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Male adulte Singe vert, Cercopithecus (aethiops) sabaeus

Que l'Homme sache gré de ses progrés aux animaux d'expérimentation.
Qu'il améliore les conditions de leur captivité.
Qu'il assure la survie de leurs fréres en liberté.



INTRODUCTION



Depuis prés d'une décennie, l'actualité médicale et scientifique reste largement dominée par
la lutte contre le SIDA ou syndrome de l'immunodéficience acquise [77]. Comme son nom
lindique, le SIDA est un ensemble de manifestations pathologiques qui peuvent aller de
l'amaigrissement progressif jusqu'a la démence, en passant par une susceptibilité accrue aux
infections microbiennes.

Les agents responsables (HIV1, HIV2) sont des rétrovirus. Apres leur découverte, leurs voies
de transmission et leur mécanisme d'action sont désormais mieux connus a travers les travaux
de plusieurs auteurs [1,6,17,50,etc;]. Ces virus présentent la propriété de posséder un
tropisme électif pour les cellules chargées de la mise en place des défenses de I'organisme aux
infections bactériennes, parasitaires et/ou virales. De ce fait, les conséquences de leur
réplication seront essenticllement indirectes, puisque le déficit cellulaire d'installation
progressive permettra l'apparition des infections opportunistes. Les rétrovirus n'affectent pas
que 'Homme, mais aussi les animaux.

La pathologie comparée et associée est, plus que jamais, a l'ordre du jour, et dans ce combat
pluridisciplinaire contre le SIDA, tous les modéles que nous offre la nature doivent é&tre
minutieusement explorés. C'est ainsi qu'un certain nombre d'animaux domestiques et
sauvages, chez lesquels des virus apparentés aux virus du SIDA ont été isolés, sont
actuellement utilisés par les chercheurs. Les modeles ovin et capnn (virus de la maladie
Maedi-visna et de l'arthrite encéphalite caprine) et surtout félin (FIV) sont les plus en vogue
parmi les amimaux domestiques. En revanche, les Primates (modeles SIV, Simian
Immunodeficiency Virus) demeurent les animaux sauvages les plus sollicités, principalement
le singe Macaque qui développe un syndrome d'immunodéficience parfaitement similaire au
SIDA de I'Homme. Tous ces lentivirus animaux constituent autant de modeles expérimentaux
permettant une analyse d'un certain nombre d'éléments: cycle viral, mécanisme d'adaptation
virus-hdte, essais vaccinaux...

Notre objectif bremier est de participer & cette lutte planétaire ¥ travers une meilleure
connaissance du Singe vert (Cer-opithecus (aethiops} sabaeus), par une double approche
éthologique et immunitaire. Plusieurs raisons justifient le choix de ce modéle:

- le portage asymptomatique du SIVagm (African green monkey),

- le faible nombre d'études réalisées sur ce Primate,

- enfin, c'est le modéle animal qui nous est accessible grice au programme “"Ecologie des
rétrovirus simiens®, conjointement initié par I'ORSTOM et I'INSTITUT PASTEUR de
DAKAR.

Un apercu général sur les Primates, dont fait partie le Singe vert, et sur les lentiviroses fera
l'objet de la premidre partie.



Cette synthése bibliographique nous permettra, dans la deuxiéme partie consacrée a l'étude
expénmentale de l'infection SIV chez le Singe vert, de confronter les résultats obtenus, en
essayant :

« d'établir une corrélation entre le comportement et le statut séropositif ou séronégatif
de Cercopithecus sabaeus,

» de mettre en évidence les voies possibles de transmission du SIVagm,

* de caractériser l'infection SIV chez le Singe vert 2 travers le suivi biologique et
immunitaire des animaux aprés transmission expérimentale. Parvenu au terme de notre
étude, nous nous efforcerons de dégager quelques perspectives d'avenir sur le modele
SIVagm.



PREMIERE PARTIE
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE



Les Primates sont utilisés au laboratoire depuis de nombreuses années du fait de leur
proximité phylogénique avec I'Homme, constituant ainsi un modtle expénmental de premier
choix. Nous présenterons les données écologiques, pathologiques et surtout comportementales
sur les Primates en général, puis nous ferons ressortir les particulantés du Singe vert en
insistant sur les relations sociales. Ensuite nous situerons l'infection SIVagm 2 travers une
revue des différentes lentiviroses animales, ce qui nous ménera logiquement 2 dégager
l'intérét des modeles simiens dans la lutte contre le SIDA.

1. LES PRIMATES ET LE SINGE VERT.
1.1, GENERALITES SUR LES PRIMATES

Avec pres de deux cents especes, l'ordre des Primates occupe une place particuliére dans la
mesure ol il inclut 'Homme. En frangais, le terme "Primate® est consacré 2 la désignation
quasi-exclusive des Primates animaux. Les anglophones désignent les singes par “non-human
Primates*.

Les Primates sont des Mammiftres placentaires euthériens et plantigrades. D'habitat et de
comportement alimentaire assez variés, les Primates sont susceptibles de transmettre 2
I'Homme de nombreuses maladies, les plus dangereuses étant les infections virales.
Inversement, la majorité des maladies humaines peuvent tre reproduites, parfois méme
d'une fagon exclusive, chez les singes. Aussi, sont-ils fréquemment utilisés comme animaux
de laboratoire.

1.1.1.Systématique

L'ordre des Primates comprend au moins 179 esp&ces [26] et est divisé en deux sous-ordres:
celwi des Prosimii ou Primates primitifs et celui des Amhropoidea regroupant les infra-
ordres des Platyrrhinii ou singes du Nouveau Monde (Amérique du sud et centrale) et des
Catarrhinii, ou singes de I'Ancien Monde (Afrique et Asie).

Les Prosimiens constituent un ensemble hétérogéne essentiellement différencié des
Anthropoidea par la présence d'une bulle auditive trés développée, de molaires supérieures
trituberculées, d'un utérus bicome, d'un néopallium de type lissencéphale et de buibes
olfactifs bien développés [26].

Les Amthropoidea ou simiens proprement dits sont subdivisés en Platyrrhinii et Catarrhinii
sur la base de la forme de leurs narines dirigées latéralement et séparées par une large
cloison nasale chez les premiers, rapprochées et dirigées vers le bas chez les seconds. Une
classification trés schématisée de l'ordre des Primates est présentée dans le tableau I, page 6.



Tableau |: Systématique des principales espéces de Primates (25)

ORDRE DES PRIMATES
PROSIMIENS SIMIENS
) PLATYRHINIENS CATARHINIENS
Aste | Madagascar | Atrique Asie | Afrique | Asie Nouveau monde Ancien monde
v
TUPAIIDES
Tupaves
LEMURIDES
1émurs
Makis
INDRIIDES
Indri
DAUBENTONIIDES v
Aye aye
LORISIDES |
Loris
Potto v
GALAGIDES
Galagos
TARSIDES
Tarsiers v
CEBIDES
Capucin
Sajous
Saimiris
Atéles v
CALLITRICIDES
Quistitis
) Tamarins
CERCOPITHECIDES
Macaques
Babouins
Mangabés
Cercopithéques \ 4
Colobes
HYLOBATIDES
Gibons
Siamang v
PONGIDES
Chimpanzés
Gorilles
Orang outan v
HOMINIDES

Homme




1.1.2.Eco-éthologle

Les milieux ol vivent et se reproduisent les animaux, de méme que les interactions avec ces
milieux déterminent leurs comportements; 1'éthologie, science du comportement animal est
donc indissociable de 1'écologie.

Dhune maniére générale, il est possible de définir, selon la nature de l'environnement, des
comportements non-communicatifs (recherche de la nourriture, d'habitat, etc.) et des
comportements communicatifs intraspécifiques (tous les comportements liés & la sexualité, les
interactions sociales, etc.) ou interspécifiques (relations proies-prédateurs, agrégations ou
associations plurispécifiques, etc.).

