sérum homologue. 

Sérum anti 

Souches virales 

Ce tableau montre un degré limité de neutralisation de cette souche 

CL par des sérums de type 2, de type 3 virus de Karpas et cytomygalivirus de 
1 

Hsiung. Absence de neutralisation par le type 1 (virus de la rhinopneumonie). 

Souche Karpas 

Souche Hs iung 

Souche CL1 d'Alfort 

1 - L'examen en microscopie électronique de cultures de leucocytes 
de cheval infecté de "panif' inoculé par Ie surnageant du sixième passage de 

la souche "Vitast" âgées de 13 jours et infecté depuis 8 Jours a permis 

d'observer dans les cellules des particules virales. Celles-ci sont situées 

dans le noyau, ont un diamètre de 125 nanomètres et ressemblent à des virus 

du groupe Herpès (cliché 8). 

* Nous exprimons nos vifs rerrierciements 2 Monsieur le Oocteur P L W E R  pour 

l'aide qu'il nous a apportée dans la réalisation de cet essai. 
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Cliché 8 : Particules virales intranucléaires, d'un diamètre de 125 nm du 

groupe de l'herpès. Leucocytes âgés de 13 jours, infectés depuis 8 jours 

(souche "vitas tl' sixième passage) . Agrandissement final 60 000. 



2 - L'exanen en microscope électronique des cellules premières de 

rein de singe inoculé avec la même souche du virus a permis d'identifier 

des structures herpétiques typiques (cliché 9). 



Cliché 9 : Cellules primaires de rein de singe 5 jours après l'infection par 

la souche CL montrant des virions intranucléaires matures de type 2 
herpès. La nucléocapside est entourée par une enveloppe menbranaire. 

~Nucléocapsides non enveloppées D. 51 000 



1 a - Détermination du tissu fournissant le meilleur antigène 

Des différents tissus prélevés chez les chevaux sacrifiés à la phase 

aigüe de la maladie, seule la rate a donné des résultats satisfaisants. Foie, 

poumons, ganglions mésentériques, thymus et même le sérum des animaux à la 

phase aigüe de la maladie ne se sont pas révélés aptes à fournir un matériel 

satisfaisant en tant qu'antigène dans la réaction de précipitation en gélose. 

Seul le pancréas a fourni une trCs légère lig~e de précipité. 

b - Localisation de l'antigène 

Le sérum hyperimmun spécifique dilué Pr fois et absorbé par les 

préparations suivantes : globules rouges intacts, globules blancs intacts, 

globules rouges lavés ou hémolysés, globules blancs lavés ou lysés et cellules 

spléniques intactes n'a montré aucune diminution de son pouvoir précipitant. 

Aprèç absorption, il fournit la même ligne de précipitation qu'en l'absence 

d'absorption. Seule la suspension de cellules spléniques lysées réduit le 

pouvoir précipitant du sérum hyperimmun utilisé. En effet, après absorption 

du sérum hyperimmun par la suspension de cellules spléniques lysées, on n'obtient 

plus de précipité en gélose. 

Obtention d'un antigène liquide $u virus de ltaqémie infectieuse des équidés 

a - Inoculation de chevaux en vue de la préparation de l'antigène 

Les résultats de l'inoculation de chevaux et de avec des quantités 

importantes de virus de la souche Wyoming sont mentionnés dans les figures 

ci-après. La rate est prélevée immédiatement après le sacrifice de l'animal. 



Tous l e s  animaux ont  é t é  aba t tus  e n t r e  l e  9ème e t  l e  llème jour  su ivanr  l ' inocu-  

l a t i o n  e t  ont  présenté  des pér iodes d ' i ncuba t ion  enEre 4 e r  8 jours .  Les r a t e s  

du poney 2 e r  du cheval Naude ont  donne des  me i l l eu r s  an t igënes  que ceux prépa- 

r é s  à p a r t i r  de r a t e s  du cheval Edel e t  du poney 1 (vo i r  tab leau  11 e t  f i g u r e s  

1 e t  2).  

Animaux Matér ie l  inoculé  Jour s a c r i f .  \ Période Tempéracure 4 Valeur !j 
après  inoc.  d ' incub.  maxi observée ; ant igénique ) 

i 1 k I d 

e t  150 m l  sérum 

e t  70 m l  sérum 

e t  100 m l  sérum 

Tableau 11 

L'étude du pouvoir p r é c i p i t a n t  des  e x t r a i t s  préparés  à p a r t i r  de 

l a  r a t e  de ces  qua t r e  animaux f a i t  r e s s o r t i r  un pa ra l l é l i sme  e n t r e  l ' i n t e n s i t é  

e t  l a  p récoc i t é  de l a  r éac t ion  tberrrique e t  l a  va l eu r  de l f a n t t p è n e .  

En e f f e t ,  l e s  4 an t igènes  peuvent ê t r e  c l a s s é s  par  o rd re  de va leur  

décro issante  de l a  manière su ivante  : Poney 2, Naudary, Poney 1, Edel ,  o rdre  

que l 'on re t rouve  pour l a  r é a c t i o n  thermique. ( c f .  f i gu res  na 1 e t  2 ) .  

b - Traitement des r a t e s  fou rn i s san t  l 'ant igène.  

De l a  comparaison du pouvoir an t igëne  des 13 types d e  prépara t fons  

évoqués dans l e s  techniques,  on peut  conclure  que l a  ~ o d a l i t é  fou rn i s san t  l e s  

mei l leurs  r é s u l t a t s  correspondai t  à l ' a n t i g s n e  no 3 qui  e s t  préparé par  homo- 

généisa t ion  du t i s s u  splénique puis  c e n t r i f u g a t i o n  par  27 000 g pendant 30 mn 

après  l e s  cyc l e s  de congélat ions e t  de décongélat ions.  Cet an t igène  nous a  donné 

l e s  me i l l eu r s  r é s u l t a t s .  Il a é t é  p o s s i b l e  de concentrer  l ' a n t i g è n e  par  lyophi- 

l i s a t i o n  ou par  d i a lyse .  L ' e x t r a i t  aqueux d ' an t igène  s ' e s t  r é v é l é  supér ieur  aux 
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autres extraits par le tampon, l'acétone, l'éther, l'alcool ou l'acétone éther 

mais moins satisfaisant que le surnageant de l'antigène non dilué. 

Facteurs conditionnant le pouvoir antigénique 

c-1 - Effet de la conservation de la rate à - 30" C sur le pouvoir antigénique. 

L'antigène préparé après 2 ou 3 mois de conservation 5 - 30' C fournit de bien 

meilleurs résultats qu'un antigène préparé à partir de la même rate dans les 

jours qui suivent le sacrifice. 

c-2 - Effet du nombre de cycles de congélations et de décongélations sur le 
pouvoir antigénique. Le tableau suivant montre l'effet du nombre de cylces 

successifs de congélations et de décongélations sur le pouvoir antigénique de 

la rate du poney 2. L'antigène a été utilisé pur, dilué au 112 ou au 114. 

(Tableau 12). 

O congélation 
2 congélations 
5 congélations 

15 congélations 

5 congélations 

15 congélations 
20 congélations 

Tableau 12 



La lecture de ce tableau permet de conclure que l'augmentation du 

nonbre des cycles de congélations et décongélations améliore le pouvoir antigé- 

nique du virus de l'Anémie Infectieuse sur le plan de la précipitation en gélose. 

15 cycles de congélaticns et décongélations fournissent d'excellents résultats. 

Le tableau permet de constater également les différences de résultats obtenus 

selon que l'antigène est pur, dilué au 1/2 ou au 114. 

c-3 - Effet des ultra-sons sur le pouvoir antigénique 

Le traitement d'un antigène liquide par les ultra-sons à 0,9 Kc pendant 

5 mn donne d'excellents résultats et peut remplacer le cycle des congélations 

et décongélations pour la préparation de l'antigène. 

d - Résultats obtenus avec les rates provenant des chevaux sacrifiés 2. différents 

stades de la maladie 

Des 8 rates prglevces sur les chevaux morts ou sacrifiés dfAnémie Infec- 

tieuse, 5 différents stades de l'infectior- suraigüe, aigüe ou subzigüe, seules 

les rates des chevaux en phases suraigües ont montré un pouvoir antigénique 

satisfaisant. Les rates des autre.s ctevaux ce peuvefit pas servir pour le 

diagnostic de L'Anémie Infectieuse par precipitation en gélose. 

Préparation de matériels de contrôle négatif 2 partir de chevaux sains 

12 rates de chevaux sains ont été prélevées et traitées de la même 

manière que celles utilisées pour la préparation de l'antigène Anémie Infectieuse 

Elles ont été utilisées en tant qu'antigène de contrôle négatif. Aucune n'a 

présenté de précipité en présence des sérums des chevaux atteints d'Anémie 

Infectieuse. 

Réactions sérologiques de l'antigène avec différents sérums 

a - L'antigène Anémie Infectieuse réagit en précipitation en gélose et 
fournit une ligne de précipité spécifique avec les sérums de chevaux atteints 

d'Anémie Infectieuse. Il ne réagit pas avec les sérums de chevaux indemnes d'A.1. 



b - 11 ne réagit pas avec les sérums de chevaux atteints de rhinopneumonie, 
de grippe, d'artérite 5 virus, de leptospirose ou de gourme~sauf quand ces 

chevaux sont en même temps infectés par le virus de l'Anémie Infectieuse. 

c - L'antigène ne forne pas de lignes de précipité avec les sérums hyper- 
fm.uns de chevaux recevant des antigènes correspondant à différentes maladies 

comme le tétanos, le charbon, le rouget, la rage et des préparations de bactéries 

anaérobies strictes. 

d - Certains sérums d'animaux sains ont fourni des réactions non spécifiques 
dans une proportion de 2 2 3 %. Ces lignes de précipité non spécifiques sont très 

facilement reconnaissables (voir pages 104 et 10 5 ) .  

2 - Absorption de l'antigène avec des sérums anti virus de l'Anémie Infectieuse 

a - L'antigène spécifique Anémie Infectieuse mis en contact avec un sérum 
anti Anémie Infectieuse perd son pouvoir précipitogène et par suite, on ne 

constate plus de lignes de précipité en diffusion de gélose lorsqu'il est mis 

en face d'un sérum anti Anémie Infectieuse. 1 ml du sérum de référence anti 

Anémie Infectieuse suffit pour supprimer le pouvoir antigène de 0,5 g de 

1 'antigène Anémie Infectieuse "Naude". 

b - 1 ml de sérum de chevaux normaux ne modifie strictement pas le pouvoir 
précipitant de 0,5 g de l'antigène Anémie Infectieuse "Naude". 

3 - Absorption des anticorps d'un sérum hyperimmun anti Anémie Infectieuse par 
l'antigène Anémie Infectieuse 

Nous avons déterminé la quantité d'antigène qui réduit le pouvoir 

précipitant du sérum hyperimmun anti Anémie Infectieuse. 1 ml de la dilution 

au 114 du sérum spécifique de référence est mis en contact avec l'antigène 

préparé à partir de différents chevaux atteints d'Anémie Infectieuse. 0,5 g 

d'antigène Anémie Iefectieuse de "Naude" suffit pour éliminer le pouvoir préci- 

pitant du sérum hyperimmun de référence. 1 g de l'antigène Anémie Infectieuse 

"Edel" entraino une diminution du pouvoir précipitant du sérum de référence 



et 2 g de l'antigène supprime complètement le pouvoir précipitant du sérum de 

référence. En revanche, 2 g de rate normale provenant de différents chevaux 

ne provoquent aucune diminution du pouvoir précipitant du sérum de référence 

anti Anémie Infectieuse. Les résultats des absorptions avec les différents 

antigenes sont mentionnés dans le tableau suivant (tableau 13). 

Précipitant résidu 
présence de 1 ml de sérum hyperimmun 
de référence anti Anémie Infectieuse absorbé 

0,2 g d'antigène Naude Inhibition partielle 
0,5 g d'antigène Naude Inhibition complète 
1 g d'antigène Ede1 Inhibition partielle 
2 g d'antigène Ede1 Inhibition complète 
1 g d'antigène Vitast Très faible inhibition 
2 g d'antigène Vitast Inhibition partielle 
1 g d'antigène Prairie Très faible inhibition 
2 g d'antigène Prairie Inhibition partielle 
1 g d'antigène Blanche Inhibition partielle 

Absorption avec des rates de Aucune inhibition ++++ 
chevaux normaux 
2 g rate de cheval normal no 1 ++++ 

++++ 
++++ 
++++ 

Tableau 13 

4 - Identité de l'antigène Anémie Infectieuse dans les extraits de différentes 
rates 

Des extraits antigéniques préparés à partir de rates de chevaux ayant 

reçu la même souche de virus Wyoming réagissant vis-2-vis du sérum hyperimmun 

anti Anémie Infectieuse et forment des lignes de précipité qui se rejoignent, 

ce qui indique l'identité de l'antigsne obtenu 2 partir de chevaux différents. 



5 - Rapport entre l'antigène Anémie Infectieuse et d'autres antigènes 

Nous n'avons pu mettre en évidence aucune relation entre l'antigène 

Anémie Infectieuse et divers autres antigènes, en particulier llantigSne 

streptocoque, rouget, tétanos, brucella, rhinopneumonie et artérites 2 virus. 

Les chevaux infectés de façon inapparente par le virus de l'Anémie Infectieuse 

ont été utilisés pour produire des sérums hyperimuns contre l'antigène rouget. 

Le sérum de ces chevaux réagit de manière spécifique avec l'antigène rouget et 

avec l'antigène Anémie Infectieuse en donnant deux lignes de précipité qui se 

coupent. Cet aspect est représenté par la photo no 6, page 105. 

6 - Vérification de la spécificité de la réaction sérologique par inoculation 
au cheval sensible 

Le mélange des sérums de quatre chevaux ayant fourni une réponse 

positive au test de diffusion en gélose a été injecté à un poney sain. La 

maladie a pu être reproduite sur ce poney qui est mort après avoir présenté 

un ensemble de réactions cliniques, hématologiques et sérologiques permettant 

d'affirmer le diagnostic de l'Anémie Infectieuse (voir figure no 8, page 146). 

Nous reviendrons ultérieurement sur cette vérification dans le chapitre 

VIII, D "Isolement du virus 2 partir de chevaux infectés". (page 139) 

1 - Action des produits chimiques 

a - Action de l'éther et du chloroforme 

Le traitement de l'antigène avec une quantité égale d'éther à + 4" 

pendant 4 heures ne modifie pas le pouvoir précipitant de l'antigène. La même 

expérience a été réalisée avec le chloroforme laissé en contact avec l'antigène 

pendant 112 heure à température du laboratoire. Le chloroforme ne modifie pas 

le pouvoir précipitant de l'antigène Anémie Infectieuse. 



b - Action de  l a  t r y p s i n e  e t  d e  l a  papalne 

0 ,3  m l  d ' an t igène  a é té  mis en contac t  d'une g o u t t e  de  t ryps ine  e t  

de papaïne à 2 % pendant 2 heures  à 37". Dans ces  cond i t i ons ,  l a  t r y p s i n e  

ne modif ie  pas l e  pouvoir p r é c i p i t a n t  de l ' an t igène  t a n d i s  que l a  papaïne 

l e  diminue légèrement. 

2 - Thermostabi l i té  de l ' a n t i g è n e  

Le chauffage de l ' a n t i g s n e  à 37" pendant 2 heu res ,  à 45' pendant 

30 n inutes  ou à 50' pendant 10 minutes ne diminue guère l e  pouvoir p r é c i p i t a n t  

de  l ' an t igène .  En revanche, à p a r t i r  de 20 mn 2 50" ou au-delà (60" pendant 

10 m n ,  70 à LOOo pendant quelques minutes) ,  on c o n s t a t e  une d i s p a r i t i o n  du 

pouvoir p r é c i p i t a n t  de l ' a n t i g è n e  corne l e  montre l e  t ab l eau  su ivant  ( t ab l eau  14: 

Tableau 1 4  : Action de l a  cha leur  s u r  l ' a n t i g è n e  "Naude" (d i lué  au 112) 

3 - Fractionnement s u r  colonne de  Sephadex 

Le passage de  l ' a n t i g è n e  s u r  colonne de  Sephadex a permis d ' o b t e n i r  

3 p i c s  dont l e  plus haut  ( p i c  1) correspond à l v a n t i g è n e ,  ce  qu i  e s t  en faveur  

d'un haut  poids moléculaire .  



L'analyse globale des 20 courbes obtenues avec les 20 extraits de rate 

de chevaux normaux ou atteints d'anémie infectieuse nous a permis de définir 

11 pics dont 3 sont très facilement repérables : les pics 4, 5 et 8 sont présents 

dans tous les extraits étudiés. En revanche, le pic ne 6 fait défaut constamment 

dans les extraits de rates provenant d'animaux infectés par le virus de l'anémie 

infectieuse, alors qu'il est présent dans les extraits de rates d'animaux sains. 

Ce pic no 6 est absent aussi bien chez les chevaux infectés depuis peu de temps 

par le virus de l'anénie infectieuse que chez les chevaux sacrifiés ou morts 

après une très lente période d'évolution clinique (figures 3, 4, 5 et 6). 