1.1.2.1. Ecologie

Comme le soulignent plusieurs auteurs dont NAPIER et NAPIER [82] et JOLLY [62], la
plupart des Primates sont inféodés aux zones tropicales €t subtropicales. Prés de 80% des
espéces vivent en forét humide, mais beaucoup s'accommodent des zones boisées plus séches
ou des savanes boisées, ce qu marque chez certaines especes la tendance & la terrestnalité,
Une méme espece peut coloniser aussi bien les foréts tropicales que des marais d'eau douce,
la mangrove ou les milieux urbains; cette derniére caractéristique est plus principalement
l'apanage des especes asiatiques.

Toutefois, la seule répartition horizontale ne rend pas suffisamment compte de la distribution
des Primates. L'arboricolisme est, Jui aussi, trés varnable et permet de distinguer les
principaux types de locomotion: type grimpeur-sauteur, arboricole quadrupéde, arboricole
bracchiateur, semi-terrestre, terrestre [26].

L'habitat doit fournir aux groupes sociaux la nourriture nécessaire mais aussi les sites de
repos a l'abri des prédateurs.

1.1.2.2. Régime alimentaire

La définiion du régime alimentaire fait généralement référence & l'aliment le plus
communément consommé mais aussi aux spécifications anatomiques, en particulier la
denture. De nombreux Primates sont omnivores. lls consomment feuilles, fruits, graines,
insectes et méme viande lorsquils en trouvent.

Pour définir le régime dune espéce, on peut notamment considérer le temps passé par les
individus 2 ingérer les différents aliments ou bien analyser ce que les individus ont été vus
prélever ou leur contenu stomacal. Une étude quantitative doit tenir compte des variations
saisonniéres, voire journali¢res, liées 3 la disponibilité des aliments et & la compétition
interspécifique, et de la diversité des ressources en fonction de la superficie de l'aire
exploitée,



D'aprés RICHARD cité par DEPUTTE [26], il existe une relation entre le poids corporel et
le régime alimentaire des espéces: les Primates les plus légers sont les insectivores et les
gommivores, les plus lourds les folivores.

Les Primates montrent, dans leur majorité, une prédominance de l'alimentation végétale
(frugivores, granivores, folivores, gommivores), complémentée par une insectivorie plus ou
moins prononcée selon les espéces. Mais la consommation de vertébrés, petits batraciens,
reptiles et oiseaux n'est pas exceptionnelle; elle est surtout marquée chez les Babouins et les
Chimpanzés qui peuvent, & l'occasion, se révéler prédateurs de jeunes antilopes et méme de
jeunes Cercopitheéques [26] ou Colobes [8]. La méconnaissance de cet aspect carné du régime
peut provoquer, chez les Primates en captivité, des troubles nutritionnels, en particulier
I'avitaminose B 12 [62].

1.12.3. Comportement social

Les Primates sont des animaux a haut comportement psychique et social. L'unité sociale de
base ou groupe unitaire peut se définir comme la réunion de singes des deux sexes et de tous
8ges, qui participent ensemble 2 la recherche de nourriture, I'élevage des jeunes et la défense
cortre les prédateurs [62]. En général, le groupe unitaire posséde un territoire relativement
déterminé, qu'il défend contre les groupes voisins avec lesquels il entretient des relations
pafais antagonistes. Il se développe a partir d'une unité de reproduction qui peut étre un
groupe nnimilefunifemelle, un groupe unimile/multifemelles ou structure en harem, un
groupe multimiles/multifemelles {26] 11 faut signaler aussi l'existence de groupes unisexués,
m3les [26] et femelles, mais en trés faible proportion. Des transitions, d'une structure a une
autre, sont possibles chez une méme espéce. .

L¥pomnillage {"grooming® en anglais) tient une grande place dans la vie des singes. Au dela
¢k la recherche de parasites, il s'agit dune activité éminemment sociale. Le statut de chaque
singe impliqué dans I'épouillage revét une signification particulitre selon quil s'agit d'une
mére épomliant un enfant, d'un méle épouillant une femelle ou vice versa. D'aprés ITANI
{61}, Ya fréquence de 1'épouillage entre singes permet de déceler le degré de familiarité entre
dJeux animaux, une situation de dominance ou plus simplement 1'étroitesse des liens au sein du
gronpe. L'auto-€pouillage ("self-grooming *) est également souvent rencontré.

Ur des traits impartants de la socialité des Primates est la communication vocale. Plusieurs
vanétés de vocalisation sont émises, soit lors de certaines interactions avec des membres du
groupe, soit pour signaler des rencontres avec d'autres groupes, soit pour assurer la cohésion
de Yensemble d'un groupe (cris de ralliement), ou encore pour avertir de l'approche d'un
prédateur (cris d'alarme) [S3]. .

Les interactions sociales aussi bien intraspécifique quiinterspécifique, ne sont pas toujours
hédoniques (*amicales”). Des conflits dits agonistiques ("agressifs"), existent au sein des
groupes mais également entre groupes. L'étude des communautés de singes a d'ailleurs révélé
des phénoméenes surprenants comme les combats mortels, l'infanticide [47] et le rapt [61].



Le passage d'un mode de vie naturel 3 une vie de captivité contraignante entraine la perte du
territoire, la rupture des rapports sociaux, le changement d'alimentation, le bouleversement
de l'horaire de vie, créant ainsi des affections psychosomatiques et des pathologies
comportementales en particulier des névroses sexuelles et dinactivité ou d'incarcération
[122].

1.1.2.4. Comportement sexuel

Chez les Primates, il existe une saisonalité des naissances. Elle est le plus souvent liée 3 des
facteurs de l'environnement, et c'est pourquoi les cycles ovulatoires, saisonniers dans la
nature, peuvent devenir continus dans les conditions constantes de la captivité [26,62].

Les femelles Primates ont une ovulation spontanée, marquée par un oestrus accompagné par
des manifestations comportementales et, chez certaines espéces, des modifications
morphologiques assez prononcées (rougissement de la vulve, intumescences cycliques de la
peau sexuelle). La durée des cycles varie chez l'ensemble des Primates entre 11 et 55 jours
[26].

En général, la femelle prend l'initiative sexuelle. La sollicitation du méle par la femelle se
fait par la présentation de la région génitale parfois précédée par une séance d'épouillage de
la part de la femelle. Le coit est assez rapide, ventro-dorsal comme il est de régle dans la
classe mammalienne [115] Une tendance 3 1'homosexualité (groupes unisexués) et 2 la
masturbation avec une exacerbation chez les singes en captivité a été signalée par plus dun
auteur. Chez les males, 1'érection et l'exhibition pénienne ont une signification sexuelle
certes, mais elles peuvent également traduire une attitude d'intimidation dans les relations
agonistiques.

1.1.3.Utilisation des singes dans la recherche expérimentale

L'intérét que I'Homme porte aux Primates remonte 2 l'antiquité. Les singes, &tres sacrés,
créatures abominables, ravisseurs de femmes, ou créatures divertissantes sclon les
considérations, ont &é exploités 3 des fins alimentaires, médicales, thérapeutiques...[122].
Toutefois, l'utilisation expérimentale est de loin la forme d'exploitation la plus courante.

Ce fut l'anatomie, puis les sciences naturelles qui se sont intéressées en premier 3 ces
créatures animales proches de I'Homme. Mais tr#s vite, cette utilisation expérimentale devait
se généraliser au monde biomédical, et de nos jours, les singes sont utilisés en anthropologie,
en immunologie fondamentale, en neurophysiologie, en chirurgie, en dentisterie, en
pharmacologie, en cancérologie expérimentale, etc...

L'utilisation des Primates représente souvent 1'étape finale d'extrapolation 2 'Homme, des
études préliminaires sur les espéces non-simiennes, mais, dans beaucoup de cas, il n'existe pas
d'alternative 2 1'usage des modeles singes.