En conclusion, l'extrait préparé à partir de rates de chevaux atteints 

d'une forme suraigüe d'anémie infectieuse se révële spécifique par précipitation 

en gélose vis à vis d'un sérum anti-virus anémie infectieuse. Le pouvoir précipi- 

tant est détruit par chauffage à 50' C pendant 20 mn mais n'est pas modifié par 

les solvants ni par la trypsine. 
j, L1-,.:) 
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Figure 3 : Suspension rate normale Figure 4 : Suspension rate normale 

Noter l'existence du pic no 6 dans les deux cas. 



Figure 5 : antigène A.I.E. 
7- 

Figure 6 : antigene A.I.E. 
--A 

Rate du poney 2 Rate du cheval Prair. 

(Cas d'infection suraigüe) (Cas d'infection chronique). 

Noter l'absence et la disparition du pic no 6 dans les cas d'A.1.E. 





Résultats; ; 

DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE 

Nous avons fait appel 2 deux groupes de teehnlques pour le diagnostic 

sérologique de lknémie snfectieuse : la première représentée par Pa précipitation 

en gélose et sa variante sous forme de mienotechnique et la seconde, l'épreuve 

d'hémagglutination conditionnée. 

A - REACTIONS DE PRECIPITATION EN MILIEU GELIFIE 

Les lignes de précipité fournies par le sérum de référence anti-anémie 

infectieuse sont déjà visibles 12 h. après le dépôt des réactifs. Le sérum de 

référence a été choisi pour donner une ligne mince, dense et parfaitement 

visible. La lecture des résultats doit être poursuivie jusqu'à la 48ème heure 

après la préparation du test. Il est inutile de prolonger la lecture au-delà 

de ce temps car l'aspect des lignes de précipité ne se modifie plus. Etant donné 

la disposition des sérums dans les cupules, chaque sérum étudié peut être comparé 

directement avec le sérum hyperimmun anti-anémie infectieuse de référence. Les 

lignes de précipité fournies par les sérums suspects contenant des anticorps 

sont facilement décelees car elles rejoignent Pa ligne du précipité fournie par 

le sérum hyperimmun volsin (photo 1). Lorsque Pa cupule a reçu un sérum négatif, 

le précipité fourni par le sérum hyperimmun voisin se développe complètement et 

vient atteindre la eupule contenant Pe sérum négatif (photo 2). Il est possible 

de distinguer 4 types différents de lignes de précipité, 3 correspondant à un 

précipité spécifique et 1 à un précipité non spécifique. 

1) Caractères des lignes de précipité spécifiques 

a) Sérum contenant de fortes concentrations d'anticorps anti-virus 

de l'anémie infectieuse. 
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Photo 1 : Réunion des lignes de 

précipité fournies par le sérum 

~ositif de référence et les sérums 

étudiés qui contiennent des anticorps 

précipitant avec le virus de ltA0IaE. 

Antigène A,I dans la cupule centrale 

Photo 2 : Cupules 1 et 4  : sérum 

positif de référence. 

Cupules 2 et 5 : sérums positifs 

fournissant un précipité qui rejoint 

le précipité du sérum de référence. 

Cupules 3 et 6 :  sérums négatifs 

Photo 3 : Cupules 1 & 4 :  sérum 

positif de référence. 

Cupules 2,3 et 5:sérums négatifs 

Cupule 6  :sérums très légèrement 

psitif: déviation de la ligne 

de précipité du sérum positif de 

référence. 



Photo 4 : 
de précipi 
référence 
sérums voi 
élevé d'an 
avec le vi 
( cupules 

Inhibi 
té du 
(c-upuî 
sins p 
.ticorp 
PUS de 
2 & 6 )  

t ion de la î Igne 
sérum positaf de 
e ])pas deux 
ossédant un titre 
s pæée ipitant 

1 QA, I 

Photo 5 
non spéc 
cupule N 
Cupule 6 
positif. 

Photo 6 : Cupule centrale : 
Antigène A.1, 
Cupule 4 : Antigène ayant servi à 
l'hyperimmunisation des chevaux 
(Antigène rouget) 
Cupule 1: témoin sérum positif dvAoI.E. 
Cupule 2: sérum faiblement positif 

dtA,Z.E. 
Cupules3 & 5:sérum cheval hyperimmunisé 
anti rouget et au même temps infecté A , I  
Cupule 6 :Sérum négatif. 
Notons l'apparition des lignes croisées 
de précipitation par les deux types 
d 'antigènes ce qui traduit la spécifieit 
de Ja technique 

: Ligne de précipitat 
ifique vis-à-vis de 1 
" 2 
sérum très légèremen 



Ces sérums donnent une ligne de précipité assez large, floue et peu 

distincte ou bien naentrainent lbpparition d'aucune ligne de précipité à cause 

d h n  excès dYantlcsrps par rapport à la quantité dvantlgène déposé dans la cupule 

centrale. De tels sérums sont cependant repérés facilement car ils provoquent 

une inhibition partielle de la ligne de précipité formée par le sérum hyperlmmun 

de référence volsine (photo 4). 11 est facile d'apporter la preuve de la présence 

d'anticorps donné en exces en diluant ce type de sérum au quart et au huitième 

et en recommençant l'épreuve avec le sérum ainsi dilué. Ces sérums contenant un 

excès dhnticorps fournissent une ligne de précipité bien nette après dilution 

au quart ou au huitième. 

b) Sérum faiblement ~ositif contenant une faible concentration d'anticord 

anti virus d'Anémie Infectieuse. 

Les sérums prélevés dans les premières phases de l'infection par le virug 

de l'Anémie Infectieuse fournissent une réponse faiblement positive. La ligne  de^ 
précipité observée peut être très mince, très faible et très proche de la cupule 

dans laquelle a été déposé le sérum. Parfois on ne constate pas de lignes de 

précipité fournies par de tels sérums mais simplement une inflexion de la ligne 

de précipité du sérum hyperimmun de référence voisin (photos 3 et 5). Il est , 
cependant possible de confirmer la présence de faibles quantités d'anticorps 

dans ces sérums par l'une des techniques suivantes : concentration des sérums 
l 

faiblement positifs grâce à la lyophilisation ou à la précipitation des ganma- ~ 
globulines. Par ailleurs, il est possible de faire réagir le sérum faiblement 

l 

positif avec un antigène dilué 2 fois plus. Dans ces conditions une ligne de 

précipité plus nette apparaît. Enfin la surveillance de l'évolution du taux 

d'anticorps dans les sérums de tels animaux au cours des saignées suivantes 

permet de confirmer l'augmentation du taux d'anticorps au cours du temps. 

( détaillé au chapitre VI1 cinétique de la réponse sérologique à l'infection 

page 125) .  



c l  Sérum contenant une quantité d'anticorps anti virus de l'Anémie 

Infectieuse équivalente à l2ntigène utilisé, 

Dans ce cas en 24 ha on voit apparaître une ligne de précipité fine, 

dense et bien distincte qui rejoint la ligne de précipité du sérum hyperimrnun 

de référence voisin (photo 1 ) .  

2 )  Caractère et identification des lignes non spécifiques 

Environ 3% des sérums de chevaux que nous avons étudiés fournissent 

une ligne de précipité non spécifique, Ces lignes de précipité peuvent être faci- 

lement distinguées de lignes de précipité spécifiques en raison de leurs caractères 

qui sont les suivants : en général ces lignes sont plus larges et plus floues 

que les lignes de précipité spécifique. Les lignes de précipité non spécifiques 

voisin (photo 5 et 6). Quelques lignes de précipité non spécifiques apparaissent 

dans les 24 h. qui suivent la réalisation du test mais la plupart d'entre elles 
visibles plutôt au bout de 48 h. tandis que les lignes de précipité spécifiques 

sont déjà visibles en 24 h. Les lignes de précipité non spécifiques sont le plus 

souvent très proches de la cupule contenant le sérum tandis que les lignes de 

précipité spécifiques se forment en général vers le milieu de la distance qui 

sépare cupule d'antigène et cupule d'anticorps. Certaines lignes de précipité non 

spécifiques disparaissent spontanément, notamment après lavage. La répétition du 

test avec un sérum dilué 2  fois permet bien souvent de faire disparaitre ces lignes 

de précipité non spécifiques, Enfin l'absorption de sérum avec un extrait de 

rate normale permet de supprimer les lignes de précipité non spécifiques. Ces 

différences entre lignes de précipité spécifiques et non spécifiques sont 

résumées dans le tableau suivant : ( tableau 15 ) 



Ligne de  p r é c i p i t é  spéc i f ique  Ligne d e  p r é c i p i t é  non spéc i f ique  

........................................ 
1 )  I d e n t i t é  avec l e  p r é c i p i t é  du 

sérum hyperimmun de  ré férence  

2) Ligne d e  p r é c i p i t é  é t r o i t e  
mince e t  dense 

l 3 )  Apparaît  en général en 24 h .  

4 )  Si tuée  e n  général  v e r s  l e  m i l i e u  
1 séparant  cupule d 'an t igène  e t  

cupule d e  sérum 

5 )  La l i g n e  d e  p r é c i p i t é  spéc i f ique  
p e r s i s t e  après  l e  lavage  

1 

6 )  Obtenue même après  d i l u t i o n  du 
sérum 

7) L 'adsorp t ion  du sérum avec de  l a  
r a t e  normale ne supprime pas l e s  ' 1 ignes spéc i f iques  

8 )  La l i g n e  de  p r é c i p l t é  non spéc i f ique  ne 
pas l a  l i g n e  de  p r é c i p i t é  du sérum h y p e r i m u  
d e  r é fé rence  

2) Ligne d e  p r é c i p i t a t i o n  l a r g e  e t  f l o u e  

3)  Apparaît  l e  p l u s  souvent en 48 h.  I 
4 )  Le p l u s  souvent t r è s  proche de l a  cupule où s 

t rouve l e  sérum 

5)  D i spa ra î t  en  généra l  au cours  du lavage par  
tampon b o r a t e  

6 )  D i s p a r a î t  e n  géné ra l  par  d i l u t i o n  du sérum 

7)  D i spa ra î t  en  t r a i t a n t  l e  sérum par  un e x t r a i  
de  r a t e  normale 

TABLEAU 15 

On peut indiquer  que : 

1 )  Le t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  en gé lose  e s t  absolument spéc i f ique  e t  v a l a b l e  pour 1 

d é t e c t i o n  de l'Anémie I n f e c t i e u s e .  C 
2) Les d i f f é r e n t s  c a r a c t è r e s  des  l i g n e s  de  p r é c i p i t é  on t  é t é  é t u d i é s .  

( 4  types d i f f é r e n t s  ). 

3) Les sérums pré levés  s u r  des  chevaux a t t e i n t s  d 'une forme chronique ou l a t e n t e  

donne une réponse p o s i t i v e  pendant t r e s  longtemps ! 
4 )  Le sérum pré levé  su r  des  chevaux à l a  phase a iguë  de  l a  maladie ne c o n t i e n t  

pas  d ' an t i co rps  p r é c i p i t a n t s  e t  ne f o u r n i t  pas  d e  l i g n e  de p r é c i p i t é .  



5) La différenciation entre ligne de précipité non spécifique et ligne de 

précipité spécifique est facilement réalisée grâce à la comparaison avec le 

système de référence constitué par le sérum hyperimmun anti-anémie infectieuse. 

3) Augmentat~on de la sensibilité de la réaction grâce à lvantigène liquide. 

a) Comparaison du pouvoir précipitant de Ilantigene liquide et de 

l'antigène solide, 

La comparaison du pouvoir précipitant de l'antigène constitué par de la 

pulpe splénique et de l'antigène liquide est représentée dans le diagramme 

suivant : 

1 )  Disposition antigène dans la cupule 

centrale 

A et C : antigène solide "S" 

B et D : antigène liquide "Lw 

2) Sérums de chevaux atteints dlA.I.E. 

Dilution de 1 / 2  au 1/25 

A et B :"solitaire1' Jument 

D et C : "Soisy" 



Ces résultats montrent que l'antigène liquide diffuse plus facilement 

que lVantigène constitué par de la pulpe splénique et qu'il fournit des lignes 

de précipité à des dilutions plus Importantes d'un même sérum. Ainsi avec le 

sérum Solit, Ifantigene de pulpe splénique fournit un précipité jusqu'à la 

dilution du sérum au huitième tandis qu'avec l'antigène liquide il fournlt ce 

même précipité jusqu" la dilution du sérum au quinzième. De même avec le sérum 

de Sois, lbntigène de pulpe splénique réagit jusquYà la dilution du sérum au 

quinzième tandis que lbntigène liquide fournit une réponse jusqu'à la dilution 

du sérum au vingtième a 

b) Détermination de la dose optimale antigène - anticorps ( titrage 

de 1 ' anti gène) . 

Afin de déceler la quantité la plus faible d'anticorps dans un sérum 

suspect, nous avons procédé à la détermination du titre de l'antigène qui permet 

encore d'obtenir une ligne de précipité avec une dilution importante d'un sérum. 

Pour ce faire, différentes dilutions de l'antigène et différentes dilutions de 

sérums ont été étudiées par la technique de l'échiquier. Les résultats obtenus 

sont portés dans les tableaux suivants (tableaux 16, 17 et 18 ) .  

Pur 

112 

1 /3 

114 
---------- 

........................................................................................ 

TABLEAU 96 = Titrage du sérum Sol. avec l'antigène liquide " Naud ". 

Antigène 

........................................................................................ 

Pur 1/2 113 114 1 1/5 1/15 1/12 1/6 1/8 1/10 



TABLEAU 17 = Etude du titrage du sérum Sois avec de l'antigène liquide "Naud" 

Sérum Pur 112 I l i 4  li8 1/12 1/16 1/20 1/25 

Antigène I .......................................................................................... 

TABLEAU 18 = Titrage du sérum Sol. avec l1antig2ne " poney II ". 

Remarque,- L'intensité des lignes de précipité a été appréciée en fonction d'un 

nombre de croix, 

n.f, = non fait 

Sur ees tableaux (16, 17 et 18) on constate l'existence de résultats 

correspondant au phénomène de zone, par excès de l'anticorps ou d'antigène fait 

classique pour précipitation avec les sérums de chevaux et les antigènes de nature 

protéique. Ainsi dans le tableau 16, on remarque que le sérum dilué au I/lOème ne 

fournit pas de précipité en présence de l'antigène pur, à cause de l'excgs 

dbntigène, tandis qu'il en fournit avec le même antigène dilué au 1/2 ou au 1/3. 

De même le sérum pur dilué au i / 2  ne provoque pas la formation de précipité en 

présence de 1"ntigène dilué au tiers à cause d'un excès d'anticorps cette fois, 



alors qu%p&s dibutlon du sérum au x/8è ou au 1/BOè, un précipité net apparaît, 

En fonctaon des résultats obtenus avec l'antigène provenant de ce cheval "Naud", 

nous avons retenu Pa d~lution la plus forte de l'antigène qui permette d'obtenir 

encore un précipité net, soit la dilution de l'antigène au demi dans ce cas. Cette 

dilution autorise un dépisrage de sérums contenant une faible quantité d'anticorps 

qui permettrait lsemploi de l'antigène pur ( cf, tableau N' 16). 

Il est possible grâce à des dilutions de l1antigZne liquide, d'introduire 

une appréciation quantitative de la valeur de l'antigène et d'aboutir à la stan- 

dardisation de la technique. 

TECHNIQUE DE MICRO-METHODE DE PRECIPITATION 

Les résultats obtenus lors de lVutilisation de la technique de micro- 

précipitation révèlent que cette technique est plus sensible que la technique 

classique évoquée ci-dessuso 

En utilisant une concentration d'antigène et immune sérum insuffisante 

pour donner une ligne de précipitation selon la technique classique, on obtient 

des résultats positifs selon la technique de micro-précipitation. 

Ainsi dans les dilutions ci-dessous des lignes de précipitation 

apparaissent entre : 

Antigène 

" Naud pur et immunesérum de référence "Sol" dilué au 1/20 

" diluéau142 II Il Il 11 11 11 " 1/32 
"Poney II" pur et immune " 

11 11 II II " 1/20 
" diluéau142 11 

II II II 11 Il " 1/25 

Aucune ligne de précipitation ne sont décelables sous les mêmes 

conditions dans la technique classique ( cf. tableaux 16 et 18 ) .  



CONCLUSION 

La technique de précipitation en gélose avec un antigène liquide d'origine 

splénique est simple, pratique et Spécifique. La nature liquide de l'antigène 

permet de réaliser un titrage et par suite de rendre la réaction plus sensible 

grâce à la determination de la dose optimale d'antigène permettant de déceler 

la plus faible quantité d'anticorps capable de donrier naissance à un précipité 

visible. 

La réaction de précipitation en gélose constitue un progrès considérable 

pour le diagnostic et le dépistage sur une grande échelle de l'anémie infectieuse 

des équidés, Elle autorise la réalisation d'une enquête épidémiologique, dont 

nous donnons ci-aprSs les premiers résultats, et permet la mise en oeuvre d'une 

prophylaxie rationnelle. 



La réaction dqhémagglutinatïon conditionnée s'est révélée beaucoup plus 

sensible pour la détection de faibles concentrations d'anticorps que le test de 

précipitation en gélose. Les globules rouges de moutons tannés puis sensibilisés 

par le virus de l'Anémie Infectieuse, sont agglutinés après mise en contact avec 

des sérums contenant des anticorps dirigés contre le virus de 1Qnémie Infectieuse 

Certains des résultats obtenus figurent sur le tableau suivant ( tableau 19 ) .  

Sérums de chevaux 1 Dïlution du sérum 1 Type de globules 1 . - - 
inf ectés ................................................ l 

1 ( A.I.E. ) 1 1/50 1 1/100 1 11200 1 1/400/ 1/800 1 1/16001 1/320 rouges utilisés 

Solit. 

Soisy 

Leucocyt . 
Vitast . 

+++ 74-9 ++ + - - globules rouges de 2 
mouton 

*++ ++ +* 9 + - - 11 Il 11 - 
+++ ++ 4- + - - - 11 11 Il - 
+++ ** -k + II II - - - Il 

+++ + "+ + * - - - - 

e 1 

Solit . ++++ ++++ +++ +++ rouges de 
h eva 1 

SY +Y++ +++ + + ++ + 11 11 II 

- ----------------- 

TABLEAU 19 

Les globules rouges de cheval se sont révélés plus sensibles que les 

globules rouges de mouton pour la détection des anticorps anti virus de l'Anémie 

Infectieuse, ainsi pour les sérums des chevaux Solit. et Sy, les globules rouges 

de mouton fournissent une réponse positive jusqu'à la dilution des sérums au 

11400 tandis que les globules rouges de cheval fournissent cette réponse jusqu'à 

la dilution des sérums au 1/16000 ème ( tableau 19 ) 



TABLEAU 20 - Hémagglutination conditionnée des globules rouges de mouton avec des 
sérums de chevaux normaux. 

xx - Le sérum de ce cheval a présenté une réaction non spécifique au test 
de précipitation en gélose. 

La plupart des sérums de chevaux normaux fournissent des résultats négatifs 

et n'agglutinent pas les globules rouges sensibilisés par le virus de l'Anémie 

Infectieuse, mais cependant, nous avons rencontré parfois, quelques hémaggluti- 

nations non spécifiques à des titres relativement faibles ( tableau 20 ) .  





Résultats : 

A ) POUVOIR ALLERGENE 

24 h, après l'injection d'antigène Anémie IrîEectieuse non chauffé à la 

dose de 0,1 ml par voie intradermique, la diamètre de la réaction était de 3,9 cm 

tandis que l'injection d'une même quantité de suspension préparée à partir d'une 

rate de cheval normal n'entrainait aucune réaction. L'injection d'antigène Anémie 
-2 Infectieuse chauffé à 60' pendant 1 h. et dilué IO-', 10 , 1 0 - ~  et  IO-^, fournit 

une réaction aux trois premières dilutions mais non à la quatrième, comme le 

montre le tableau suivant. Par ailleurs l'injection d'extraits de rate normale 

traités dans ces mêmes conditions n'entraîne aucune réaction ( photo 7 et 

tableau 21 ) .  

............................................................................. 
Pur 1/10 l/loo 1 1/1000 1 1/10 000 1 

............................................................................. 
Non chauffé 

TABLEAU 21 - Diamètre de la réaction allergique en cm à la suite d'injection d'antigène 
d'anémie infectieuse. 

Antigêne chauffé à 60°C pendant 1 heure 

Epaisseur 
de la,peau 
avant inj ec . 

1 

Oy9 097 oy6 oy6 oy6 



Photo N" 7 - Cheval SY infecté chronique, ayant reçu 0 , l  ml d'antigène Anémie 

Infectieuse par voie intradermique 

24 h. après injection, on constate une réaction très importante. 



2ème Expér ienc e ------- ------- 

Lkntîgène Anémie Infectieuse chauffé à 60" pendant 1 heure et dilué au 

E/5ème et au î/lOème, fournit une réponse positive chez la jument Solit., comme 

le montre le tableau suivant ( tableau 22 ) 

------------------------------.------------------------------------------- 

Temps T Dilution au 1/10 Dilution au 115 1 -------------- ........................................................... 

TABLEAU 22 - Diamètre de la réaction allergique en cm de la jument Solit. 

......................................................................................... 

3ème Expérience ------- ------- 

Suspension de rate Antigène A,I, Suspension rate 

L'injection au cheval Sy et à la jument Solit., d'extraits de 10 rates 

provenant d'animaux normaux, extraits chauffés à 60'~ pendant 2 heures et 

dilués au 1/15, administrés par voie intradermique à raison de 0,l ml n'entraine 

aucune réaction allergique comme le montre le tableau suivant ( tableau 23 ) .  

Antigène A.I. 

0,4 
Epaisseur de 
peau avant 
inoculation 

1 

0, 3 

normal e normale 1 



____-__-______--------- ................................................................. 
Nd des extraits Epalsseur de la peau en cm 

de ratas '----------------------------------------------------------------- 

Avant inoculation 1 Après inoculation 
_._______________-------------------------------------------------------------------------- 

2 O, 3 0,3 

3 O, 4 O, 4 

5 O, 3 0,3 

6 0, 4 0, 4 

7 O, 4 O, 4 

8 O,3 0, 3 

9 O, 4 O, 4 

1 O 0,3 O, 4 

L d O, 3 O, 4 

B 2 O, 4 0,s 
......................................................................................... 

TABLEAU 23 

4ème Expérience ------- ------- 

Deux poneys sains reçoivent par voie intradermique O,l ml d'antigène 

Anémie Infectieuse non chauffé et non dilué. Cette inSection n'entraine aucune 

réaction, Il en es6 de même pour une suspension préparée à partir d'une rate 

normale, 3 autres poneys sains ayant reçu 0,2 ml d'antigsne Anémie Infectieuse 

traitée par l'éther, n'ont également montré aucune réaction. 

En conclusion de ces quatre expériences, on peut conclure qu'il 

existe une hypersensibilité chez les chevaux infectés d'Anémie Infectieuse et 

en phase chronique, hypersensibilité révélée par lsînjection intradermique 

d'antigène Anémie Infectieuse, Ces mêmes chevaux ne présentent aucune réaction 

lors d'injection d'extrait de rate normale, Par ailleurs les anlmaux sains ne 

réagissent pas à l'injection d'antlgsne Anémie Infectieuse. Les réactions obtenui 



chez les anLmaux ~ntectés par le virus dlAnémle Infecrïeuse apparaissent en 

18 à 24 ho 11 ne s'agie done pas d'une hypersensïbilité du type immédiat. Les 

expériences séabnsées en vue de déterminer l'existence éventuelle d'une 

hypersensibilité du type Arthus par transmission au lapin se sont soldées par un 

échec. 

L'influence des divers procédés retenus pour inactiver le virus, sur le 

pouvoir révélateur de l'antigène peut être résumé de la façon suivante : 

1'- Action de l'éther et de la chaleur sur le pouvoir révélateur de 

1' allergie. 

L'antigène dilué au 1/10, chauffé pendant une heure à 60°c, et traité 

par l'éther pendant 15 mn fournit une réaction allergique mais moins importante 

que celle entrainée par l'antigène non traité, Par ailleurs, l'antigène chauffé 

pendant 2 heures entraZne une réaction plus faible que celle provoquée par 

l'antigène chauffé pendant une heure comme le montrent les résultats portés 

dans le tableau suivant ( tableau 24 ) 



Ant igène Diamètre de réaet~on allergique en cm 

..................................... 
24 h 48 h. 1 12 h. 

94 
1 )  Antngene A,P chauffé I h a  à 

60 et t r a i r e  à %"éther 

2) Suspension de rate normale 
chauffée B h à 60" et 
traitée à l'éther 

3) Antigène A I chauffé I h 
à 60 

4) Suspensaon de rate normale 
chauffée % h à 60" 

5) Antigène A,T chauffé 2 h à 60" 

6) Suspension de rate normale 
chauffée à 60" pendant 2 h o  

Sy : - 
++ 1 )  Antigène A r I o  chauffé 1 h 

et traité à l'éther 

2) Suspension de rate normale 
chauffée 1 h à 60" et 
traitée à l'éther 

3) Antigène A,Z chauffé î h à 60° 

4) Suspension de rate normale 
chauffée B h. à 60' 

5) Ant iggne A. 1 chauffé 2 h à 60" 

6) Suspension de rate normale 
chauffée 2 h à 60" 

TABLEAU 24 - Etude de l'action du chauffage et de l'éther sur le pouvoir révélateur de 

l P  allergie de P ' antigene 
++ - Sur ce tableau, on constate que 15ntigène A,I,E. chauffé et traité à l'éther 

/::',-:* fournissent une réponse positive chez la jument " Solit ." et le cheval "Sy" . 
I , $ x i  



2 ) Action de %a formaldéhyde et de la glyeéraldéhyde sur le pouvoir 

révélateur de 9 a l l e n g n e  de l'antigène. 

Le traitement de l'antigène par la formaldéhyde et la glycéraldéhyde 

a détruit une grandepartie du pouvoir révélateur de l''allergie que possédait cet 

antigène, somme le montrent les résultats portés dans le tableau suivant : 

( tableau 25 ) 

Antigène Epalsseur peau Diamètre de la réaction allergique 
avant inoeulat * 

24  h. 48 h. 72  h .  

Antig. A,I, traité 

Ra te normale traf tée 

2 )  Solitaire 

Antigène A,I traité 

Rate normale traitée 

........................................................................................ 

TABLEAU 25 

CONCLUSION : 

A partir des résultats obtenus, il semble que le chauffage de llantigSne 

pendant 1 heure à 60°C suivi d b n  traitement par l'éther, donne des résultats 

satisfaisants permettant d'inactiver le virus tout en conservant le pouvoir 

révélateur allergique de Ifantigène.( tableau 24 Nul et 2 en Solitaire et Sy ) 

Noter que le virus de l1ALI0E, est sensible à l'éther (80), voir page 169. 





CINETIQUE DE LA REPONSE SEROLOGIQUE A L'INFECTION 

Nous avons étudié la cinétique de Pa réponse sérologique par la technique 

de précipitation en gélose. Il a été possible de déterminer la date d'apparition des 

anticorps précipitanfs après l'infection et par ailleurs la persistance et I'évolu- 

tion de ces anticorps au cours de l'infection chronique. 

A) DETERMINATION DE LA DATE D'APPARITION DES ANTICORPS PRECIPITANT APRES L'INFECTION 

Un poney a reçu 0,1 ml de virus de l'Anémie Infectieuse, souche Wyoming 

par voie intradermique. Il a présenté une première crise d'Anémie Infectieuse, 

13 jours après inoculation avec hyperthermie à 41"2, la seconde crise est apparue 

5 jours après la première et la fièvre a atteint 41"4, enfin une troisième crise 

a entrainé la mort de l'animal. ( cf. courbe de température) (figure 7). Les 

résultats de l%tude des prélèvements de sérums effectués sur ce poney au cours 

du temps, sont les suivants : aucune ligne de précipité ni aucune inhibition 

de la ligne témoin du sérum positif de référence voisin n'a été enregistrée 

pour tous les échantillons prélevés avant la première crise de l'animal 13 jours 

après l'infection. 

La première ligne de précipité est apparue au 21ème jour après l'infection 

c'est-à-dire 8 jours après le premier pic hyperthermique. Le sérum prélevé au 

18ème jour après l'infection, c'est-à-dire 6 jours après la première crise entraine 

une inhibition légère du sérum témoin de référence placé à côté, cette modifica- 

tion de la ligne de précipité du témoin positif de référence est l'indice de la 

présence d'une faible quantité d'anticorps dans le sérum du poney au 19ème jour 

( figure 7 ) et ( tableau 26 ) .  



L'ensemble des résultats est porté dans Be tableau ci-dessous (tableau 26) 

Jours apoês lainfection Jour par rapport Appréciat, 
en croix 

à l'hyperthermie Aspect de la ligne de précipîté de la réact 
inat iaPe deprécipit, 

--_---___--____-_-----------------------------------------------------------------------. 

ler jour 
B[lème jour 
15ème jour 
l7ème jour 
19ème jour 

21ème jour 
23ème j our 

absent - 
absent - 
absent - 
absent 

pas de ligne de précipité mais 
tion de la ligne du témoin positif 

positif 
positif 

TABLEAU 26 

B) EVOLUTION DES ANTICORPS PRECIPITANTS 

L'évolution des anticorps précipitants chez les chevaux infectés par le 

virus delQnémie Infectieuse a été étudiée grâce à des prélèvements effectués 

sur des chevaux à différentes phases et sur un même cheval sur des prélèvements 

réguliers au cours de la maladie. 

1) Sérums de chevaux infectés en phase suraiguë 

Les sérums des chevaux et des poneys destinés à la préparation de lPantigè 

et qui avaient reçu une forte dose de virus Wyoming ont été prélevés le 9ème Jour 

après l'infection, au COUPS de la phase suraiguë le Jour du sacrifice. De même le 

sérum de 2 chevaux a été prélevé au cours du premier accês de fièvre. Tous ces 

sérums ont fourni une réponse négative avec llantigZne dans le test de précipita- 

tion en gélose 



a 
(h 
O 
P. 
a 
Ci. 



Jours après l'infection 

l ~ i g u r e g b :  Cinétique d'apparition des anticorps dans les sérums de chevaux atteints dWnémie Infectieuse. 



2) Sérums des chevaux infectés en phase subaiguë 

Tous les sérums étudiés fournissent une ligne de précipité 

avec 1"ntigène. Les caractères des lignes de précipité dépendent de la quantité 

d'anticorps existant dans le sérum, 

3)  Sérums de chevaux infectés de façon înapparente ou atteints 

de la forme chronique, 

Les échantillons de sérums prélevés sur un cheval ayant présenté 

3 crises d'Anémie Infectieuse en 1966,puis passé à l'état d'infection inapparente 

se sont révélés positifs respectivement 3 mois et demi, 3 ans et 8 mois, 4 ans et 

3 mois après la dernière crise. Pendant toute cette période de latence, les 

sydéroleucoytes ont constamment fait défaut chez le cheval bien que l'infection 

persiste puisquvil a été possible de retransmettre la maladie à un cheval sain par 

inoculation d'un litre de sérum 2 ans après la dernière crise. Par ailleurs, le 

sérum d'une jument " Solitaire " infectée de façon inapparente dans des conditions 

expérimentales est resté positif depuis Juin 1967, soit près de 4 ans. Tous les 

sérums de chevaux ayant fourni une première réponse positive se sont montrés 

ultérieurement capables de donner une réponse positive au test de précipitation. 

Par suite, il nous semble que les anticorps précipitants persistent dans les sérums 

des chevaux infectés pendant toute la durée de l'infection de l'animal, c'est-à- 

dire vraisemblablement pendant toute leur vie ( figure 7 B ) .  





APPLICATION DU DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE A UNE ENQUETE EPIDEMIOLOGIQUE 

EN FRANCE 

Après avoir mis au point un test de précipitation en gélose à 

base d'antigène splénique liquide, nous avons entrepris un sondage épldémlologique 

sur les chevaux français. Dans les lignes qui suivent, nous exposerons les 

résultats obtenus au cours de cette enquête. 

A) ANIMAUX SOUMIS AU SONDAGE EPIDEMIOLOGIQUE 

Nous nous sommes adressés à des chevaux provenant de diverses réglons 

de France, de race et d'utilisation différentes, apparemment sains ou malades 

ettantretenus dans des effectifs d'importance très variée. 

On peut distingues trois catégories pour les sérums étudiés : 

- ceux provenant d'effectifs en général importants et soumis 
en totalité ou en partie au test de précipitation. 

- ceux envoyés à des fins de diagnostic au cours de ces 

dernières années et qui ont été soumis au test de précipitation après une conser- 

vation B - 30°C d'une durée variant entre 5 ans et quelques mois, 

- enfin ceux reçus récemment pour diagnostic ou à la suite d'une 

lettre circulaire envoyée aux vétérinaires sp&cialistes du cheval exerçant dans 

les départements où 1e cheptel équin est fortement représenté. 

1" - Résultats ---------- portant sur des effectifs de chevaux, 

Six effectifs ont été étudiés et BO24 sérums soumis au test de précipitation. 

Les résultats globaux sont rassemblés dans le tableau N' 2 7 -  



A l a  l e c t u r e  de ce  tab leau ,  on c o n s t a t e  que l e  pourcentage d ' i n f e c t ~ o n  

pas  Pe v i rus  de  l ' anémie  sn fec t i euse  v a r i e  dans de t r è s  grandes propor t ions  

se lon  l e s & f e c t ~ f s  : de O à 58 p ,  c e n t .  

Les e f f e c t i f s  N" 1 e t  2 sont  indemnes. L ' e f f e c t i f  N o  3 semble avo i r  é t é  

i n f e c t é  de façon a c c i d e n t e l l e .  Le seulcheval  r éag i s san t  a  é t é  a b a t t u .  

Les e f f e c t i f s  4,  5  e t  6  sont i n f e c t é s  de féçon p lus  marquée. ( Les mesures 

adéquates ont  é t é  p r i s e s  par  l e s  s e r v i c e s  v é t é r i n a i r e s  en accord avec l e s  proprié-  

t a i r e s  pour a r r ê t e r  l a  propagation de l ' i n f e c t i o n  e t  supprimer l a  source de v i r u s )  

Une p a r t i e  des  chevaux des e f f e c t i f s  5 e t  6  ont é t é  soumis à deux prélève-  

ments à t r o i s  mois d ' i n t e r v a l l e  ( j u i n  e t  septembre 1971 ) .  