Les Primates les plus utilisés comme animaux de laboratoire sont: les Cébidés (Saimiri), les
Callithricidés (Callithrix, Sanguinus), les Cercopithécidés (Macacq Papio, Cercocebus,
Cercopithecus), les Pongidés (Pan) [25]. Le choix des espéces est sujet a plusieurs
considérations. D'apres BOX et SCOTT [11] le choix des Primates dans la recherche
biomédicale est largement déterminé par des considérations pratiques et économiques, et
rarement par des propensions prescrites et quantifiées.

Par ailleurs, tous les auteurs s'accordent pour reconnaitre que l'amimal n'aura toute sa valeur
pour l'expérimentateur que s'il n'est atteint au départ d'aucune affection, d'oll 1a nécessité de
contrdler 'origine et le statut sanitaire des Primates utilisés en laboratoire.

L'expérimentation animale, et en particulier l'utilisation des Primates dans la recherche
biomédicale, devient de plus en plus I'objet de controverses, surtout dans le monde actuel ol
foisonnent des associations de défense et de protection des animaux. Les réactions sont trés
diverses, prenant parfois la forme de réquisitoires implacables contre l'utilisation
expérimentale des animaux. Ainsi, RUESCH [103] s'est appliqué, dans son ouvrage intitulé
"Expérimentation amimale: honte et échecs de la médecine”, 3 démontrer l'inutilité de
l'expérimentation animale. Des la préface du dit-ouvrage, on peut lire qu’

"Il faut souligner l'inutilité de l'expérimentation animale, qui ne peut se targuer d'aucune
découverte médicale wtile & I'Homme, méme si elle s'en attribue fréquemment certaines...
L'expérimentation animale contribue & maintenir I'Homme dans son ignorance et dans une
Jorme de sadisme dangereux..."

Cependant, il est heureux de constater que des prises de position beaucoup plus souples ne
sont pas rares;, et certains auteurs affichent plus d'intérét 3 l'éthique et aux aspects
réglementaires de 'expérimentation animale.

L'utilisation des Primates en recherche biomédicale s'est fortement intensifiée durant ces
dermitres années. Aussi, est-l nécessaire de rappeler le danger potentiel que représentent ces
animaux, car pouvant transmettre 3 'Homme. des maladies parasitaires. bactériennes et
surtout virales trés redoutables comme la maladie de Marburg.

1.1.4.Principales zoonoses d'origine simienne

Les zoonoses sont des maladies ou infections qui se transmettent naturellement des animaux
vertébrés a I'Homme et vice versa (OMS, 1959). Elles sont dites zooanthroponoses lorsque la
transmission se fait de I'animal 3 'Homme.

Nous limiterons cette revue des principales zoonoses d'origine simienne aux maladies virales
transmissibles par les Primates a8 'Homme (Tableau [I, page 11). Pour une étude détaillée et
complete des différentes maladies virales mais aussi bactériennes et parasitaires d'origine
simienne comme la tuberculose, la shigellose, la strongiloidose, 'oxyurose..., des articles et
ouvrages spécialisés sont recommandés [25,37,74,116).
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Tableau II: Principales zoonoses d'origine simienne (25, 74,116)

Maladie Etiologie Source potentielle Transmission Diagnose et prévention
Herpes B Herpesvirus singe Ancien morsure gants, masques
simiae Monde griffure titrage sérologique
Herpesviridae accidents d'autopsie
Hépatite Virus hépatite A Chimpanz¢ aérosol hygiéne sanitaire
infectieuse Entérovirus Ouistiti sang masque
Picornaviridae Marmoset... titrage sérologique
Maladie de Virus de Marburg Singe vert contact avec hygiéne sanitaire
Marburg Rhabdoviridae africain sang et tissus titrage sérologique
autres?
Poliomy¢élite Virus poliomyélitiques Chimpanzé directe et vaccin
Entérovirus Gorille indirecte titrage sérologique
Picornaviridae
Rage Virus rabique tous les singes morsure vaccin
Lyssavirus salive titrage sérologique
Rhabdoviridae
Rubéole Virus rubéole Macaque directe vaccin
Rubivirus Ouistiti titrage sérologique
Togaviridae singes d'Am. sud
Variole du singe Monkey-poxvirus anthropoides directe vaccin
ou Monkey-pox Poxviridae d'origine africaine par contact titrage sérologique
Maladie de Yaba Virus de Yaba Singe vert ? hygi¢ne sanitaire
Poxviridae Macaque titrage sérologique




12. LE SINGE VERT

1.2.1.Répartition géographique des Singes verts

Omnivores semi-terrestres quadrupedes, les Singes verts sont rencontrés dans des milieux
tres divers, allant de la savane arbustive 2 la for€t humide. Cette large répartition de ces
Cercopithéques africains tient, sans doute, 3 leurs caractéristiques morphologiques et a leur
grande capacité d'adaptation liée 2 leur caractéristiques morphologiques et un certain
polymorphisme, [41,42,69] leur permettant d'exploiter toutes les ressources de ces habitats.

Les Singes verts ont une répartition tropicale. Selon la distribution géographique établie par
OSMAN-HILL [88] quatre especes du groupe Cercopithecus eethiops sont distinguées:

- le Vervet, Cercopzthecu.s pygerythrus, qui est retrouvé depuis la régxon méridionale de
I'Ethiopie jusqu'en Afrique du sud;

- le Grivet, Cercopithecus ethiops, limité 2 I'Ethiopie et au Soudan;
- le Tantale, Cercopifhccus tantalus, qui vit en Afrique centrale;

- le Singe vert au sens strict ou Callitriche, Cercopzthecussabaeus qui est limité a 1'Afrique
occidentale (Figure 1, page 13).

Un meilleur respect de la nomenclature serait souhaitable pour une utilisation correcte de
chacune de ces especes.
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1.2.2.Morphologie

LORDAT [68] précisait déja quelques points de I'anatomie du Singe vert proprement dit: une
téte plate, un museau peu proéminent avec un angle facial de soixante degrés, une queue
longue non prenante, des abajoues et des fesses calleuses. L'animal présente en outre une trés
étroite distance interorbitaire, des narines étroites, une fosse lacrymale confinée 2 un os
lacrvmal développé [26). Ces différents caractéres sont communs a presque tous les
Cercopithécidés.

Les caracteres spécifiques du Singe vert sont. absence de bande frontale blanche, favons
jaunétres bien appliqués sur les joues, toupet temporal dirigé vers l'avant, poil verdétre melé
de jaunitre, fourrure thoraco-abdominale blanchétre et extrémité de la queue jaune [42]. Avec
sa taille d'une cinquantaine de centimétres environ (téte + corps) et un poids moyen au
Sénégal de 4.5 kg pour les femelles 4 6 kg pour les méles [GALAT-LUONG, com. pers.], le
Singe vert est un animal peu encombrant, donc commode pour I'usage au laboratoire.

1.2.3.Ecologie et éthologie

Ce sous-chapitre sera surtout consacré aux caracténstiques écologiques et éthologiques du
Singe vert couramment rencontré au Sénégal, Cercopithecus (aethiops) sabaeus, et que nous
avons utilisé dans la partie expénimentale. Cette espece a fait 'objet d'études éco-éthologiques
approfondies par GALAT et GALAT-LUONG [41,42,43,44,45].

1.2.3.1. Ecologie

L'étude écologique va nous permettre de préSentcr I'habitat du Singe vert et son exploitation
ainsi que la distnbution temporelle des activités appelée budget-temps.

1.2.3.1.1. Habitat et régime alimentaire

Les Singes verts sont des Primates arboricoles quadrupédes vivant dans les savanes boisées et
dans les foréts tropicales, zones de montagne comprses. Les différentes études écologiques
effectuées sur les Singes verts font état de leur grande capacité d'adaptation. Ainsi au
Sénégal, Cercopithecus sabaeus, vit dans les formations sahéliennes de la vallée du fleuve
Sénégal, en limite nord de son aire de répartition, soudano-sahéliennes de la région du
Sénégal oriental ainsi que dans les foréts soudano-guinéennes de Casamance. Il a élarg sa
niche €écologique en colonisant la mangrove [43]. Cette association végétale halophile,
caractéristique des régions littorales de la zone tropicale, lui fournit des ressources
alimentaires particuliéres et lui procure fraicheur et refuge trés recherchés par les "Singes
verts des palétuviers” aux heures chaudes de la journée. La mangrove est aussi leur refuge
principal par son couvert trés dense et l'extréme intrication des racines des palétuviers.



La grande diversité de I'habitat du Singe vert se traduit également au niveau de son régime
alimentaire. Cercopithecus sabaeus est omnivore opportuniste d'aprés GALAT [42,45] et son
régime alimentaire subit d'importantes varations au cours des saisons et d'une année 2
l'autre. Les différentes classes d'dge et de sexe montrent également des différences.

L'alimentation végétale est composée pour la plus grande part de fruits, de graines et de
feuilles mais aussi de fleurs, de graminées, de plantes herbacées, de la gomme, de jeunes
épines, de rhizomes, de champignons.

A l'instar de tous les Primates, les sources de protéines animales proviennent en majorité des
insectes. Mais la consommation de petits vertébrés , mammiferes (rats, li¢vres), oiseaux
(passereaux, tourterelles, calaos), reptiles (1ézards), crustacés (crabes), oeufs et méme
éjaculat ou liquide menstruel n'est pas exceptionnelle. D'autres aliments assez marginaux
comme feces d'oiseaux et terre de termitiére sont également consommés [42,43,44,45].

Pour ce qui est des variations saisonniéres, on constate une réduction importante de fruits
pendant 1a saison des pluies et une augmentation considérable de la consommation de feuilles,
graminées incluses. La consommation d'aliments végétaux est maximale en saison humide et
celle d'onigine animale, minimale. En revanche, les variations interannuelles sont beaucoup
plus subtiles et s'expliquent par la grande dépendance de l'alimentation du Singe vert aux
condittons éco-climatiques. Les variations du régime alimentaire suivant 1'dge et le sexe
montrent que les adultes consacrent plus de temps que les jeunes a la consommation de
graines (trés dures 3 maturité et en saison séche), et que les femelles et les enfants
consomment plus de feuilles que les males car étant plus faciles a collecter.

1.23.1.2.  Budget-temps

En ce qui concemne le budget-temps, qliatre groupes d'activités exclusives ont été rét.enus par
GALAT [42]; 1l s'agnt de:

- la locomotion, correspondant 3 une dépense d'énergie nécessaire au déplacement des
animaux;

- l'alimentation (absorption de !'énergie nécessaire au métabolisme et 2 l'exécution de
l'ensemble des activités),

- les activités sociales (hédoniques, agonistiques, sexuelles),
- le repos c'est-a-dire 1'absence d'activité, permettant d'économiser 1'énergie).

Le pourcentage de temps consacré aux quatre activités sus-définies est présenté sur le tableau
111, page 16. |



Tableau III. Vanation inter-bandes du budget-temps in natura. [42]

ACTIVITES: | ALIMENTATION | REPOS | LOCOMOTION |SOCIAL
BANDES
A 27.8 27,6 35,0 9,7 .
C 224 30,2 374 10,0
Z 22,6 35,5 31,3 10,6
M 22,5 42,8 259 8.8
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Ces différentes activités subissent, outre des varations interbandes, des variations
saisonniéres, interannuelles. Elles suivent un rythme d'activité quotidien . On note par
exemple une augmentation du temps de repos en saison humide en compensation d'une
diminution 2 la fois de l'alimentation et de la locomotion. Une variation expérnimentale in
natura, induite par l'apport extérieur d'une nourriture riche, a comme effet la diminution du
temps consacré 3 l'alimentation et 3 la locomotion compensée par une augmentation des
activités sociales et du repos.

Enfin, il existe des varations liées & 1'dge, au sexe et 3 1'état physiologique des individus,
définissant ainsi des niches €cologiques intra-spécifiques [42]. Ainsi, les adultes,
particulierement les méles, passent moins de temps 2 s'alimenter et 3 se reposer que les jeunes.
Cette différence s'expliquerait par le fait que les jeunes se déplacent plus et ont davantage
d'activités sociales que les adultes. De m&me, les femelles adultes consacrent plus de temps a
l'alimentation et aux activités sociales que les méles (€tat physiologique, relations mére-
jeune).

1.2.3.2. Ethologie
1.2.3.2.1. Structure démographique et organisation sociale

En fonction des catégories d'age et de sexe, on distingue classiquement chez le Singe vert:
- les enfants portés de moins de six mois,

- les enfants de six 3 dix-huit mois,

- les juvéniles de dix-huit mois a trois ans environ,

- les subadultes de trois & quatre ans chez les femelles et de trois & cing an§ chez les méles,

- les adultes, quand la maturité sexuelle est atteinte, c'est-a-dire vers quatre ans chez les
femelles et vers cing ans chez les méles [42].

L'effectif des groupes sociaux varie entre 4 et plus de 150 individus selon les auteurs et les
régions [42]. Bien que la structure en harem soit de régle chez les Cercopithéques africains
[26], 1a structure sociale de Cercopithecus sabacus est classée dans la catégorie des bandes
multim8les/multifemelles [62].

La dynamique de ces groupes sociaux conduit le plus souvent 3 1'émigration qui affecte
principalement les méles. D'aprés DEPUTTE [26], cette émigration des méles est une
nécessité de la perpétuation des structures en harem, mais elle existe aussi de maniére
générale dans les structures multimles/multifemelles.



1.23.2.2. Eléments du répertoire social
Comportements hédoniques

Le toilettage social ou épouillage constitue, au dela de la recherche des parasites, comme chez
la quasi-totalité des Primates, la plus importante forme de contacts interindividuels et de
réconciliation apres conflit;. une autre forme fréquente est le comportement de "main sur
tete”.

Comportements agonistiques

Le béillement ostentatoire du Singe vert méle est une des premigres mimiques d'intimidation.
Il peut &re suivi de menace yeux fixes et grands ouverts, de hochements latéraux et
verticaux, parfois avec une présentation génitale avec érection pénienne, de secouages du
support [42,43]. Les combats avec morsures se traduisent le plus souvent par des blessures de
la peau. Soignées généralement par des congéntres [46), elles cicatrisent vite mais peuvent
offrir I'occasion, aussi bien lors de 1a morsure que lors des soins, de contaminations diverses.

Comportements  territoriaux

Les conflits ne sont pas rares, en particulier les conflits temitoriaux. Ces conflits
intraspécifiques se manifestent généralement par des émissions d'aboiements ("threat-alarm-
bark® [111 ], une exposition thoraco-abdominale et une exhibition pénienne [43].

Comportements anti-prédateur

Les comportements du Singe vert face 3 d'autres espéces peuvent présenter tous les aspects,
de l'absence apparente de réaction 2 des réactions de fuite ou d'attaque [42]. Avec I'Homme,
la fuite silencieuse est la réaction la plus fréquemment observée. L'accoutumance 2 la
présence d'observateurs entraine une réduction de la distance de fuite.