Les r é s u l t a t s  sont  por tés  dans l e s  t ab l eau  N o  28, 28 "b", 29 e t  30. 

Dans l ' e f f e c t i f  N' 5,  tous  l e s  chevaux a  s é ro log ie  p o s i t i v e  en j u i n  e t  

soumis à un prélèvement en septembre ont  fou rn i  une réponse p o s i t i v e .  Sur l e s  

31 chevaux à s é r o l o g i e  néga t ive  ou douteuse en  j u i n ,  6  ont répondu posi t ivement  

en Septembre. 

----------------- 
E f f e c t i f  N o  1 

E f f e c t i f  No 2  
----------------- 

E f f e c t i f  N' 3 
----------------- 

E f f e c t i f  Nu 4 

E f f e c t i f  N o  5  
----------------- 

E f f e c t i f  No 6  ----------------- 

Examens e f f ec tués  R é s u l t a t s  p o s i t i f s  Pourcentage de  che- 
..................... ........................ vaux i n f e c t é s  parmi 

Sérums chevaux chevaux l e s  chevaux é t u d i é s  

O O 
-------------.---------------------- 

O O 
-------------.---------------------- 

1 0,4 % 
................................... 

24 (+8) 14,4 % 
----------------------------------. 

25 46,6 % 
----------------------------------. 

84 58,5 % 

TABLEAU N o  27 

6 Voir page su ivan te  ) 



Eésultats du dépistage de I anémie snfectreuse des équudés par examen des sérums 

à l'aide du test de précipatation en gélose dans des etfecr~fs équins, Le chiffre 

placé entre parenthese n'a pas é t é  retenu pour caleuker Pe pourcentage d'infection 

de Etef£eetif N" 4 car IX correspond à 8 chevaux infectés sur 10 en instance 

dkachat, qui étaient isolés et n'ont pas été ïntrsdbits dans lveffeetif à Pa suite 

de la réponse sérologique, 

Nombre de Chevaux r 

fournissant un résultat E Juin 1974 Septembre 197 1 

.-------------------------------- 

Posîtif % 9 B 6 

............................... ........................... 

Négatif 3 O 25 

............................... ............................ mm-------------------------- 

Dout eux 4 O 

............................ ............................ 
Total 5 3 4 1 ............................... ............................ --------------mm------------ 

Tableau No 28 - Résultats du test de précipitation effectué en Juin et en 
Septembre 1971 sur des sérums de l'effectif Ne 5, Douze sérums 

étudiés en juin ne l'ont pas été en septembre, 

Résultats sérologiques 
en Juin 1971 

............................... 
- 

............................... 
9 

Résultats sérologiques Nombre de chevaux 
en Septembre 1971 

,---------------------------- -----------mm--------------- 

- 2 5 
.---------------------------- ............................ 

9 1 O 

Dout eux I 9 ! 3 
. ........................................................................................ 

Tableau N" 28 "b" - Comparaison des résultats obtenus sur 41 chevaux de l'effectif 

N* 5 soumis au test de précipitation en juin et en septembre 1971" 



........................................................................................... 
i 

Nombre d e  chevaux Juin 1971 b Septembre 197 i 
i 

f o u r n i s s a n t  un r é s u l t a t  L I 
I ....................... ---------------------------me- 

premier  groupe 7 i 6 
....................... .............................. 

deuxième groupe 24 5 9 

....................... .............................. 
premier  groupe 19 10 

------------mm------------- ....................... .............................. 
deuxième groupe 4 3 2 6 

....................... .............................. 

t douteux deuxième groupe 1 1 3 
.................................... ....................... .............................. 

T o t a l  1 94 
114 

............................................................................................ 

Tableau N a  29 - R é s u l t a t s  du t e s t  d e  p r é c i p i t a t i o n  e f f e c t u é  e n  j u i n  e t  e n  

septembre 1971 s u r  d e s  sérums d e  l ' e f f e c t i f  N O  6 p a r t a g é  e n  

deux groupes é l o i g n é s  d e  p l u s i e u r s  kms, S e u l s  Y4 sérums dans  l e  

premier groupe e t  51 sérums dans l e  second o n t  é t é  é t u d i é s  deux 

f o i s ,  



Résultat s6rslsgique Résultat sérologique Nombre de chevaux 
en juin 194 1 en Septembre 1 9 9 1  ................................... 

Groupe N Y Groupe N" 2 
------------------------- ---------------- ------------------- 

- - 4 'd 6 
......................... -----------=-mm- ------------------- 

* 9 3 19 

......................... ---------------- ------mm----------m 

- * a 12 

......................... ------------mm-- ------------------- 

douteux t; O 1 
....................... -------me---------------- ---------------- --------mm---------- 

- dout eux O 3 

.......................................................................................... 

Tableau No 30 - Comparaison des résultats obtenus sur les 14 chevaux d'un groupe 
et les 51 du deuxième groupe composant l'effectif No 6, avec le 

test de précipitation en juin et en septembre 1 9 7 1 .  

Comme pour l'effectif NO 5, tous les chevaux à sérologie positive de 

l'effectif N O  6 qui ont fourni du sang une seconde fois ont été trouvés positifs. 

Dans le groupe 1 ,  sur 1 %  chevaux à sérologie négative en Juin, 7 ont 

donné une réponse positive en septembre. 

Dans le groupe 2, sur 32 sérums à sérologie négative ou douteuse, 16, 

soit la moitié, sont devenus positifs ou douteux, 

Ainsi en 3 mois, 20 chevaux sur 40 de l'effectif N" 6 ont vu leur sérologie 

devenir positive. Il est vraisemblable que ce haut taux de conversion sérologique 

au cours dbne période de 3 mois est lié à la saison estivale favorable à la 

pullulation des arthropodes dont on sait qu'ils représentent le " mode habituel" 

de transmission du virus de l'anémie infectieuse. La détermination du taux de 

conversion sérologique au cours d'une même période, mais en hiver, devrait 

confirmer cette hypothèse. 



2"- Résultats des examens des sérums conservés au congélateur ................................................. ------- 

7'73 sérums conservés à - 3 0 " ~  ont été soumis au test de précipitation en 
gélose. Ils provenaient de chevaux arteints ou suspects de différentes maladies 

et tout spécialement de grippe et de rhinopneumonie. 

Seuls 5 d'entre eux ont fourni une réponse positive, 

Une enquêf~ rétrospective nous a permis d'apprendre que ces sérums prélevés 

en Janvier et Février 1966 provenaient de 5 chevaux morts ou abattus au cours de 

l'enzootie dPanémîe infectieuse de 1966 qui a été à l'origine de nos recherches 

sur cette maladie (36). 

5 ans a posteriori est donc confirmé, grâce à un test dont nous ne dispo- 

sions pas en 1966, le diagnostic d5némie infectieuse qui n'étaik que soupçonné 

pour ces 5 chevaux eomme le font ressortir les commémoratifs reçus à l'époque 

pour 3 d'entre eux provenant de 3 écuries différentes : 

Cheval N B  1 : sérum prélevé le 26 janvier 1966 : " hyperthermie en trois 
épisodes depuis novembre 1965, amaigrissement, discrets signes hépatiques, anémie 

( 4 millions de globules rouges par mm3)". Cheval sacrifié le 27 janvier 1966. 

Cheval N o  2 : sérum prélevé le 8 février 1966 : " Episodes fébriles 
graves et durables à deux mois d'intervalle, anémie discrète." 

Cheval No 3 : sérum prélevé le 12 Février 1966 : " Plusïeurs épisodes 
fébriles durables depuis l'automne, anémie discrëte ( 7.000.000 de globules 

rouges au mm3)". 

3'- Résultats eortant sur les sérums reçus récemment ---------- ........................ ------------ 

Nous avons reçu 516 sérums envoyés par une trentaine de confrères et 

provenant de chevaux sains ou atteints de différentes maladies précises ou mal 

définies : gourme, lymphangite, synovite, grippe, emphysème, fatigue ... 
Un seul sérum a fourni une réponse positive. 



B) RELATION ENTRE L3ES RESULTATS DU TEST DE PRECIPITATPON ET L'EXPRESSLON CLINIQUE 

Bans l e s  csnd1t i3ns  expér imenta les ,  l a  r e a c t n o n  d e  p r é c n p i t a t i o n  e n  

g é l o s e  d e v i e n t  p o s l t s v e  e n  moyenne, 20 2 30 Jouxs  a p r e s  l ' i n o c u l a t i o n .  On d é c è l e  

t o u t  d b a b o r d  une f a r b l e  q u a n t i t é  d ' a n t i c o r p s  p r é c i p i t a n t s ,  i n s u f f i s a n t e  poué 

f a i r e  a p p a r a î t r e  une Pigne de  p r é c i p i t é  mais c a p a b l e  d e  provoquer une i n f l e x i o n  

d e  l a  l i g n e  de  p r é c i p i t é  du sérum de  r é f é r e n c e  v o i s i n .  P u i s  l a  q u a n t i t é  d ' a n t i -  

c o r p s  augmente e t  on v o i t  a p p a r a î t r e  a l o r s  une lngne d e  p r é c i p i t é .  

Poua t o u s  l e s  chevaux s u s p e c t s  e t  malades  d e p u i s  peu de  temps, nous avons 

demandé un nouveau prélèvement  d e  sérum espacé  d e  Y0 à 15 J o u r s  du p r é c é d e n t .  En 

p r é s e n c e  d ' u n  cheva l  q u i  p r é s e n t e  des  symptômes d e p u i s  15 J o u r s  e t  d o n t  l e  sérum 

f o u r n i t  une réponse n é g a t i v e  au test  de précipitation, on peut  é c a r t e r  avec  une 

q u a s i  c e r t i t u d e  l ' h y p o t h è s e  d 5 n é m i e  i n f e c t i e u s e  e n  t a n t  que c a u s e  d e  l a  malad ie  

o b s e r v é e ,  

Les sérums d e s  chevaux a t t e i n t s  d e  m a l a d i e s  l e s  p l u s  d i v e r s e s  n e  répondent  

p a s  au t e s t  d e  p r é c i p i t a t i o n  en  g é l o s e  avec l ' a n t i g è n e  anémie i n f e c t i e u s e .  En 

revanche,  d e s  chevaux apparenunent en  p a r f a i t e s a n t é  peuvent  f o u r n i r  un r é s u l t a t  

p o s i t i f .  La q u a s i  t o t a l i t é  d e s  sérums q u i  s e  s o n t  r é v é l é s  p o s i t i f s  e n t r e  nos  

mains p rovena ien t  d 'animaux ou d ' e f f e c t i f s  pour  l e s q u e l s  à aucun momen&l'hypothèse 

d 'anémie i n f e c t i e u s e  n s a v a l t  é t é  évoquée ( m i s  à p a r t  l e s  5 sérums s i g n a l é s  p l u s  

h a u t ) ,  

Tout au p l u s  peut-on t r o u v e r  dans c e r t a i n s  e f f e c t i f s  une t r è s  l é g è r e  

d i f f é r e n c e  d a n s  l s é t a t  d e  s a n t é  d e s  animaux p o r t e u r s  ou indemnes d ' a n t i c o r p s .  

A i n s i  dans  l ' e f f e c t i f  Ne  6 ,  l o r s  d e  l a  p remiëre  s é r i e  d e  pré lëvements  e n  J u i n  

1971, l e  pourcentage d e s  chevaux " f a t i g u é s  " parmi l e s  chevaux f o u r n i s s a n t  'une 

r é p o n s e  p o s i t i v e  é t a i t  s u p é r i e u r  ( 20 p .  c e n t  3 à c e l u i  s i m i l a i r e  parmi l e s  

chevaux dépourvus d ' a n t i c o r p s  ( 10,5 p ,  c e n t  ) ( c f .  t a b l e a u  No 31 ) .  



Nombre d'animaux 
éfudigs 

Nombre d'animaux Nombre d'animaux Pourerntage 
en bonne santé 1 1  fatigués " animaux fbtïgués 

animaux safns 

Réponse 
négative 

Réponse 
positive 

Tableau N' 30 - Etude de la rela%îon existant entre la réponse au test de précipitation 

en gélose et I%xpression clinique lors du prélèvement du juin 1971 sur 

l'effectif No 6 ,  

Ainsi en France, à l'heure actuelle, il semble que 116némie infectieuse 

maladie, soit absente et que seule évolue l'anémie infectieuse, infection inap- 

parente décelable uniquement par examen sérologique. 

C) RAPPORT ENTRE L'HYPERIMMUNISATION ET LA POSITIVITE DES REACTIONS 

Pour conduire notre étude nous nous sommes adressés à des effectifs de 

chevaux placés dans des conditions sensiblement identiques' ' 

à des hyperimmunisations contre 

divers antigènes, Le tableau 32 résume les constatations faites dans trois de 

ces effectifs ( N" 3, N" 5, N' 6 

On note chez les chevaux producteurs de sérum anti type A un taux de 

15,8 p. cent et chez les chevaux hyperimmunisés avec l'antigène G 51,7 p. cent 

de réactions positives. Ces constatations pourraient conduire à présumer de 

l'influence de l'hyperimmunisation et du type de l'antigène employé sur les 

résultats obtenus. En effet, si l'on compare les effectifs entre eux, il est 

intéressant de noter que pour l'effectif N" 3 le taux des animaux hyperimmunisés 

avec l'antigène A et à réaction positive est de O p. cent alors qu'il atteint 

28,9 p. cent pour l'effectif NO 6. De même l'hyperimmunisation avec l'antigène G 

se traduit pour l'effectif N> 3 par un taux de réagissants de O p. cent alors 

qu'il s'élève à 68,1 p. cent dans l'effectif N" 5, 



D) ISOLEMENT DU VIRUS A PARTIR DE CHEVAUX INFECTES DE FACON INAPPARENTE 

Les r6sultats pos~tifs de toute cechnique séroîoglque doivent être 

confirmés, au m&ns au moment de la mise au point du test, par l'isolement de 

l'agent Infeêtseux, surtout en 1"absence de toute maladie décelable. 

Les preuves de la spécif~cité antigénique du test de précipitation en 

gélose ont été apportées au laboratoire, notamment par laétude de différents 

couples antigene-anticorps qui ont montré l'absence de communauté antigénique 

entre le virus de l'anémie infectieuse et d'autres agents pathogenes pour le 

cheval eonune le virus de lVartérite à virus, Streptococcus equi, ainsi que par les 

techniques d'absorption. 

La démonstration a été complétée par l'isolement du virus à partir de 

sérum de chevaux apparemment sains, maïs porteurs d'anticorps et par la reproduction 

expérimentale de la maladie. 

Un poney a reçu par voie veineuse, en deux Jours, 2 litre3 d'un mélange 

de 500 ml, de sérum de quatre chevaux apparemment sains et ayant fourni une 

réponse positive au test de précipitationo Les résultats de cette inoculation 

sont rassemblés sur la figure N" 8 page 145 . Sur ce dernier, on peut constater 
que le poney a présenté trois crises d'hyperthermie dont la dernière lui a été 

fatale, L'évolution du nombre d'hématies, l'apparition des sidéroleucocytes et 

la conversion sérélogique associées au tableau clinique permettent de conclure 

à l'isolement de virus de l%némie Infectieuse à partir de chevaux apparemment 

sains. 
I . . *  ,,.CI C 

"> .. + -L 

La maladie a été transmise en série à un autre poney par inoculation de 

sang prélevé la veille de la troisième crise. 



. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ............................ 
Sérum hyper i m n  i Nb. de sérums par effecrîf Nb. de sérums positifs 
étudiés de sérums l par effectif 

+ TABLEAU N" 32 
Ces lettres A, B,.,. etc représentent les  noms des sérums 



E) ETUDE DES DIFFERENTS FACTEURS EPIDEMIOLOGIQUES 

De l'ensemble des facteurs épidémiologiques de l'anémie infectieuse 

dont le test da précipitation en gélose permet de découvrir des aspects nouveaux, 

on peut évoquer quatre d'entre eux : l'âge, le sexe, la durée du séjour et la 

place dans l'écurie, c'est-à-dire l'évolution en fonction du temps et de l'espace. 

Le diagramme représentant la distribution de l'âge des animaux infectés 

parmi les animaux contrôlés dans l'effectif No 6 est porté sur la figure- No 9 

page 146 . On peut y constater une distribution assez régulière de l'infection 
quel que soit l'âge des animaux, La plupart des chevaux de onze ans et davantage 

sont Infectés, Cependant paradoxalement on peut constater que le cheval le plus 

vieux, âgé de 24 ans, fournit une réponse négative alors que le chaval le plus 

jeune, âgé d'un an répond de façon positive. 

Dans ce même effectif N" 6, les pourcentages d'infection des mâles 

et des femelles sont respectivement de 56 et de 61,3 ce qui pekmet d'affirmer 

lkbsence d'influence du sexe sur la sensibilité à l'infection inapparente dans 

cet effectif. 

Pour certains effectifs équins, nous avons pu obtenir la date d'introduction 

de chaque cheval et l'emplacement dans les écuries. 