Le comportement antiprédateur du Singe vert mérite une particuliére attention. Une étude
assez récente sur des groupes de Vervets révéle quiils distinguent les vocalisations, non
seulement, selon leurs propriétés acoustiques, mais aussi selon leur signification. Ainsi, en
leur faisant entendre un cri (de leur congénére) enregistré lors de la survenue d'un léopard,
ils se ruaient dans les arbres ou se réfugiaient dans des buissons; ils regardaient vers le ciel en
entendant un cri signalant un aigle; et ils se dressaient sur leurs jambes en scrutant I'herbe
lorsqu'ils entendaient un cri signalant un serpent [107]. Chez le Singe vert, GALAT-LUONG
[com. pers.] a déclenché un cri d'alerte au prédateur aérien en faisant voler un cerf-volant
figurant un aigle, ¢t des vocalisations d'alerte au prédateur terrestre en présentant des peaux
de Civette et de Python.
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Comportements sexuels

En ce qui concerne la biologie sexuelle des Singes verts, il y a une saisonalité des naissances
avec un pic de naissances en saison humide [10,26]. Toutefois, les naissances peuvent survenir
tout au long de I'année. Les femelles ont un cycle oestrien de 30 jours [36] et présentent peu
de modifications des organes génitaux externes pendant l'oestrus. Les méles adultes sont
caractérisés par un anneau péri-anal rouge, un pénis rouge vif et un scrotum bleu plus ou
moins vif contrastant avec la fourrure blanc-grisitre de leur région ventrale.

La sollicitation de monte s'exprime:
chez le méle par le comportement de *main sur hanche® de la femelle,

chez la femelle par la présentation, queue levée et déjetée en oblique, de la région ano-
génitale.

Le méle monte la femelle en lui tenant les jarrets avec les pieds. Une pause marque
1'éjaculation en fin de coit. Un épouillage peut lui succéder.

L'intérét du Singe vert, réservoir naturel des virus de Marburg et de Yaba, s'est
considérablement accru avec l'isolement du SIVagm, un rétrovirus proche du HIV mais
apparemment non pathogéne chez son hdte naturel.

2. GENERALITES SUR LES LENTIVIROSES

Les lentivirus appartiennent  la famille des rétrovirus, qui sont caractérisés par la présence
d'une enzyme dénommée transcriptase inverse (ou reverse trancriptase), responsable de la
synthése d'une copie d'ADN & partir de I'ARN viral. Mais cette enzyme se retrouve
également chez les Pararétrovirus que sont les Hépadnavirus (virus de 1'hépatite B), les
Caulimovirus et les Badnavirus (virus des plantes supérieures)[90].

Comme les autres rétrovirus, le génome des lentivirus se compose de trois génes structuraux
(le gene gag qui code pour les protéines internes du virion, le géne pol codant pour les
différentes enzymes et le géne env qui code pour les glycoprotéines d'enveloppe), auxquels
il faut ajouter un certain nombre de génes régulateurs (fat, rev, nef, vif, vpr/vpu, vpx).

Ce sont des virus 3 hotes plus ou moins spécifiques dont certains ont été reconnus pathogénes
pour les animaux domestiques, les Primates et 'Homme. Les principales propriétés des rétro -
lentivirus sont leur tropisme préférentiel pour les cellules de la lignée leucocytaire, en
paru'culier celles exprimant le récepteur CD4 et leur persistance dans 1'organisme infecté en
raison de leur grande capacité de variation antigénique (pour une revue oomplétc voir
[57, 85] 11 en résulte deux types de manifestations pathologiques:

- une primoinfection caractérisée par la séroconversion (apparition d'anticorps anti-HIV
(SIV) trés souvent asymptomatique



- l'apparition d'infections opportunistes liées & la déplétion lymphocytairele SIDA
correspondant 3 la phase maladie le syndrome de l'immunodéficience acquise présente les
deux types dinfection. Notons que plus dun lentivirus animal provoquent des maladies
comparables au SIDA de 'Homme d'ol l'importance d'une revue des différentes infections
lentivirales.

2J. CLASSIFICATION

La famille des Retroviridae, 3 laquelle appartiennent les lentivirus, est subdivisée en trois
groupes:

- les Oncovirinae ou virus oncogénes,
- les Lentivirinae, sous-famille des virus lents,
- les Spumavirinae qui sont des virus spumeux (Tableau IV, page 21). A ces trois groupes

classiquement définis, s'ajoute le nouveau groupe des rétrovirus type D dont le prototype est
le virus simien de Mason-Pfizer (Mason-Pfizer monkey virus)[51].

20



Tableau

IV. ~Principaux rétrovirus animaux et humains (14, 51, 57,

Sous-famille Hote | Sigle Virus
Oiseaux ALV  |(Avian leukosis virus)
Virus de la leucose aviaire
Bovins EBLV |(Enzootic bovine leukosis virus)
Virus de la leucose bovine enzootique
Porc PSV  |(Porcine sarcoma virus)
Oncovirinae Virus du sarcome du porc
Chat FeLV |(Feline leukemia virus)
Virus de la leucémie féline
Singes STLV | (Simian T-lymphotropic virus)
Virus de la leucémie simienne
Homme HTLV |(Human T-lymphotropic virus)
Virus de la leucémie humaine
Mouton MVV  |(Maedi-visna virus)
Virus Maedi-visna
Chévre CAEV | (Caprine arthritis encephalitis virus)
Virus de l'arthrite encéphalite caprine
Cheval EIAV |(Equine infectious anemia virus)
Virus de I'anémie infectieuse des équidés
Lentivirinae
Bovins BIV  |(Bovine immunodeficiency virus)
Virus de I'i'mmunodéficience bovine
Chat FIV  |(Feline immunodeficiency virus)
Virus de l'immunodéficience féline
Singes SIV  |(Simian immunodeficiency virus)
Virus de l'immunodéficience simienne
Homme HIV  |(Human immunodeficiency virus)
Virus de l'immunodéficience humaine
Bovins BFV | (Bovine foamy virus)
Virus spumeux bovin
Chat FFV | (Feline foamy virus)
Virus spumeux félin
Spumavirinae
Singes SFV | (Simian foamy virus)
Virus spumeux simien
Homme HFV | (Human foamy virus)
Virus spumeux humain
Rétrovirus type D |  Singe SRV | (SAIDS retrovirus)
macaque Rétrovirus du SIDA simien
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2.2. LENTIVIROSES DES ANIMAUX DOMESTIQUES

Elles comprennent la maladie Maedi-visna, l'anémie infectieuse des équidés, [l'arthrite
encéphalite caprine, l'infection au virus de l'immunodéficience bovine et l'infection du chat
par le virus de l'immunodéficience.

2.2.1. La maladie Maedi-visna du mouton

Bien que la maladie ait été décrite antérieurement (Afrique du Sud, Nord-Ouest des Etats-
Unis et Hollande)[24], le virus a été isolé en 1960 en Islande grice aux travaux de
SIGURDSSON [109,110] qui introduit pour la premi¢re fois le terme d'infection lente. Le
virus provoque essentiellement une atteinte nerveuse dégénérative (visna) qu a été la
premiére forme décrite, et une pneumonie interstitielle (maedi). Les signes cliniques de la
maladie Maedi-visna apparaissent progressivement. 11 s'agit d'une pneumonie avec dyspnée
accompagnée de cachexie. Des signes d'arthrite, de mammite et de paralysie progressive sont
parfois observés. La voie préférentielle de contamination est la transmission de la mére 2
l'agneau par le colostrum et le lait, durant la période néonatale [104]. La contamination par
le sperme est également évoquée.

La description de la maladie maedi-visna fait ressortir trois points essentiels pour la
compréhension de la pathogénése des infections & virus lents: comment le virus persiste dans
l'organisme? Qu'est-ce qui est a l'origine de la destruction des tissus qui se traduit par
l'amaigrissement? Pourquoi cette évolution trés lente? DAWSON [23], NARAYAN et coll.
[85], et HAASE [S7] ont essayé de répondre a ces épineuses questions a travers l'étude du
modele biologique que constitue l'infection lentivirale du mouton.

222. L' anémie infecticuse des équidés (A.LE.)

L’A LE. est une maladie chronique et contagieuse des chevaux, des dnes ainsi que de leurs
produits de croisement (mulets). Selon les travaux de DAWSON [24]et de TOMA [113], elle
a €té décrite pour la premiére fois au monde, en 1843, par LIGNEE . Son étiologie virale a
été établie par VALLEE et CARRE en 1904 [118]. Au cours de ces demieres années, la
parenté entre le virus de 'A.LE. et d'autres rétrovirus de I'Homme ou de l'animal a été
démontrée [16,20,55].

L'A.LE. est une virose caractérisée par des épisodes aigus et se traduisant par de la fievre, de
l'anémie, de l'abattement et des oedemes. La pérennité de la virémie plasmatique constitue la
particularité essentielle du virus de 'A.LE. et explique sans doute pourquoi il est le seul
lentivirus connu pour &tre transmis par la pigfire d'arthropodes hématophages. Notons que
des formes inapparentes existent, soit d'emblée, soit aprés une forme cliniquement exprimée.

KONO et coll. [64 ont montré qu'au cows de l'infection du cheval, les antigenes
périphénques du virion subissaient une dérive antigénique entrainant l'appanition de variants
antigéniques auxquels l'organisme s'adapte en produisant, avec un certain décalage, des
anticorps neutralisant la nouvelle spécificité.
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A l'état actuel de nos connaissances, 1'A.LE. peut étre considérée comme la plus vieille
infection lentivirale décrite dans le monde animal.

2.23. L' arthrite encéphalite caprine (A.E.C.)

Depuis une dizaine d'anmées, les connaissances concernant l'arthrite encéphalite caprine ont
considérablement progressé. Affection trés cosmopolite [114] due 3 un virus du méme
groupe que celui du virus du SIDA de I'Homme, elle représente 2 la fois une dominante
pathologique de 1'élevage caprin et un modele en pathologie comparée.

Le virus de I'A.E.C. fut isolé¢ pour 1a premit¢re fois par CRAWFORD et coll.[19] 2 partir de
tissu synovial de chévres atteintes d'arthrite chromique, mais I'hypothése d'une étiologie
rétrovirale avait été déja proposée par CORK et coll.[18] qui avaient décrit chez un jeune
chevreau une leucoencéphalomyélite dont les lésions apparaissent comparables a celles
induites par le virus Maedi-visna. Le virus de I' A.E.C. se distingue d'autres lentivirus parce
qu'il n'induit pas la formation d'anticorps neutralisants [114]. Les principaux symptomes et
1ésions sont localisées aux articulations, 3 la mamelle, au syst®me nerveux central, et 2
quelques autres organes tels que le poumon, le rein. Il s'agit, chez la chévre adulte, d'une
hypertrophue progressive unilatérale ou bilatérale de l'articulation, associée ou-non a une
atrophie le plus souvent unilatérale de 1a mamelle. En revanche, chez le jeune de 2 3 6 mois,
la maladie est essentiellement nerveuse, et est caractérisée par une ataxie postérieure évoluant
vers une quadriplégie rapidement mortelle.

Il est intéressant de souligner que, comme pour tous les autres rétrovirus, la multiplication
du virus de I'A.E.C. et l'apparition de 1ésions ne semblent pas &tre affectées par la réponse
immunitaire. Bien au contraire, en stimulant les réactions immurtaires, le virus induirait,
sur les sites de multiplication, 1'apparition de 1ésions au sein desquelles la transformation de
nouveaux monocytes en macrophages provoquerait la multiplication du virus, qui, & son tour,
contribuerait non seulement 2 entre enir, mais aussi a amplifier le phénoméne [93].

2.2.4. Le virus de 1I' immunodéficience bovine

Le virus de 1'immunodéficience bovine ou BIV, isolé par VAN DER MAATEN et coll.[119]
d'une vache présentant une lymphocytose persistante, reste peu étudié, et le syndrome
dimmunodéficience qu'il engendrerait n'est pas encore bien caractérisé. Toutefois, on sait
que l'animal infecté par le BIV présente un affaiblissement et un amaigrissement progressifs.
Pour POLACK et LEVY [96] le BIV a probablement une pérniode d'incubation trés longue
qui rend difficile l'observation de signes climiques caractéristiques, les animaux étant
généralement abattus avant de les extérioriser. Cependant, l'une des manifestations précoces
de l'infection semble &tre 1'hypertrophie généralisée des ganglions lymphatiques.

Beaucoup de travaux restent & faire pour mieux connaitre le virus, sa pathogénie, et pour
caractériser l'immunodéficience accompagnant l'infection afin de savoir si le BIV peut
constituer un modele animal intéressant pour I'étude du HIV.



2.2.5. L' infection du chat par le virus de I' immunodéficience

Le virus de l'immunodéficience féline ou FIV constitue avec le BIV les plus récents
lentivirus identifiés chez les amimaux domestiques. 11 a ét€ isolé en 1986 par PEDERSEN
[91], mais |'existence de l'infection dés 1968 aux Etats-Unis et au Japon a été démontrée par
des enquétes sérologiques rétrospectives. Sa morphologie est identique 3 celle du HIV et
proche de celle du virus leucémogene félin FelLV. Si le HIV et le SIV sont caractérisés par un
tropisme exclusif pour les cellules CD4+ ou T4 (voir plus loin), la possibilité pour le FIV
d'infecter des cellules ne se limite pas 2 celles qui portent ce récepteur. Néanmoins c'est bien
dans les lymphocytes T4 que la réplication virale est la plus €élevée et l'effet cytopathogéne le
plus important.

D'aprées YAMAMOTO et coll.[121], la transmission naturelle du FIV semble principalement
due aux morsures, avec transfert de salive infectée durant les combats; ce qui expliquerait la
séroprévalence €levée, observée chez les chats méles menant une vie errante (14% aux Etats-
Unis et 44% au Japon contre en moyenne 1% dans le reste de la population féline).

Les différents stades cliniques de l'infection correspondent & une dégradation progressive du
systéme immunitaire, qui, 3 son acmé, entraine la mort de l'animal infecté. ISHIDA et coll.
(cités par MORAILLON [118], propose cinq stades pour le déroulement clinique de
l'infection du chat par le FIV:

- le stade 1 ou pnimo-infection qui dure 4 3 6 semaines et qui est caractérisé par une fievre,
une neutropénie et une lymphadénopathie généralisée transitoire.

- le stade 2 de séropositivité asymptomatique au cours de laquelle la présence d'anticorps
coexiste avec 1a possibilité de réisoler le virus. Sa durée est de 4 3 6 ans.

- le stade 3 ou lére phase du stade clinique est caractérisé par la présence dune
lymphadénopathie généralisée persistante parfois associée 3 des troubles divers tels que
leucopénie, anémie, fitvre récurrente, perte de poids ou modification du comportement.

- le stade 4 ou 2e phase clinique est défini par la présence d'infections secondaires chroniques
2 germes non opportunistes associées 3 d'autres signes. Cette phase, comme la précédente, se
prolonge pendant quelque mois ou années.

- la demigre phase clinique ou stade 5 comprend le SIDA proprement dit et les formes
atypiques. L'apparition d'infections opportunistes caractérise le stade SIDA qui conduit les
animaux vers la mort en 1 3 6 mois. Mais, environ 10% des chats infectés au stade clinique
présentent des troubles disparates regroupés sous le terme de formes atypiques. Il s'agit de
troubles neurologiques, de maladies inflammatoires de I'oeil, de troubles par
dysfonctionnement immunitaire et des tumeurs. Les recherches concernant la mise au point
d'un vaccin contre le FIV sont particulierement actives, car la mise au point d'un vaccin
efficace contre le FIV contribuerait certainement 2 orienter les recherches dans le domaine
de 1a vaccination de 'Homme contre le HIV.
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L'intérét du modgle FIV pour I'étude du SIDA humain est multiple: l'infection expérimentale
est matériellement plus facile chez les chats que chez les singes (disponibilité universelle des
chats et niveau élevé de la médecine des petits animaux), l'existence d'ume coinfection
FIVIFeLV (la contamination par le FeLV précéderait le plus souvent celle du FIV et
aggraverait le cours de la maladie) pouvant se préter 3 1'étude des coinfections HIV/HTLV
chez 'Homme.