L'étude de la répartition des chevaux à sérologie positive dans la liste 

chronologique et dans les écuries permet de conclure très rapidement à l'importance 

primordiale de la disposition dans l'espace et secondaitement au rôle du temps de 

séjour dans l'effectif infecté. 



Ainsi l'effectif N' 4 ( cf, tableau No 27  ) est divisé en troi 

groupes entretenus dans des bâtiments situés à une vingtaine de km de distance 

les uns des autres. Toutes les réactions positives ont été enregistrées sur l k n  

seulement de ces trois groupes tandis que les deux autres étaient indemnes. 

Dans l'effectif N* 5 les chevaux sont séparés en deux écuries 

très proches l'une de l'autre. L'ordre chronologique d'arrivée des chevaux dans 

chacune de ces deux écuries et leur état vis à vis du virus de l'anémie înfectie 

sont rapportés dans le tableau No 33,  

La lecture de ce tableau permet de constater aisément la très 

forte dif f ére&e dans le degré d' infection des deux écuries pourtant contigues. 

Tousks chevaux de la première écurie sont infectés à l'except 

des deux derniers introduits en juin 1971, après le premier prélèvement, et qui, 

Octobre, etaient encore dépourvus d'anticorps. 

Cependant, pour 4 des chevaux de cette première écurie, l'infe 

tion semble être récente puisque la réponse incertaine ( 3  chevaux) ou négative 

( un cheval) en juin 1971 était devenue positive trois mois plus tard, en septem 

1971. 

~a seconde Bcurie était complètement indemne en Juin 1971. 

L'infection a atteint au cours de l'été deux chevaux dont le sérodiagnostic est 

devenu positif l'un en septembre, l'autre en octobre. Ces deux chevaux faisaient 

partie de l'effectif depuis des temps très différents, un an pour l'un, près de 

5 ans pour l'autre ( tableau N O  33 ). En revanche, ils étaient tous deux placés 

près de la porte de l'écurie. 

Ainsi le risque d'infection d'un cheval dans une écurie fortem 

infectée est très élevé. Dans une écurie en début d'infection, le risque semble 

davantage lié à la place dans l'&curie qu'à l'ancienneté dans l'effectif. 



............................................................................................ 
Date d'arrivée 
des chevaux 

Ecurie N" 1 Ecurîe N" 2 

............................................................................................ 

1964 1 Positif 1 
1965 1 1 Négatif ........................................................................................... I 
1966 Y Négatif en juin 1971  

Positif en septembre 
-------------------___I.-------------------------------------------------------------------- 

1969 Posit~f 
Positif 
Posbtaf 
Douteux en ~ u i n  1971, Positif en 
septembre 71 
Positif 
Positif 
Positif 
Positif 
Positif 
Douteux en Juin 3971, positif en 
septembre 71  
Posi tif 
Douteux en Juin 71, positif en 
septembre 71 

........................................................................................... 
i 970 Positif 

Positif 
Négatif en juin 71, positif en 
septembre 71 
Positif 
Positif 
Positif 
Positif 

1971 

Négatif 
Négatif 
Négatif en juin et sept. 71 
positif en octobre 71 
Négatif 
Négatif 
Négatif 
Négatif 
Négatif ........................................................................................... 

_-_-_---__----_----------------------------------------------------------------------------. 

'ableau N" 3 3 . -  Chronologie d'arrivée des chevaux dans les deux écuries de l'effectif NOS 
et résultats du test de précipitation en gélose. Chaque point correspond à 
un cheval.  La place dans l'écurie ne correspond pas 2 l'ordre d'arrivée 

Absent en juFn 71, négatif en septembre 
et octobre 71 
Absent en juin 71, négatif en Septembre 
et octobre 73 

Négatif 
Négatif 
Négatif 



En ~ana lus îon ,  l'emploi du test de pr6cipi ta t fsn en gélose 

dans l e  diagnostic ou le  dgplstage del'an3mie infecrieuse a mis en lwmi%ère 

1' importance jusqui alors însoupçonn6e de 1 ' in fec t  ion inapparente des ehuvaux par 

ce  vi rus  et  au tor i sa  une plus grande e f i l c k c i t e  des  mesures de prophylaxie, 

Ces résultats de lknquGte épldhiqfogique r&v%lent un faible 

taux g6nGral d ' l t tfection mur des a6r3lms p r i s  au hasard dans de nûmbret3ses écarir 

e t  l 'existence d ' e f f e c t i f s  plus touchGs, 

Fîgrure M" 8,- E v ~ l u t i o n  de l a  tempGrature, des anticorps antz AIE,  des nombres 

de  globules rouges e t  de. sid6rolmc-oeytes chez un p n e y  inaculij. awec du sérum 

prmenant de  c h ~ v m x  sa ins  fournissant une r&ponrsie p ~ s f t i v e  au test de précipi- 

f a i t e  au jour O, Le poney est mtt le 5"me j a u ~  après  voir présenté t r o i s  crisc 

dFABI,E* 

Figure HP 9.- Ettlde de lViIiE1w.ence de l t 8 g e  des chevaux sur 'Il'infectioa inapparei 

par]% l e  virus de, l tAA,I,E,  dans l ' e f f e c t i f  na 6 ,  







D I S C U S S I O N  ............................ 

REPLICATION VIRAL,E ET EPREUVE DE REPLICATION 

A) CULTURE DU VIRUS DE L'ANEMIE INFECTIEUSE EN CULTURE DE LEUCOCYTES DE CHEVAL 

De l'ensemble de ces résultats obtenus sur la réplication du virus de 

l'anémie infectieuse et par l'épreuve de reproduction de la maladie par 

inoculation au cheval, on peut conclure que la multiplication du virus dans les 

leucocytes de cheval in vitro est à l'heure actuelle un fait bfen établi. ISHITANI 

et KONO (52 - 57) ont réalisé aussi plusieurs passages en série. Cependant, GOGGINS 
et Col, (22) ont signalé leur échec dans ce domaine. 

B) EFFET CYTOPATHOGENE SUR LES LEUCOCYTES BE CHEVAL 

1 - Sur cell.ules vivantes ..................... 

L'effet cytopathogene constaté sur les leucocytes vivants n'a rien de 

caractéristique. Il apparaZt dans des délais variables selon différents facteurs, 

notament la concentration lnitiale du virus et le nombre de passages en leuco- 

cytes subis par la souche virale, 

Il nous parait nécessaire d'insister sur l'obligation de comparer les 

cellules infectées et les cellules témoins. En effet, en l'absence de caractère 

spécifique de cet effet cytopathogene, il est possible d'attribuer à une action 

virale toute altération non spécifique des leucocytes mis en culture. 



ka questucn se pose de sauLnr quelle valeur on peut attrnbuer 

aux ançlusrons eosrnsphlles nufiéaeues observées avec cetce souche de vnrus de 

Ikn6mie nnferrieuse- 

11 taut en  Y *  marrê-e fanre preuve de la plus grande paudence 

avant d'avancer une rcnclus~~n 

D~ité-entes études nous incirent en effet à une telle prudence. 

Ce sonn les expéraenres de BODON ( ' 3 )  qui ont montré que prariquemenr routes les 

souches de virus de la pesée porclne cbassnque répurées cytopathogènes étalent 

en faan ccntaminees par un adénovirus responsable à lui seul de Y\efet cytopa- 

thogene observe sur Ies cellules. Plus récemment, HORZHNEK et Col, ( 4 8 )  ont 

apporté la preuve de la prPsense de froïs virus dans une culture de vnrus de la 

peste porcine classique 

Par anlkeu*s les obserwat~anç de TOKUI (1023 et celles de 

KOBAYASHI et KONO (58-59) ment7onnant Bxasolement d'agents cytspathogènes à 

partis de culruxes de leurni ytes de cheval saln ou de cellules de foetus d'équidéi 

incetent égalemenf à une grande prudence avant d'attribuer les nnclusîons nueléaï 

observées dans les leuLacyres de cheval & une actron du virus de 1'anémre lnfectî~ 

A se  p~opas ies rnelusions nusiéanres éosnnophlYes décrites 

pax KOBAYASHI et KONO (58) er présenrées par plusneurs photos dans leurs publlca- 

riens sont exès proches de celles que nous abans observées, Deux hypothëses peuvei 
A 

erre Grnises pour tenter d'expl~ques lyoorignne de ces lnelusions nucléaires, 

bere Hypothëse : E l l e s  sont dues 2 B'aetian du vzâus de l'anémie infeetfe 

Une c e l i e  hypothèse n'esr guère satnsfalsanfe, pour plusleurs raÉsons, La premièrl 



est que les différents auteurs, en particulier Japonais et Américains, ayant 

6tudié la réplication vitale en culture de leucocytes de cheval, n'ont pas observé 

de telles lésions, Par ailleurs, si l'on croit les résultats de la technique à la 

5 ioso 2 désoxyuridine qui sont en faveur d'un acide ribonucléique, il est peu 

classique d'obtenir une réplication d'un virus à acide ribonucléique avec forma- 

tion d'inclusion uniquement nucléaire, 

Il est certain que ~i cette hypothèse devait se révéler exacte, 

elle faciliterait le diagnostic de l'anémie infectieuse par la recherche d'inclu- 

sions nucléaires éosinophiles à Ta suite de l'inoculation de sérum de chevaux 

suspects d'anémie infectieuse à des cultures de leucocytes. 

Nous avons essayé de retrouver de telles inclusions, en 

inoculant le matériel de départ employé pour les quatre souches de virus, qui ont 

fait l'objet de cette étude, à des cultures de leucocytes de cheval. Jusqu'à 

présent, nous n'avons pas pu retrouver, lors de la primo-inoculation, de telles 

inclusions. L'origine de leur présence reste donc inconnue. Leur date d'apparition 

au cours des passages est également indéterminée car les passages ont été réalisés 

en tubes ronds. 

La deuxième hypothèse est basée sur l'intervention d'un autre virus 

responsable de telles lésions nucléaires, indépendamment de l'action du virus 

de l'anémie infectieuse. Nos recherches ultérieures sur l'isolement et l'étude 

d'un herpes virus équin a prouvé cette deuxième hypothèse. cf. chapitre III 

page 81. 

Cette valeur est diversement appréciée. Certains auteurs, en particulier 

HENSON et Col. (44)  préfèrent la recherche de l'antigène fixant le complément 

dans les cultures infectées, pour juger de la production de virus, car ils estiment 

qu'une dégénérescence non spécifique des cellules peut être provoquée par différents 

autres4 acteurs. 



On n p  pe," q i e  plix-xge. - e  5enir lmant étant donné, @n p a i i ~ t ~ ~ ~ ~ ~ ~ ê ' r ,  ~a 

f +équen-P s sr taque:'@ 5 ~ o -  rc,-1és de l i e , c o c y r  >a des syrçmégala~ iras "o:phelrns" 

yp~pa* h-gzne 5 cêp~ndin+ 1 =â  ;Ga -ions s6so..oglques appllquécs au ~ i ~ u s  de 

I0ani5m~e an!e-tnc~~.;e d:lTen* _onsrd6r6.s égzlemenr avec une Lertaine prudence car 

sa l a  *Ga-t,on d m  f ~ x a t  --a d~ nmplémenn nQcamment, donne de bons résultats à 

ce~talnç auteurs, pa! anta ! - ;  an le se réeèie panfcis non spécifique Telle est 

lkpnnaqn de BOULANGER er Col I 3 )  qGr concluent que les antleorps arnsi révélés 

chez I P  cheval n@ sonr sans ~ C T L ~ P ;  que des aaato-ancneorps, DOTCHFIELD (28) 

abou+;t à brie r-mclus;on anairgue aprss absix étudié he test d>mmuno adhérence 

psopcse par SATJRINO e t  Cal t911) = 

Dhsute- aGteurs, eV pa't~auXrea GAINER et Col, (34) EL-ZELN et Col (31) 

se sont 3 d - e ç s g s  au pbenomêne d'nnterférence, notamment vis à vis du virus de la 

stomatare vésac~Jetse, pobr \onrs$ler la muît~pliêatïon du virus de lJanémie 

infeceieuse en -u4+ure Ce~te teéhn~que n'est rependant pas spécifique, 

Tl est don; passibî~ de csnê4u~e quVétant donné l'aspect non caractéris- 

tique de l'effet cyrapathog6ne constaté dans les cultures de leucocytes au cours 

des passages en s6sie, 1.1 est nécessanre de çentz5les Ya présence du vlrus soit 

régul;èremeni par la réasteon de fixâtson de complément, solt occasionnellement 

mals plus surement, par l'unocubatlon au cheval sensnble. 

D) AUTRES SYSTEMES GELLJJLAIRES 

A I'exrep~rcn des leu-cytes de cheval, les deux seuls systèmes qun 

semblent atoir permis une ~éplicatson du virus de B anémie ~nfecçieuse sont les 

cellules de moelle esseuse d'une part, ef les th-ymocytes d'autre part. Tous les 

autres sys temes  étudiés se sont révé16s inadéquats Un paradoxe cependant à 

signaler, *elua resultant des travaux de SAURINO et Col. ( 9 8 )  dsaprês lesquels 

différentes scuches ceSlulaires , notamme8t les cellules KB, permettraient 
d'obtenir un e f f e t  cyerpaehogSne et une répllcataon du virus de Bhnémne infectlei 

Mais ces travaux nknt gamans obtenu de sonfirmati~n dans un autre laboratoire. 

N o t ~ e  6chea en l a  mafeè~e ( cellinaes KB ) tend mGme Zi infirmer ces constatations. 



EL-ZEIN (30) s'est heurté aux mêmes résultats négatifs en employant plusieurs 

systèmes cellulaires autres que les leucocytes de cheval. Cet auteur en arrive 

même au point de parler de virus défectif pour l'anémie infectieuse, 

Il nous semble donc que seuls soient utilisables à l'heure actuelle 

les leucocytes de cheval pour l'étude du virus de l'anémie infectieuse en 

cultures cellulaires. Les travaux de SAUKINO et Col, (91) demandent à être 

considérés avec une grande réserve. 





Discussion : C H A P I T R E  11 

ETUDE DU VIRUS DE L'ANEMIE INFECTIEUSE 

A) NATURE DE L'ACIDE NUCLEIQUE 

Les résultats obtenus par l'emploi de la 5 iodo 2 desoxyuridine sont et 

faveur de 1"xistence d'un virus à acide ribonucléique : l'effet cytopathogène 

apparazt même en présence de l'inhibiteur de la synthèse de l'acide desoxyribo- 

nucléique, tandis que la culture d'un virus à ADN ( virus rhino pneumonie), 

employé comme système de contrôle, a été inhibée par cette même substance 

Les résultats récents de NAKAJIMA et Col. (84) viennent également renforcer 

les nôtres à la suite de leur étude employant la technique d'isotopes conduisant 

à la nature ribonucléique du virus. 

Il semble que le virus de l'anémie infectieuse de nature ribonucléique, 

sensible à l'éther, soit voisin de celui de la maladie des muqueuses, de la peste 

porcine classique et du sarcome de ROUS. 

B) FILTRATION 

La taille exacte du ~irus de l'anémie infectieuse n'est pas connue. Il 

faut en effet se méfier des appréciations portées après étude au microscope 

électronique, car il a été prouvé ( cf, étude de la morphologie virale dans la 

première partie ) que des confusions sont possibles en aprticulier avec des 

particules de ferritine. 

On peut penser que le virus de l'anémie infectieuse est un petit virus 

dont la taille est inférieure à 50 nm. Ces résultats sont en harmonie avec ceux 

de BALOZET (10) 18 à 50 nm,de ARAKAWA et Col. (2) 30 à 60 nm,de REAGAN et Co1.(89) 



1 1  à 59 -,de I$3HZI et Coll, ( 4 9 )  ZQ 2î Si) ma, de OZEIEfIK et ColIl. (87) 50 nm et 

de GAINER (34) 20 nm, Tous les auteurs qui avaient utilis6 des produits virulents 

( sBrum ou organes 1 pour leur étude* 

C) MICROSCOPE ELECTRONIQUE 

A partir du résultat cité dans le chgpitre dYssolement d'HerpDs-trirus, 

naus avons pu montrer que le virus trouvfi dans le noyau des cellules infectf?es 

par la souehe " Virast " est un virus orphelin appartenant au groupe de l'herpès. 

L'étude de @es propridtés permet de la distinguer du virus de la rhinogneumonie 

&quine et de lé rapprocher des cytaniagélooirus d'origine Bqmine. 

En sffet, La tailXe des particules d'htrrpls virus ( 125 m) est nettemen1 

plus 6levée que celle trouvée par les différents auteurs qui ont étudié le drus 

de l'admie infectieuse par filtration, ultracentriEugatlon et microskogique 

élkctmnique, afnsi que par nos exp@rienees de filtuarion sur filtre Mfllipore 

dont le diamètre des pores Qtait de 50 W. Par ailleurs, ce virus possèûe un 

acide dbsoxyriborrucléiqiie alors que nos expériences portant sur l'emploi de la 

5 ioda 2 dgsoxturldine tendent B prouver que le virus i-esponsable de l'effet 

eytopathogsne en culture de leucocytes est; un virus B AlW. 