Au terme de cette revue, on peut retenir que les animaux domestiques offrent une variétés
d'infections lentivirales assez intéressantes pour l'étude de l'infection humaine par le HIV.
Bien que la plupart d'entre elles présentent peu ou pas de similarités avec linfection
humaine, leur étude a considérablement contribué & une meilleure compréhension de la
pathogénie des rétrovirus en général, des lentivirus en particulier (cas de Maedi-visna). Il
convient de relever le cas exceptionnel que constitue l'infection FIV, la seule, parmi les
lentiviroses des animaux domestiques qui développe une symptomatologie parfaitement
comparable 2 celle décrite chez 'Homme infecté par le HIV.

23. VIRUS DE L' IMMUNODEFICIENCE SIMIENNE (SIV)

Depuis 1'émergence de 1'épidémie du SIDA, une recherche importante 3 été entreprise chez
les singes. Plusieurs SIV apparentés au HIV1 et HIV2 ont ét€ mis en évidence. La
terminologie internationale SIV a été choisie par analogie avec le HIV pour désigner un
lentivirus (appelé initialement STLV-III) induisant un syndrome d'immunodéficience chez le
macaque rhésus. Ce virus a par la suite, été dénommé plus précisément SIVmac (SIV du
macaque rhésus) pour le différencier des lentivirus trouvés chez d'autres especes de singes.
L'adjonction des lettres minuscules apres SIV précise I'espéce chez laquelle le virus a été
isolé. Elles sont suivies, s'il y a plusieurs virus ayant une méme origine, d'un code [60].

A l'heure actuelle, un certain nombre de SIV ont été identifiés chez les singes (tableau V,
page 26 ). L'une des caractéristiques intéressantes de ces virus est le fait que certaines espéces
de singes sont porteurs sains (singes infectés dans la nature) alors que d'autres font des
infections suraigués ou chroniques avec immunodéficience terminale. Remarquons que les
modeles SIV sont actuellement les modeles animaux les plus utilisés.

Nous passerons donc en revue les différents types de SIV en précisant les possibilités

d'infections interspécifiques. L'apport des modeles SIV dans la lutte contre le SIDA sera
présenté aprés une étude comparative des infections @ HIV et SIV.

25



G

Espéce Nom usuel Nom usuel anglais Distribution Désignation Référence
Macaca Macaque macaque Asie, Afrique du Nord
M. mulata Rhésus thesus Inde, ‘Chine, Viét-nam SIVmac DANIEL (1985)
M. fascicularis M. cynomolgus, Crabier cynomolgus Indonésie, Philippines S1Veyno DESROSIERS (1988)
M. nemestrina M. 4 queue de cochon pig-tailed Inde, Indonésie SIVmne BENVENISTE (1986)
M. arctoldes M. brun stumptailed m. Inde, Chine, Viét-nam SIVstm GARDNER (1988)
Cercocebus Mangabé mangabey Afrique
C. atys M. enfumé sooty m. Afrique de I'Ouest SIVsm MURPHEY-CORB (1986)
" " " " SIVsmm FULTZ (1986)
" " " " SIV PBj14 FULTZ (1989)
Cercopithecus Cercopithéque guenon Afrique _
C. pygerythrus Vervet vervet Afrique de I'Est et du Sud  SIVagm OHTA (1988)
C. aethiops Grivet grivet Afrique de I'Est SIVagmGRI ALLAN (1990)
C. sabaeus Singe vert, Callitriche green monkey, callitrix m.  Afrique de I'Ouest S1VagmSAB ALLAN (1991)
C. tantalus Tantale tantalus m. Afrique centrale SIVagmTAN MULLER (1993)
C. mitis C. 4 diadéme blue m. Afrique centrale etde I'Est ~ SIVsyk EMAU (1991)
Papio Babouin baboon Afrique, Moyen orient
P. mandrillus Mandrill mandrill Afrique centrale SIVmnd TSUJIMOTO (1989)
Pan Chimpanzé chimpanzee Afrique
P. troglodytes Chimpanzé chimpanzee Afrique centrale SIVcpz PEETERS (1989)

[1] SIWLL Sa[ ZaYo SP[OST SLITANUYT “A NE3[qEL



2.3.1. Les différentes variétés de SIV
23.1. Le SIVmac

11 s'agit du premier modele décrit et le plus étudié. Le virus a ét€ isolé en 1985 par DANIEL
et coll[21,22]. Le SIVmac est un lentivirus plus proche du HIV2, qui détermine chez le
macaque rhésus (Macaca mulatta) un syndrome d'immunodéficience acquise semblable 23
l'infection par le HIV chez 'Homme: phase asymptomatique, baisse progressive du nombre
de lymphocytes T4 circulants, phase d'immunodépression terminale survenant six mois 2
trois ans apres la primoinfection avec apparition d'infections opportunistes. Il existe toutefois
chez une faible proportion de macaques ne développant pas de réponse humorale vis-a-vis du
SIV, une forme de la maladie 2 évolution aigug [14,60].

Des infections, par des rétrovirus de type D ou SRV (SAIDS rétrovirus, SAIDS pour Simian
Acquired Immunodeficiency Syndrome) donnant des syndromes comparables, avaient déja
été décrites en 1970. Bien que ces deux virus déterminent un syndrome d'immunodéficience
acquise chez le macaque rhésus, on peut noter quelques différences (tableau VI, page 28 )

I1 faut ajouter que d'autres isolats SIV ont été obtenus chez des macaques vivant en captivité

(Macaca nemestrina, M. arctoides, M. fascicularis), ces animaux développant des symptémes
analogues a ceux du Macaque rhésus [7,27,38].

27



Tableau VI. Principales différences entre le SIVmac et le SRD [51]

SRD SIVmac
Nature infection spécifique chez ces hotes infection interspécifique,
. infection naturels que sont les Macaques asiatiques | le Mangabey étant I'héte naturel
Parenté antigénique moins apparenté au HIV génétiquement plus apparenté
avec le HIV au HIV
Immunogénicité anticorps neutralisants anti-SRD peuvent anticorps neutralisants
conférer protection et méme guérison anti-SIVmac ne protégent pas
Mutation des moins rapidement plus rapidement
antigénes d'enveloppe :
Pouvoir pathogéne moins pathogéne plus pathogéne
sur les lymphocytes T
Mode de transmission par la salive probablement sexuelle




23.2, Le SIVsm

11 a éé isolé dans un élevage de mangabés au Centre de Primatologie de Yerkes (Etats-
Unis)[40], puis chez cette méme espece, originaire de I'Afrique de I'Ouest, dans son habitat
naturel. Le SIVsm (ou SIVsmm [39] est plus proche du HIV2 [66] et constitue probablement
I'ancétre du SIVmac; l'injection de SIVsm 3 des macaques rhésus a permis de reproduire la
pathologie SIVmac [60]. Mais il n'est pas pathogtne pour ses hbtes naturels que sont les
singes Mangabés, excepté 1'isolat SIVsmm-PBj14 [14,38].

233. Le SIVmnd

Il s'agit d'un lentivirus simien mis en évidence chez des Mandrills capturés au Gabon [117]
Aucun signe de maladie n'a été observé chez ces animaux namrellement infectés. Parmi les
SIV, le SIVmnd est le plus éloigné des HIV.

2.34. Le SIVsyk

Le Cercopithtque 3 diadéme, ou singe de Sykes, phylogénétiquement proche des singes verts
est aussi naturellement infecté par un SIV. Ce virus dénommé SIVsyk a été identifié par
EMAU et coll. en 1991 [33] Il apparait substantiellement distant des HIV et des autres SIV, et
constituerait un autre groupe de lentivirus simiens.