Il semble donc qve l'on puisse ieonclure avec une quasi certitude que ce 

virus n%st pas le viruo de l'anémie infectieuse, mais, came nous l'avons montré 

qu'il s'agit d'un virus latent présent dans les Leucocytes mis en culture. Ce 

virus serait responsable des inclusions nucléaires éisinoph~les décrites et rap- 

portées dans les ciiehés 2 et 3. 

11 est difficile paur ne pas dire impossible, de savoir â quel moment, 

au cours des passages à Bté " ramassé " ee virus, En effet, Tes travaux de fulNO 

et KOBYASHI (5a j  montrent Lxz latence parfois très Tangue de ce virus avant qu'il 

se manifeste. Et peut être m3me ae se manifeste-t-il qu'en présence d'un autre 

virus, notamment la virus de l'anémie infectieuse, On peut en effet remarquer que 

seules les cultures infectées permettent d'observer un tel effet cytopathogiine 
I 



( inclusions éosanophiliques nucléaires ) et ces particules vlrales alors que les 

leucocytes témoins, ne présentent ni inclusion cellulaire, ni particules virales 

nucléaires, Or, la différence essentielle entre celTuPes témoins et cellules 

infectées réside dans la présence du virus delvanémie infectieuse dans les cultures 

infectées; e t  cette présence a été prouvée   us te ment pour la souche " Vitast " 
grâce à 15noculat1on en retour au cheval après 9 passages en série en cultures de 

leucacytes, Il est vraisemblable quhne étude plus complète, permettra de trouver 

dans ces cultures, â côté de ces virus orphelins, les virions responsables de 

l'anémie infectieuse. 

Ces-virus orphelins sont fréquents chez le cheval, puisque plusieurs 

chercheurs et nous-mêmes, ont pu isoler plusieurs souches de ce virus à partir des 

cultures de leucocytes de chevaux sains. 

Enfin le virus observé dans le cytoplasme des cellules infecté par la 

souche Wyoming est-il le virus de l'anémie infectieuse ? 

Il semble que l'on puisse penser effectivement que les particules 

observées dans les cellules infectées par la souche Wyoming ( cliché 6 ) sont des 

virus de l'anémie infectieuse des équidés. 

Les données concordent en effet, il s'agit d b n  petit virus (22 nm) 

2 ARN, à développement cytoplasmique. Ceci est en harmonie avec nos résultats 

de filtration et d'emploi de la 5 iodo désoxyuridine. 

Ceci vient également recouper les résultats obtenus par GAINER et Co11.(34) 

qui ont observé au microscope électronique dans certaines cellules hépatiques d'un 

poney mort après lsinoculation de la souche Wyoming, une disposition en cristaux 

de particules mesurant 25 nm. 





Diicus~ion: I C H A  P 1 T R E  III 

ISOLEMENT ET ETUDE D'UN HEWEÇ V I R U S  EQUIN 

Trois souches d'herpès virus onc été isolées dans des cultures de leucocytes 

préparées à partir du sang de chevaux sains? L'étude des propriétés de l'une d'entre 

elles, la souche Cll permet de la distinguer du virus de la rhinopneumonie @quine 

et de la rapprocher des cytomagélovirus d'origine équine. 

Ces viriis isolés sont. voisins de ceux isolés par KONO et KOBAYASHI (58-59) 

dans des cultures de cellules rénales et de moëlle osseuse de cheval et qui appar- 

tenaient au groupe de l'herpès sans être toutefois des souches de virus de la rhino- 

pneumonie équine, 

Ces virus orphelins doivent être fréquents chez le cheval, puisque PLUMMER 

et WATERSON (88) indiquent avoir isolé une souche d'herpès virus nommée LK, à 

partir du Jetage d'un cheval atteint de troubles de l'appareil rqiratoire, et qui 

est différente des souches du virus de la rhinopneumonîe équine. Depuis cette date, 

de nombreuses publications ont signalé lPisolement d'herpès virus équins distincts 

du virus de la rhinopneumonie. 

Les herpès virus du cheval forment un ensemble complexe dont la elassifi- 

cation a été tentée par plusieurs auteurs, 

Il ne semble pas que la mise en culture de leucocytes d'autres espèces 

animales ( bovins, porcs. . ) fournisse aussi fréquemment des souches de ce groupe. 

En conclusion, la souche Cl1 est un virus à DNA présentant en cultures 

cellulaires un effet CytOFathogène caractéristique des herpès virus. Elle ne semble 

pas pathogène pour le poulain et le cheval adulte, se distingue du virus de la 

rhinopneumonie équine par réaction de fixation du complément et séroneutralisation 

et posssde le même spectre d'activité en cultures cellulaires que le virus LK de 

PLUMMER, 





ETUDE DU POUVOIR ANTIGENIOUE DU VIRUS 

A) PREPARATION DE L'ANTIGENE ANEMIE INFECTIEUSE 

Depuis longtemps des essais avaient été entrepris pour produire un antigène 

disponible à des fins de diagnostics de 19Anélie Infectieuse, mais la plupart des 

essais s'étaient soldes par des échecs dûs à la trop faible concentration d'antigène) 

à son impureté ou à l'obtention de résultats non spécifiques. A partir de nos 

résultats nous pouvons conclure que le pouvoir antigènique le meilleur repose sur les 

données suivantes : 

1'- Le fait que seule la rate de chevaux atteints de forme suraiguë fournit 

un très bon antigène. Ni le sérum, ni le foie, ni le pancréas, les poumons ou les 

ganglions mésentériques ae peuvent être employés dans ce but, bien qu'il ait été 

démontré d1aprSs KONO et Coll, en 1971 (62) que certains organes comme le foie 

notamment, contiennent un titre de virus très élevé. 

2"- L'inoculation massive d'une souche virulente de virus de l'anémie 

infectieuse est nécessaire pour obte'nir un antigène puissant. 

3"- La date de prélèvement de la rate doit être prise en considération. 

La rate doit être prélevée le plus tôt possible après les jours d'hyperthermie 

et avant la formation d'anticorps par le cheval infecté de telle sorte que nous 

avons choisi entre 9 et 1 1  jours après l'infection. De même pour la préparation 

d'antigène de la peste bovine à partir de la pulpe splénique (BOULANGER)(14). 

4"- Plusieurs cycles de congélation et de décongélation du tissu splénique 

ou la simple conservation à basse température - 30°C améliore l'antigène par des- 
truction des cellules et libération d'une plus grande quantité du matériel antlgé- 

nique. Nous avons cosntaté que 15 cycles de congélation et décongglation fournissent 

les meilleurs résultats, L'action des ultra-sons sur l'antigène liquide ou solide 

permet d'améliorer également le pouvoir précipitant. 



5"- L'antigène liquide a des avantages par rapport à l'antigène solide 

Nous avons trouvé que 1"eau distillée permet la meilleure extraction parmi les 

6 techniques essayées, mais l'antigène extrait par l'eau distillée est dilué 

par rapport à l2ntigène obtenu par homogénéisation et centrifugation de la rate 

non diluée, 

Grâce à cet antigène liquide nous avons pu améliorer les résultats 

dela précipitation en gélose en choisissant une dose optimale d'antigène pour 

détecter les sérums faiblement positifs. Par ailleurs, ceci permet certainement 

une meilleure standardisation de la technique. Enfin, grâce à cet antigène 

liquide particulièrement riche en virus nous avons pu utiliser d'autres technique 

de diagnostic, en particulier l'hémagglutination conditionnée et la recherche de 

l'allergie chez les chevaux infectés. 

B) NATURE DE L'ANTIGENE 

1"- Au cours des essais destinés à étudier la localisation de l'antigène 

anémie infectieuse et l\xistence d h n  éventuel antigène de membrane cellulaire, 

nous avons constaté que seules les cellules spléniques lysées supprimaient les 

anticorps d h n  sérum hyperimum de référence alors que les cellules spléniques 

non lysées n'étaient pas capables de diminuer le pouvoir précipitant de ce même 

sérum, Ceci nous conduit à conclure que l'antigène est surtout localisé à l'inté- 

rieur des cellules spléniques et non pas à la surface de ces cellules. 

2"- Le fait que les cycles de congélations et de décongélations qui ont 

tendance à inactiver le virus ne suppriment cependant pas le pouvoir précipitant 

nous permet de conclure que les virions intacts ne sont pas nécessaires pour la 

réaction de précipitation en gélose mais qu'il s'agit plutôt de plus petits 

composants des particules virales complètes qui doivent être libérés et qui 

interviennent dans les précipitations en gélose. 

3"- De la même façon, le fait que le traitement de l'antigène par l'éthei 

ou le chloroforme ne diminue en rien son pouvoir précipitant alors que le virus 



est sensible 2 l'éther nous permet de conclure que la présence de virions 

complets enveloppés n'est pas nécessaires pou* la précipitation en gélose ec que 

l'enveloppe virale elle-même ne doit guère participer 2 Ya réaccion de précipitation. 

lb- A partir des résultats obtenus sur la spécificité de l'antigène Anémie 

Infectheuse nous avons constaté : 

a) Les sérums de chevaux infectés par le virus de lfanémie infectieuse 

réagissent avec l'antigène Anémie Infectieuse, 

b)  L'antigène préparé ne réagit pas avec le sérum de chevaux sains ou 

atteints de diverses autres maladies que l1A0I.E. 

c) Il est possible d'éliminer les précipitines d'un sérum positif par l'ab- 

sorption avec l%ntigène tandis que les extraits préparés dans les mêmes conditions 

à aprtir de 12 rates de chevaux sains n'ont pas supprimé le pouvoir précipitant du 

sérum positif. Inversement, on peut annuler le pouvoir précipitant de l'antigène 

par contact avec un sérum positif tandis que les sérums normaux n'entrainent aucune 

modification, 

d) La confirmataon de la spécificité dela réaction a été apportée par 

isolement du virus et reproduction expérimentale de la maladie chez le poney à 

l'aide de sérums fournissant une réponse positive au test de précipitation et 

provenant de chevaux en apparence sains. 

e) Identité des antigènes Anémie Infectieuse préparés à partir des 

différents chevaux puisque les lignes de précipité obtenues en présence de sérum 

hyperimun de référence se rejoignant. 

f) Absence de communauté antigénique entre l'antigène anémie infectieuse 

et certains autres antigènes, notamment de streptocoecus équi du bacille du 



rouget et Be varus de l'artéxihe à virus, 

g) Apparation d h n e  seule ligne de précipne6 entre Pe sérum pos~tif 

hyperxmmun anernae infectieuse et l5anqène correspondant Ions de Yvemploi en 

test de diffusion en gélose 

2 - L'prude 6pldémioPoglque nous a montré que la présence d'anticorps 
préeipitants est staactement lige à la présence du virus de Puanémie infectieuse 

chez les chevaux examinés, bien que E b n  ne trouve pas de relations entre Pa 

posittwit6 du test de précip~tation et l'expression clin~que de Pa maladie, 

ac- Nous n%avns constaté aucune réaction en précipitation en gélose avec 

le sérum des chevaux avant l'inocuîatian, en particulier pour le poney III alors 

que le sérum de celui-ci a réagit à partir du 21ème jour qprès l'infection. 

( inoculé même avec une trSs faible dose 0,1 ml de sérum virulent par exemple ) .  

A partir de fous ces résultats, nous pouvons conclure à l'étroite 

spéeiffcité du système antigène anémie infectieuse, anticorps anémie infectieuse. 

D) UNICITE DE L'ANTIGENE PRECIPITANT 

L5ntigène préparé par nos soins à partir de la souche virale Wyoming 

a permis d'obtenir des réponses positives avec des sérums de chevaux infectés par 

la souche Wyoming ou par des souches tout à fait différentes, comme notamment - - - - - - - - - - - -  
les souches françaises- Ceci milite en faveur de l'unicité de la réponse sur le 

plan sérologique en précipitation en gélose, NAKAJIMA en 197'1 (85) a montré 

également que toutes les souches de virus de l'anémie infectfeuse qu'il avait 

étudlges réagissaient dkne manière identique dans le test de précrpîtatlon en 

gélose, En revanche KONO ( 1  971) (63)  vient de montrer tout récemment que par la 

séroneutralisatlon il était possible de distinguer les souches de virus de lvanémi 

infectieuse entre elles. La séroneutralisation permet donc de déterminer des types 

viraux à l'intérieur de l\spèce du virus de l''anémie infectieuse alors que la 

précipitation en gélose fournit une spécificité étendue à l%spSce virus de 

l'anémie infectieuse et ce qul la rend plus applicable poux le diagnostic. 



E) REACTIONS NON SPECIFIQUEÇ 

Des r6act1ons non spécifnques dans Be test de précipntation en gélose 

ont été obtenues dans un petit pourcentage de cas de lkrdre de 2 à 3 2 partir 

de sérums provenant de chevaux normaux su atteints d'autres maladies que lvanémne 

infectneuse, Leur présence peut êt re  décelée très facnlement comme nous Pyavons 

mentnonné antérieurement, Dans les autres techniques de diagnostic sérologique 

comme la pr6cipitatfon en milieu liquide, la fixation du ~ompPément, et l'héma- 

gglutfnatïon passive, de telles réactaons non spécifiques sont beaucoup plus 

génantes car elles peuvent entrainer des erreurs de diagnostic. Aussi la présence 

du sérum hyperimmun de référence dans chaque groupe de cupules lors du test de 

precipitation en gélose se sévsle parfaitement indispensable pour comparer chaque 

ligne de précipité obtenue à celle résultant du sérum de référence, 

Origine de ces réactions non spécifiques : 

Ces réactions non spécifiques peuvent être dues à la présence d'anticorps 

dans les sérums examinés, anticorps dirigés vis à vis de diverses protéines 

trouvées dans le liquide splénique constituant llantigSne anémie infectieuse, Ainsi 

SARGENT et Coll. (90) ont montré que l'administration de thioacétamine à des rats 

entraine une libération dPantigSne spécifique hépatique dans la circulation 

généraleo Ces protéines hépatiques restent dans la circulation pendant 1 ou 2 jours 

puis elles disparaissent et une semaine plus tard apparaissent des auto-anticorps 

dirigés contre I1'antigSne hépatique, Des anticorps de tel type pourraient éventuel- 

lement Stre présents dans le sérum de chevaux normaux et se trouver à l'origine de 

ces réactions non spécifiques. L'élimînation de ces réactions non spécifiques 

est obtenue par absorption des sérums avec des extraits de rates normales. 

Des études électrophorétiques d'échantillons de plasma prélevés 

quotidiennement sur des chevaux infectés d%némie infectieuse ont permis de 

révéler la présence d'une fraction absente chez les chevaux sains. Des variations 



ont été constatées et notamment une augmentation du pic juste avant l'élévation 

de température ( MOORE ) ( 7 2 ) ,  Les chevaux infectés de façon chronique montrent 

également on pic correspondant à une protéine anormale même en lkbsence de 

toute éléwat~on de température comme l'ont montré HASUMI (45) et MOORE (72) 

Entre nos mains, lHélectrophorSse de l'antigene splénique des chevaux 

infectés d%némie ~nfectieuse a révélé la disparition d'un pic Na 6 que lnon 

retrouve en revanche dans les extraits des rates saines. 

Il semble que la d~sparition de ce pic est due à une perturbation dans la 

transcription de la protéine provoquée par la présence du virus. 

Le caractère distinctif entre les deux électrophorèses d'extrait de rate 

obtenue par biopsie d'animaux sains et malades peut être un moyen simple et rapide 

pour détecter l'infection. 



DIAGNOSTIC SEROLOGIOUE 

A) PRECIPITATION EN GELOSE ET MICROTECHNIQUE 

La technique de préchp~tation en gélose s'est révélée la meilleure et le 

plus spzcifnque de toutes les réactions séroTogiques utilisées pour Te diagnostic 

de laborahoire de %"anémie infectieuseo 

Spécificité du test de précipitation en gélose 

La spécificité de ce test dépend de la spécificité de P'antigZ!ne.L1avantage - - - - - - - - - - - - - - - -  
le plus important de la précipitation en gélose utilisée dans les conditions que 

nous avons décrites précédemment par rapport aux autres techniques de diagnostic 

sérologique comme l'amagglutination conditionnée, la fixation du complément 

et la précipitation en milieu liquide, réside dans la possibilité de l'élimination 

des réactions non spécifiques fournies par certains sérums. Ceci est obtenu grâce 

au sérum hyperlmmun de référence placé de part et dPautre de la cupule contenant 

l'antigène, si la ligne de précipité fournie par le sérum suspect rejoint la ligne 

de précipité de ce sérum de référence, on peut conclure qu'il s'agit d'une action 

positive spécifique tandis que si elle coupe cette ligne de précipité du sérum de 

référence, 11 s'agit en fait d'une ligne de précipité non spécifique, Aprgs avoir 

étudié la spécificité de l%ntigène et apporté la preuve de la spécïficlté de la 

réaction antigene liquide et immune sérum par Tes différentes techniques décrites 

précédemment, on peut conclure que la spécificité de cette réaction nous apparait 

donc totale à l%eure actuelle. 

2"- Sensibilité du test 

Une augmentation de la sensibilité de ce test est obtenue : 



a) par l'usage d'un antngene laquide et la détermanataon de La dose 

optimale pour révéler les sérums taibkement positifs De certe façon le t e s t  est 

plus sensible que lors de R usage d h u  antagène solide, 

b) Par l'emploi de la mierstechnique de précipitation en gélose qui est 

trZs sensible, Ainsi le sérum hyperïmmun de référence de la jument Salit" fournit 

une ligne de précipit6 à la dilution du 20ème avec lPantïgGne dilué lui-même au 

demi lors d'emploi de la technique ordinaire de précipitation tandis qu'il se révèle 

positif jusqu'à la dilution du 4/32ème avec la microtechnique, La même microtechniqu 

a été utilisée pour rendre plus sensible l'étude de l'antigène rabique par ATANASIU 

et Cola, ( 1 9 7 1 ) ( 5 > c  

3"- Avantages et inconvénients du test 

a) Avantages 

Le premier de ces avantages est sa simplicité comparée aux difficultés 

rencontrées pour l'isolement du virus à partir de chevaux infectés par inoculation 

à un autre cheval ou à des cultures de leucocytes de cheval, Le test de précipita- 

tion en gélose est également plus simple à réaliser que les autres techniques de 

sérologie comme l'h6maggkutEnation conditionnée, la fixation du complément en par- 

t icul ier, 

Le test de précipitation en gélose n'est pas d'un prix de revient très 

élevé, il ne nécessite pas de matériel stérile de laboratoire particulier ou d'équip 

ments plus ou moins complexes- Il est bien sût beaucoup moins coûteux que lPinoculat 

du cheval en tant que méthode de diagnostic, La précipitation en gélose fournit des 

réponses positives avec les sérums des chevaux atteints de la forme chronique ou 

latente et qui ont tous les caractères de la santé, Il est plus efficace pour le 

diagnostic de la forme chronique que l'inoculation au cheval, en particulier, lors 

dYnoculatisn à un cheval sain où les symptômes peuvent n'appara7tre qu'au bout 

d b n  très long délai d'incubation et ou on peut même ne constater aucune expression 

clinique si le cheval prgsente une infection inapparente, Ainsi MOORE (72)  a 

signalé que sur 2 chevaux sensibles, recevant une inoculation de la même dose de 

s érum provenant dPun cheval infecté d'anémie infectieuse, l'un d'eux réagissait 



rapidement avec tous les sngnes cliniques de la maladie tandis que E5utre ne 

présentakt à aucun moment de réartrons thermiques ou de symptômes, Ainsi, bien 

que 1 3  Technique d'anoculation au cheval reste le moyen le plus sûr pour le 

diagnastfc de 3 anémle rnfecrieuse, i i  passe cependant au second plan par rapport 

à la préc~pitatran en gélose Au cours de notre étude nous avons utilisé le sérum 

d'un cheval qur avait présenté des symptômes très proches de ceux de l'anémie 

infectieuse et qub montrait notamment une hyperthermie par crises et une anémie. 

Aucun sidéroleucocyte n%aa~t été décelé. Les tests de précipitation en gélose 

sont restés constamment negatifs lors de l'étude des différents prélèvements de ce 

cheval, Ces résultats ont été confirmés par inoeulation à l'animal sensible, 

Enfin cette technîque est la seule actuellement disponible pour le diagnostic 

courant ou le dépistage sérologique de la maladie, 

b)  Inconvénients de ce test. 

Un inconvénient de ce test de précipitation en gélose est lié au fait 

que les sé~ums contenant de très faibles quantités d'anticorps ne fournissent pas 

une réponse positîve, Il en est de même avec les sérums avant le 20ème jour 

d'infection. Les sérums contenant ces faibles taux d'anticorps doivent subir une 

concentration par lyophilisation ou de précipitation des gammaglobulines. Les 

sérums des chevaux atteints de la forme aiguë doivent être prélevés quelques 

  ours ou une semaine apres le premier échantillon. 

Nous pouvons conclure de tous ces résultats que le test de précipitation 

en gélose se révèle spécifique, efficace et sensible pour diagnostiquer l'anémie 

infectieuse ou effectuer le dépistage des chevaux infectés de façon inapparente. 

B) AUTRE REACTION SEROLOGIQUE : LE TEST D'HEMAGGLUTINATION CONDITIONNEE 

Le test d'hémagglutination conditionnée s'est révélé, entre nos mains, 

très sensible et a fourni de bons résultats avec des sérums dilués ou des sérums 

contenant de faibles wantités d'anticorps, Les globules rouges de cheval se 

sont montrés supGrieurs aux globules rouges de mouton pour la détection des anticorps 



anti-anémie infectieuse. Des sérums ont fourni des réactions non spécifiques au 

test d%émagglutination conditionnée mais seulement à un titre très faible ec 

pour les première délutions, Nous estimons que le sérum du cheval Adelon qun a 

fournit une ligne non spécifique au test de précipitation en gélose est à l'originl 

aussi d'une réaction non spécifique en hémagglutination. La distinction entre 

réaction spécifique et réaction non spécifique dans le test de l%émagglutinatlon 

conditionnée ne peut être réalisée aussi facilement que pour la précipitation en 

gélose car on ne peut pas introduire le sérum de référence dans le test de lshé- 

magglutination conditionnée. 



RECHERCHE de l 'ALEERGTE VIS-A-VIS de 1 ' ANTIGENE de 1 ' ANEMIE 

INFECTIEUSE des EQUTDES 

Des études portant sur l'allergie dans l'Anémie Infectieuse ont été 

publiées en tres petit nombre, KOROLXLKH (64 )  et DREGUS et LOMBARD (29) 

ont signalé des réactions allergiques sur les chevaux atteints d'Anémie 

Infectieuse. Le rssultat portant sur la réaction allergique des chevaux atteints 

d'une forme chronique après injection intradermique de 0,P ml d'antigène 

et sur luabsence de réaction des chevaux normaux permettent d0établir l'exis- 

tence d'une hypersens5bilitê spécifique chez les chevaux infectés d'Anémie 

Infectieuse, La rêaction provoquée par l'injection d'antigène pur est beau- 

coup plus marquêe que celle induite par les antigènes dilués, chauffés ou 

traités par 1°éther, GAINER et coll. ( 3 4 )  ont montré que le chauffage à 

60°C pendant une heure ne suffisait pas pour Inactiver complètement une sus- 

pension virale, Cependant comme le virus est sensible à LPéther, dPaprès les 

expêriences de NMAJIMB (80), on peut penser qu'en utilisant conjointement 

le chauffage pendant une heure à 60°C et l'action de lVéther, on pourrait obtenir 

de façon certaine une inactivation du virus, or, un antigène Anémie Infectieuse 

chauffé pendant une heure à 60°C et traité par l'éther pendant 15 minutes, con* 

serve le pouvoir de révéler lcallergîe, comme nous l'avons montré au cours de 

notre étude. La répétition de l'injection de 19antigène au cheval entraîne 

au cours du temps une diminution de son aptitude à agir de façon spécifique 

même lorsqu'tl est Infecté de façon chronique par le virus de L'Anémie Infectieuse 

Une désensibîl~sarion semblable a été signalée par GAINER ( 3 4 1 ,  pour 1°Anémie 

Infectieuse, 

Lehypersensibilité exiseant chez les chevaux infectés par le virus 

de l'Anémie Infectieuse n'est pas du type immédiat puisque la réaction allergique 

apparait en général vers la 18ème heure après l'injection et le maximum est 

atteint en gênêraS au bout de 24 h, L'échec de la transmission passive du 



phenom&ne dQr thus  avec l e  serum a n t i  Anémie I n f e c t i e u s e  e t  l v a n t i g è n e  

Anemie I n f e c t t e u s e  chez l e  l a p i n  semble ind iquer  que l a  n a t u r e  du phénomène 

a l l e r g i q u e  c o n s t a t e  chez l e s  chevaux a t t e i n t s  dCAnémie I n f e c t i e u s e  e s t  l i é e  

à une h y p e r s e n s i b i l i t é  de type r e t a r d e .  



CINET --- LQJE 3e - 1 3  REPONSE SEROLOG=E à 1 1NFECTlON -- ----- 

De î%nsembte  d e  nos r é s u l t a t s  p o r t a n t  sur l a  p résence  d ' a n t i c o r p s  

p r é c i p i t a n t  c o n t r e  I 'hnémie I n f e c t r e u s e  chez  l e s  chevaux i n f e c t é s  e t  de l e u r  

d a t e  d ' a p p a r è t ~ o n  nous pouvons conc lure  que: 

1) Les a n t i c o r p s  p r é c i p i t a n t s  a p p a r a i s s e n t  de 20 à 2% j o u r s  a p r è s  

l o i n f e c t i o n  e t  non a v a n t  c e t t e  d a t e  ( f i g u r e s  7,7"BB") e t  f i g u r e  8. 

2 )  Le sérum de chevaux a t t e i n t s  d 'une forme s u r a i g u ë  n e  f o u r n i t  

aucune l i g n e  de p r é c i p i t é  e t  dans c e s  c o n d i t i o n s  un deuxième prélèvement  

d o i t  ê t r e  e f f e c t u é  PO à 15 j o u r s  a p r è s .  

3 )  Les chevaux a t t e i n t s  d r u n e  forme chron ique  ou l a t e n t e  f o u r n i s s e n t  

un p r é c i p i t é  malgré  l Q a b s e n c e  de synptômes, 11 n ' e x i s t e  donc aucun p a r a l l è l i s m e  

e n t r e  l a  p o s l t i v i t é  du t e s t  dans l a  p r é c i p i t a t i o n  en  g é l o s e  e t  l q e x p r e s s i o n  

c l i n i q u e .  A i n s i  l a  jument '%o1i tss  q u i  n %  jamais  m a n i f e s t é  l e  moindre s i g n e  c l i -  

n i q u e  pouvant ê t r e  r a p p o r t 6  à L%némie i n f e c t i e u s e ,  n i  d ' é l é v a t i o n  de tempé- 

r a t u r e  a  donné régu l iè rement  une réponse p o s i t i v e  au t e s t  de p r e c i p i t a t i o n  

e n  g é l o s e  e t  f ina lement  a  s e r v i  de p r o d u c t e u r  du sérum de r é f é r e n c e .  De nombreux 

chevaux i n f e c t é s  l a t e n t s  ou chron iques ,  n e  p r é s e n t a n t  aucun s i g n e  c l i n i q u e  

f o u r n i s s e n t  une repense p o s i t i v e  au t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  en  g é l o s e .  

On p e u t  p a r  a i l l e u r s  évoquer deux problèmes impor tan t s ,  don t  l e  

p remier  e s t  l a  r e l a t i o n  e x i s t a n t  e n t r e  l a  q u a n t i t é  d s a n t i c o r p s  p r é c i p i t a n t s  

e t  l a  présence de f i è v r e ,  Nous n 'avons  p a s  c o n s t a t 6  de r é a c t i o n  p o s i t i v e  

a v a n t  l e  p remière  c r i s e  dehyper the rmie  ou même l e s  7 j o u r s  s u i v a n t  c e t t e  

p remière  c r i s e ,  Récemment NAKXJIMA (79) , e n  1971 a  t rouvé  des r é s u l t a t s  

semblables  ( I O  j o u r s ) ,  P l  e s t  p robab le  que l a  p remière  c r i s e  q u i  s e  t r a d u i t  

p a r  une é l é v a t i o n  i m p o r t a n t e  de t empéra tu re  e t  q u i  correspond à l a  p r é s e n c e  

d k n e  f o r t e  c o n c e n t r a t i o n  de p a r t i c u l e s  v i r a l e s  dans l e  c o r p s  des  animaux 

i n f e c t é s ,  en t raSne  une s t i m u l a t i o n  du système p r o d u i s a n t  l e s  a n t i c o r p s  



comme 1% montré USHIMI ( IO$), Pas suite, l'apparition des anticorps préci- 

pitant~ semble @tre une eons6quenee de la crlse dDanemie ~nfeçtieuse et lui 

succède au bout de quelques Jours. 

Le second problème concerne la comparaison du délai dqapparition 

des anticorps préeipltants, des anticorps neutralisants et des anticorps 

flxant le compl6ment. KONO en 1 9 7 1  (63) a établi que les anticorps neu- 

tralisants commencent à apparaftre genésalement entre le 45Pme et le b%ème 

jour après Loinfe,ction et que ces anticorps neutralisants atteignent leur 

ma.x:î,mum entre le 90ème et le 148ème. jo.u,r après :l.'Jin.fecti.on. Les anticorps 

fixant le complement augmentent rapidement mais disparaissent aussi très 

vite. %l.s apparaissen.t vers le 20ème jour après le maximum de fièvre et dis- 

paraissent en une trentaine à une soixantaine de jours ( HENSON et coll.) 

( 4 3 ) .  Les anticorps précipi.tants eux apparaissent en une vingtaine de jours 

et persistent ensuite pendant très longtemps, sans doute pendant toute 

la vie de l'animal ( figures %,7 b et 8). 

En résumé, les anticorps précipitants sont indépendants de lPexpres- 

sion clinique de l'infection et persistent dans le sang circulant pendant 

une très longue période ( comme nous lDavons établi précédemment). 



ENOUEFE EP lDEMIOLOGIQUE 

De l'enquête iSpbdémiolsgique menée en France, on peut conclure que 

l'anémie infectieuse nséhappe pas à la rêgle dlte de 'l l'iceberg " valable pour 
la plupart des maladies infectieuses et selon laquelle seule une faible partie des 

cas dYnfection s'exprime clin~quement alors que la ma~orité passe inaperçue. 11 

convient néanmoins de rester vigilant car les souches à l'origine des infections 

inapparentes peuvent se rndntrer parfaitement virulentes et entraîner la mort comme 

le prouve l'exemple du poney ayant servi à l'isolement du virus à partir de porteurs 

inapparents, 

Etant donné que nous avons mis au point un excellent test de dépistage de 

la maladie et en raison du risque éventuel d'introductîon d'animaux infectés 

inapparents dans un effectif sain, il nous paraît hautement souhaitable de soumettre 

le sérum de tout cheval en instance d'achat à un test de précipitation en gélose 

vis à vis de l'antigène anémie infectieuse. Il pourrait en être de même pour les 

chevaux importés et destinés à demeurer longtemps en France. Cette dernière mesure 

éviterait lVmportation d'anipaux porteurs d'anticorps et donc de virus, 

Puisque les premiers résultats de PGnquête épidémiologique en France 

révèlent l'infection par le virus de l%néniie infectieuse dans quelques effectifs, 

le développement de cette enquête permettra d'établir avec plus de précision la carte 

de l'éventuelle infection inapparente des chevaux français et d'autres pays 

européens. 





A p a r s i r  des  p r i n c i p a u x  r é i u l t a t ç  nodç pouvons conc lù re  l e s  E l h e n t s  

SULVants 

1 . ETCDE DE VLR-S DE 1 'ANEMTE ENFEC TLEdSEn 

1 - Le v i r u s  de 1 anémie ~ n f e c t i e u s e  s e  m b l  tipl le e n  c u l z a r e  de l e b c o c y r e s  de 

cheval  en  e n t r s l n a n r  un e f f e t  cy topa thogeae  d a p p a r i  t ion p l u s  ou moins t a r d i v e  

s e l o n  l a  c o n c e n t r a r i o n  v i r a l e  e n  c u l t u r e s  c e l l ~ l a i r e s ,  

2 - Aucun a i t r e  syst@me c e l l u l a i r e  employe ( c e l l u l e s  KB, N L P ,  PK ES, c e l l u l e s  

r e n a l e s  de s i n g e )  n ' a u t o r ~ s e  l ' a p p a r i t i o n  d%effet cytopathogène.  

3 - Quat re  souches  de v i r u s  4 t r o i s  souches  ~ s o l é e s  à A l f o r t  e t  l a  souche 

a m e r i e a i n e  Wyoming) o n t  e t@ p a s s e e s  en  s e r i e  s u r  l e u c o c y t e s  de c h e v a l ,  La sou- 

ehe'Vitastc5ronev'  ap rSs  9 p a s s a g e s  en c u l t u r e s  de l e u c o c y t e s  n %  s u b i  aucune 

m o d i f i c a t i o n  d e  son pouvo i r  pathogène,  

4 - Les e x p é r i e n c e s  de  f i l t r a t i o n  e t  d % t i l i s a t i o n  de l a  5 iodo-2 d é s o x y u r i d i n e  

am&nent à c o n c l u r e  que l e  v i r u s  de l ' a n é m i e  i n f e c t i e u s e  e s t  un p e t i t  v i r u s  à 

a c i d e  r i b o n u c l é i q u e ,  Ces c o n c l u s i o n s  s o n t  c o r r o b o r é e s  p a r  l e s  r é s u l t a t s  ob tenus  

p a r  o b s e r v a t i o n  au microscope é l e c t r o n i q u e ,  g r â c e  auquel  o n t  é t é  d é c e l é e s  des  

p a r t i c u l e s  de  22 nm à d i s p o s i t i o n  cristalline dans  l e  cytoplasme d e s  l e u c o c y t e s  

bnf ec  t e s ,  

Un v i r u s  o r p h e l i n  a p p a r t e n a n t  au groupe h e r p e s  à a c i d e  d6soxyribonu- 

c l é i q u e  ( ADN) e s t  apparu dans l e s  c r ~ l t v r e s  oû i l  a  & t é  d$cele  au microseope 

é l e c t r o n i q u e  e t  p a r  son  e f f e t  cytopathoggne se t r a d u i s a n t  p a r  des  i n c l u s i o n s  

é o s i n o p h i l e s  n u c l é a i r e s  ( souche n o m é e  CLI). C e  v i r u s  s e  d i s t i n g u e  du v i r u s  

de l a  rhinopaevmonie c5quine p a r  r e a c t ~ o n  de  f i x a t i o n  du complément e t  seponeu 

t r a l î s a t i o n  e t  possPde l e  même s p e c t r e  d"ctivit i5 e n  c u l t u r e s  c e l l a l a i r e s  

que l e  v i r u s  h e r p e t l q u e  @quln  ( p r o t o t y p e  souche LK de PLUMMER). 

On degr6 I lmi te  de  n e b t r a l i s a t i o n  de c e t t e  souche CL1 p a r  l e s  sérums 



a n t i - v i r a s  de KARPAS e t  a n t i v s r u s  souche HSPLVG ( cytomygalovirus)  a  é t é  

a p p o r t é  par  l a  n e d t r a l i s a t ~ o n  c r o i s ê e ,  

Ce v i r u s  ne semblé pas  pathogène pour l e  p o u l a i n  e t  l e  cheva l  a d u l t e ,  

Deux a u t r e s  souches d r h c r p S s  v i r u s  nommées CL2 e t  CL3 o n t  é t é  i s o l é e s  

dans l e s  c u l t u r e s  de l e u c o c y t e s  p r é p a r é e s  à p a r t i r  du sang de chevaux s a i n s .  

III - ANTIGENE ANEMT.'E INFECTLEUSE,o 

A - P r é p a r a t i o n  de 1 3 a n t i g è n e :  
.............................. 

L u o b t e n t i o n  d k n  bon a n t i g è n e  e s t  a s s e z  d é l i c a t e ,  Il e s t  p r é p a r é  à 

p a r t i r  de l a  r a t e  de poneys ou de chevaux i n o c u l é s  avec  une f o r t e  dose d s u n e  

souche tres v i r u l e n c e  de v i r u s  de L'Anémie I n f e c t i e u s e  ( souche Wyoming). Un 

bon a n t i g è n e  n % s t  obtenu que l o r s q u e  l % n i m a l  p r é s e n t e  une r é a c t i o n  f é b r i l e  

s é v è r e  ( 40°C) a p r è s  une c o u r t e  i n c u b a t i o n ,  de l ' o r d r e  de 3 à 5 j o u r s ,  La r a t e  

e s t  p r é l e v é e  e n t r e  l e  9ème e t  l e  I Ième j o u r  a p r è s  l s i n o c u l a t i o n .  

La r a t e  e s t  broyée,  conge lée  e t  décongelée 15 f o i s ,  p u i s  conservée à 

- 30°C, Le surnagean t  d o u n e  c e n t r i f u g a t i o n  à 27.000 g  pendant  20 m n  c o n s t i t u e  

l a  suspens ion  a n t i g è n i q u e .  Avant l P u t i l i s a t i o n  de l v a n t i g è n e ,  on procède à 

son t i t r a g e  s e l o n  l a  t echn ique  de 1 ' é c h i q u i e r ,  

L 5 e x t r a i t  l i q u i d e  de r a t e  homogénéisé s e  montre l e  p l u s  s a t i s f a i s a n t  e t  

l e  p l u s  p u i s s a n t  de t o u s  l e s  e x t r a i t s  obtenus  e t  également m e i l l e u r  que l e  t i s s u  

s p l e n i q u e  lui-même, Le l i q u i d e  a n t i g è n i q u e  permet l e  t i t r a g e  de l ' a n t i g è n e  

e t  d e s  a n t i c o r p s  g râce  auquel  on p e u t  d é t e c t e r  l a  p l u s  f a i b l e  q u a n t i t é  d k n t i c o r p  

contenue dans un sérum q u i  f o u r n i t  encore  une l i g n e  de p r é c i p i t é  e t  d ' i n t r o d u i r e  

une appréc i . a t ion  q u a n t i t a t i v e  de l a  v a l e u r  de l ' a n t i g è n e ,  

L P a n t i g è n e  n e  p e u t  ê t r e  obtenu q u ' à  p a r t i . r  de l a  r a t e .  Les a u t r e s  

o rganes  ne s e  r é v è l e n t  p a s  s a t i s f a i s a n t s  pour  l a  r é a c t i o n  de  p r é c i p i t a t i o n  e n  

géllose. 



B - S p é c i f i c i t é  de 13an t igène :  
.............................. 

.i - Ces e t ades  o n t  prouvé que l ' a n t i g è n e  anémie i n f e c t i e u s e  e s t  absolument spé- 

c i f i q u e  dans l e s  r é a c t i o n s  s6rologiques,  

2 - L%nt igêne  préparé  ne r 6 a g i t  pas  avec l e  sérum de chevaux s a i n s  ou a t t e i n t s  

de maladies d ive r se s  a u t r e s  que l ' A L E ,  

3 - Il e s t  p o s s i b l e  dPéEiminer l e s  p r é c i p i t i n e s  dPun  sérum p o s i t i f  pa r  l 9 a b s o r -  

p t i o n  avec 1 'ant igCne t a n d i s  que l e s  e x t r a i t s  p réparés  dans l e s  mêmes condi t ions  

à p a r t i r  de 12  r a t e s  de chevaux s a i n s  n P o n t  pas  supprimé l e  pouvoir p r é c i p i t a n t  

du sérum p o s i t i f .  Inversement,  on peut  annuler  l e  pouvoir p r é c i p t a n t  de l P a n t i g è n e  

p a r  contac t  avec un sérum p o s i t i f  t and i s  que l e s  sérums normaux n q e n t r a i n e n t  

aucune modi . f icat ion.  

4 - L'étude comparée de d ive r s  systèmes an t igène  - an t i co rps  comprenant notam- 

ment Streptococcus equi ,  l e  b a c i l l e  du rouge t  e t  l e  v i r u s  de l ' a r t é r i t e  à v i r u s  

ne r évè l e  pas  de cornunauté an t igenique  avec l e  v i r u s  de 1°anémie i n f e c t i e u s e .  

5  - Enfin,  l a  confirmation de l a  s p é c i f i c i t é  de l a  r é a c t i o n  a  é té  appor tée  pa r  

isolement  du v i r u s  e t  reproduct ion  expérimentale  de l a  maladie chez l e  poney 

à I r a i d e  de sérums fou rn i s san t  une réponse p o s i t i v e  au t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  

e t  provenant de chevaux en apparence s a i n s .  

C - C a r a c t é r i s t i q u e s  de l ' a n t i g è n e  anémie i n f e c t i e u s e :  
...................................................... ...................................................... 

I - Le pouvoir précipi tant  de l P a n t i g è n e  l i q u i d e  r é s i s t e  au t r a i t emen t  pa r  

l ' é t h e r ,  l e  chloroforme e t  l a  t r yps ine ,  Il e s t  diminué après  a c t i o n  de l a  

papaPne e t  d i s p a r a i t  l o r s  d'un chauffage à 50°C pendant 20 minutes au minimum. 

2 - LPanti ,gène p r é c i p i t a n t  n ' e s t  pas  un an t igène  de lrrembrane c e l l u l a i r e  n i  l a  

p a r t i c u l e  v i r a l e  i n t a c t e ,  mais est  formé de sous-produi ts  du v i r i o n  de lvanémie  

i n f e c t i e u s e ,  

3 - L'ant igène r é a g i t  en p réc ip i t a t i . on  en gé lose  avec l e  sérqm de chevaux 

inoculés  à l ' a i d e  de souches d i f f é r e n t e s  de v i r u s  de l%némie i n f e c t i e u s e ;  l ' a n -  

t i g è n e  e s t  donc spéc i f i que  de groupe e t  non pas de souche. 



4 - Par  f ract ionnement  de 1%nt tgSne  l . iqu ide  s u r  une colonne Sephadex G 200, 

on a  obtenu son passage dans 1.a première  f r a c t i o n  c e  qu i  e s t  en faveur  dQun  

haut  poids  molécula i re ,  

D - Elec t rophorè&e du l i q u i d e  antigSni.que: 
.......................................... 
------------------Pm---------------- 

LqantEgène anémie i n f e c t i e u s e  des équidés s e  comporte différeunnent 

des suspensions spléniques de chevaux normaux. On c o n s t a t e  de façon cons tan te  

une d i s p a r i t i o n  d"ne bande dans 1 ° a n t i g è n e  sp lén ique  anémie i n f e c t i e u s e  p a r  

r appor t  aux e x t r a i t s  sp lén iques  préparés  à p a r t i r  de r a t e s  de chevaux s a i n s .  

Ceci suggère l a  de s t ruc t ion  ou l a  d i s p a r i t i o n  de c e r t a i n s  c o n s t i t u a n t s  des 

c e l l u l e s  i n f e c t é e s  par  l e  v i r u s  de l 'anémie i n f e c t i e u s e .  

I V  . METHODES DE DIAGNOSTIC: EXPERIMENTAL; 

A - P r é c i p i t a t i o n  en gélose:  
............................ 
----------y----------------- 

Le tesr est absolument s p i h i f i q u e ,  sgmple , tapide e t ' p r r t t i que  pour  

le  dGpksfxge de  I % n M e  i n f e c t i e u s e .  La c o n s t a t a t f a n  d'une l i g n e  de p r6cbp i t6  

g re sen t an t  une r6act;ion d Q i d e n e f t 6  avec l e  prbcLpit6 v o i s i n  du s~~ de r&fgrence 

s u f f i t  pour 6tabXEr le d9agnostia m%ralogZque, Les 1Sgnes de préc$pi t& spéc i -  

f i q u e  ont 6Ws e'fass@es m t r o f  s grt=iupea en Eanctilon de rla, q,uantf t é  d q a n t i e o r p s  

prkie~ntna dans le s&rura examin4, 

SE est simple de d i f f é r e n c i e r  l e s  l i g n e s  s p é c i f i q u e s  de bandes non 

spéc i f i ques  de l q A . I . E .  p a r f o i s  rencont rées  e t  q u i  coupent l e  p r é c i p i t é  

v o i s i n  de ré fé rence .  

Une technique de micro-immunodiffusion a  é t é  m i s e  au po in t  e t  s e  

r é v è l e  p lu s  s e n s i b l e  que l e  t e s t  c l a s s i q u e ;  e l l e  f o u r n i t  des  r é a c t i o n s  p o s i t i -  

ve s  avec des d i l u t i o n s  p lus  é l evées  de sérums. Le m i c r o t e s t  n é c e s s i t e  de très 

f a i b l e s  q u a n t i t é s  de r é a c t i f s .  



A n t ~ c o r p s  p r e c ~ p i t a n t s  dans les sérums des animaux ~ n f e c t é s ;  
- 2 L 2 > a . - L - 2 - L  - u - -- - - L L  A--- 

1 - Les a n t i c o r p s  p r 6 c i p i t a n t s  a p p a r a ~ s s e n t  18 j o u r s  a p r è s  l % i n f e c f ~ o n .  

11s p e r s i s t e n t  pendant u n e  tres longue p é r i o d e  ( 5 ans  chez un cheva l  i n f e c t é  

à l ' é t a t  Q a t e n i l ,  

2 - :Les s&rums des  chevaux à l a  phase aigezE de 1 ° i n f e c t l . o n  réponden t  n é g a t i v e -  

ment e t  il e s t  n é c e s s a i r e  de recommencer un prélèvement 2 semaines a p r è s  pour  

ob te ,n i r  une r e a c t i  on posf. t i .ve,  

3 - Les sêrums de chevaux a r t e r n t s  d 'une  forme chronique ou l a t e n t e  dcan6mie 

I n f e c t i e u s e  des  Equid&s, r e s t e n t  p o s i t i f s  au  t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  en g é l o s e ,  

même s u i l s  p r e s e n t e n t  l e s  apparences  d u u n e  bonne s a n t é .  

B - T e s t  d u h é m a g g l u t î n a t i o n  p a s s i v e :  
.................................... .................................... 

Ce t e s t  s e  montre t r è s  s e n s i b l e ,  notamment l o r s q u u o n  u t i l i s e  des  

g l o b u l e s  rouges  de cheva l  p a r  r a p p o r t  aux g l o b u l e s  rouges  de mouton. Il 

p e u t  s e r v i r  dans l B é t u d e  de d i a g n o s t i c  des  sérums con tenan t  de f a i b l e s  quan- 

t i t é s  d%nt l . corps  p r é l e v é s  au début de l u i n f e c t i o n  ou pour l e s  sérums d i l u é s .  

P a r  r a p p o r t  au t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  en  g6 lose ,  l D h é m a g g l u t i n a t i o n  

p a s s i v e  ne  montre p a s  l e  même degré  de s p é c i f i c i t é ,  

C - Diagnos t i c  a l l e r g i q u e :  
.......................... 
----------------------y--- 

Chez Les chevaux i n f e c t é s  de f a ç o n  chronique p a r  l e  v i r u s  de l ' anémie  

i n f e e t i . e u s e  des  &quidés ,  l%:l , lergf .e  e s t  r é v é l . é e  p a r  i n o c u l a t i o n  d e  0 , I  m l  

dnant: î ,gène l i q u i d e  p a r  v o i e  in t radermique .  La r é a c t i o n  s e  m a n i f e s t e  dans l e s  

24 h  qu.i s u i v e n t  l r i n j e c t : i o n . .  La réponse  e s t  du type  h y p e r s e n s i ' b i l i t 6  r e t a r d é e .  

L e s  cheivaux normau,x ne  r é a g i s s e n t  pas  l o r s  d c i n j e c t i o n  de l V a n t i g è n e  anémie 

i n f e c t i e u s e ,  l e s  chevaux a t t e x n t s  d 'anémie i n f e c t i e u s e  n e  p r é s e n t e n t  aucune 

r é a c t i o n  l o r s  de l u i n j e c t i o n  d o e x t r a i t s  de r a t e s  de chevaux normaux, L u é t h e r  

a  éte u t L l i s é  pobr i n a c t i v e r  le  v i r u s  e t  c o n s e r v e r  l e  pouvoir  d e  r é v é l e r  

l v a l l e r g i e ,  Ceci r e p r e s e n t e  une n o u v e l l e  méthode de d i a g n o s t i c  de  l ' anémie  

i n f e c t i e u s e  des 6qu idés ,  



Apres a v o i r  m i s  au p o i n t  l e  t e s t  de p r é c i p i t a t i o n  e n  g é l o s e ,  nous 

avons e n t r e p r i s  une v a s t e  enquê te  épidémiologique v i s a n t  p r i n c i p a l e m e n t  à 

d é p i s t e r  l ' l n f e c t l o n  l a t e n t e  du c h e v a l  en France,  Les r é s u l t a t s  du sondage 

ne l a i s s e n t  p a s  d C B t r e  s u r p r e n a n t s ,  

Nous avons soumis à c e  t e s t  un peu p l u s  de 2000 sérums de chevaux 

f r a n ç a z s  p rovenan t  de r é g i o n s  t r S s  d i v e r s e s .  

Qua t re  e f f e c t i f s  on t  été reconnus i n f e c t é s ,  avec  t o u t e f o i s  une 

i n t e n s i t é  v a r i a b l e .  Dans aucun de c e s  e f f e c t i f s  l ' e x i s t e n c e  de l ' i n f e c t i o n  

n P a v a i t  ét6 soupçonnée avan t  l 'examen s é r o l o g i q u e .  

Hormts l e s  5 sérums provenan t  doanimaux c l i n i q u e m e n t  s u s p e c t s  

dDAnémie i n f e c t i e u s e ,  134 serums nous ayan t  f o u r n i  une réponse  p o s i t i v e ,  o n t  

é té   prélevé,^ sur  des animaux apparemment s a i n s ,  Ceci démontre l a  prédominan- 

c e  de l ' i n f e c t i o n  inapparen te  s u r  l a  malad ie  dans l e  domaine de l ' A . I , E .  

'Une é t u d e  de c e r t a i n e s  e x p l o i t a t i o n s  à 3 mois d ' i n t e r v a l l e  montre 

que t o u s  12s sérums p o s i t i f s  à l a  p remière  p r i s e  de sang r e s t e n t  p o s i t i f s  

u l t é r i e u r e m e n t ;  dans un e f f e c t i f  50 % des  sérums n é g a t i f s  à l a  première  

p r i s e  de sang é t a i e n t  dévenus p o s i t i f s  t r o i s  mois p l u s  t a r d .  

La c o n f i r m a t i o n  a  é t é  ob tenue  p a r  l u i s o l e m e n t  du v i r u s  à p a r t i r  de 

sérums de che.vaux apparemment s a i n s ,  mais  p o r t e u r s  d u a n t i c o r p s  e t  p a r  l a  

r eproduc t ion  expt5rimentale de l a  m a l a d i e .  

A i n s i  e n  France,  à l P h e u r e  a c t u e l l e ,  il semble que l ' anémie  

i n f e c t i e u s e  m a l a d i e  s o i t  a b s e n t e  e t  que s e u l e  évolue l ' anémie  i n f e c t i e u s e ,  

i n f e c t i o n  I n a p p a r e n t e  d é c e l a b l e  uniquement p a r  examen s é r o l o g i q u e .  
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