235 Le SiVepz

Ce SIV a €€ isolé chez des Chimpanzés capturés au Gabon [92]. Il s'agit du premier cas
rapporté  dinfection lentivirale chez les grands singes. L'infection SIVcpz est
asymptomatique comme chez les autres singes d'Afrique naturellement infectés par des SIV.

2.3.6. Le SIVagm

Des études effectuées sur les Singes verts, dans leur habitat naturel comme en captivité, ont
montré qu'ils étaient porteurs de lentivirus. Le SIVagm a été isolé en 1988 par I'équipe de
HAYAMI [87]. L'identification de ce virus chez diverses especes de Singes du groupe @thiops
(Cercopithecus aethiops, C. pygerythrus, C. sabaeus, €t plus récemment C. tantalus [79], vient
appuyer I'idée de la grande complexité évolutive des lentivirus simiens.

D'apres GALAT-LUONG et al. [49], la séroprévalenoe est élevée: 46% au sein dune

population de Singes verts du Saloum, et varie selon I'ige de 21% chez les immatures é plus
de 80% chez les adultes.
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11 est 2 noter que toutes les études réalisées sur ce Primate font état d'un portage
asymptomatique du SIVagm, portage li€ 3 des mécanismes d'adaptation, mais le phénomeéne
n'est pas encore élucidé. Les données sur les caractéristiques de l'infection SIVagm sont
quasi-absentes dans la littérature. On peut néanmoins mentionner l'étude de NORLEY et
coll.[86] qu montra que le virus SIVagm inactivé n'a pas d'effet inhibiteur sur la
prolifération stimulée 3 la PHA (phytohémagglutinine) des lymphocytes de Singes verts, alors
que le HIVI inactivé inhibe la réponse proliférative des lymphocytes humains. De méme
MURAYAMA et coll.[80], étudiant l'infection SIVagm, ont mis en évidence l'existence d'une
sous-population lymphocytaire CD4+CD8+ 2 activité "helper" ce qui suggére que le Singe
vert maintiendrait deux types de lymphocytes T auxiliaires durant l'infection et expliquerait
le caractére asymptomatique de l'infection SIVagm. Par ailleurs, le swvi d'un groupe de
Singes verts 3 I'Institut Pasteur de Dakar a permis d'établir quelques constantes sanguines de
ces Primates (données non publiées).

La recherche svstématique de lentivirus chez les singes a permis l'identificaion de nombreux
SIV plus ou moins proches du HIV1 et du HIV2 (Figure 2, page 31). Bien qu'aucun cas
d'infection de type SIV n'ait été décrit chez I'Homme, on ne peut exclure totalement cette
éventualité dans la mesure olt beaucoup de SIV se multiplient facilement dans les lymphocytes
humains et que les tests utilisés actuellement (ELISA, WESTERN-BLOT), ne pernettent pas
de différencier une infecdon HIV1 et/ou HIV2 d'une infection avec un SIV exprimant des
antigénes analogues qui seraient encore méconnus.
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Figure 2 - Relations d'homologie génétique

entre les Lentivirus de Primates(28)

Les pourcentages représentent le degré d'homologie en acides aminés
dans la polymérase. Les pourcentages entre parenthéses correspondent
au degré d'homologie entre les isolats d'un méme virus.
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2.3.2. Pathologie comparée SIV-HIV

Les singes infectés naturellement par leur virus respectifs (SIVsm, SIVcpz, SIVsyk, SIVagm,
SIVmnd) ne présentant pas de pathologie de type SIDA. 11 est question ici d'une comparaison
entre l'infection 3 HIV et l'infection @ SIVmac (précédemment décrite).

Le HIV, ancienmement dénommé HTLV-III (Human T-lymphotropic virus), LAV
(lymphadenopathy-associated virus) ou ARV (AIDS related virus) a été étiologiquement relié
au syndrome d'immunodéficience acquise humaine depuis une décennie [6,50,65]. Un second
virus (HIV2, légerement différent du premier (HIV1) fut isolé [17]. Le HIV1 a une
distnbution pandémique. En revanche, le HIV2 est plus fréquemment localisé en Afrique de
1'Ouest, mais il a été également identifié en Aménque du Nord, du Sud et en Europe de
'Ouest. Les virus du SIDA infectent essenticllement les lymphocytes T auxiliaires ou
"helper" et se fixent aux molécules CD4 ou T4 qui se trouvent a leur surface enclenchant
ainsi les divers processus de leur destruction. Rappelons que les lymphocytes qui expriment
la molécule CD+4 jouent un réle primordial dans le systéme immunitaire, et leur déplétion se
traduit nécessairement par I'abolition de l'immunité 3 médiation cellulaire laissant le patient
sans défense contre les infections & germes opportunistes tels que Prewmocystis carinii,
Zandida, cytomégalovirus, cryptosporidies ou mycobactéries atypiques.

Schématiquement, les différentes caractéristiques de l'infection HIV sont reproduites dans le
modele Macaque rhésus infecté par le SIVmac (tableau VII, page 33): pnmoinfection
accompagnée de fievre et d'éruptions cutanées, période asymptomatique, apparition d'une
lymphadénopathie, puis installation d'une immunodéficience avec survenue d'infections
opportunistes et de cancers. Notons que le SIDA du Macaque rhésus est d'‘évolution plus
rapide (en moyenne 1 2 3 ans), ce qui est particulicrement intéressant pour les études
vaccinales.
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Tableau VIl. Propriétés comparées des infections H1V chez 'Homme
et SIVmac chez le Macaque rhésus [14]

Propriétés HIV SIVmac
Manifestations pathologiques oui oul
Infection persistante oui oui
lymphadénopathie oui oui
amaigrissement oul oui
entéropathie oui (pédiatrique) oul
pneumopathie oui oui
encéphalopathie oul non ?
myélopathie vacuolaire oul out
infection opportunistes oui non
sarcome de Kaposi oui oui
lymphomes oui
Anomalies immunologiques
hypergammaglobulinémie oui ?
diminution du taux de T4 circulants oui oui
altération de la prolifération lymphocytaire oul oul
inhibition des progéniteurs hématopoiétiques oui oui
Tropisme
Récepteur CD4 CD4
Tropisme pour les macrophages oui oui
Tropisme pour les lymphocytes T4 oui oui
oui oui

Tropisme pour les cellules dendritiques

T
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2.3.3. Apport des modéles SIV dans la lutte contre le SIDA

La plupart des modeles simiens font 3 I'heure actuelle 'objet de recherches trés importantes
dans deux directions: la mise au point d'un vaccin et I'étude physiopathologique.

2.3.3.1 Mise au point d' un vaccin

L'infection expérimentale des singes avec les virus humains (HIV1 et HIV2) n'a pas permis
de reproduire une symptomatologie similaire au SIDA chez l'homme. En effet, seul le
chimpanzé donne, aprés inoculation avec HIV1, une primoinfection identique a celle décrite
chez I'homme mais non accompagnée d'immunodéficience. En ce qui concerne le HIV2, les
Macaques, en particulier Macacafascicularis, peuvent €tre infectés de fagon transitoire ou
persistante a bas bruit.

Le modtle Chimpanzé est trés peu utilisé en raison de la rareté de l'espece, de son cofit
d'entretien élevé et des probleémes d'éthique. Par contre, le modéle 3IVmacithésus est bien
adapté aux études de développement d'un vaccin contre le SIDA du fait de la similanité des
pathologies induites par les deux virus et de la possibilité d'expérimentation a grande échelle.

Les différentes modalités d'immunisation active sont exploitées a savoir vaccins inactivés,
atténués ou recombinants. Méme si des protections ont été obtenues chez le Macaque rhésus et
le Chimpanz¢, les résultats sont loin d'étre satisfaisants surtout en ce qui concerne l'infection
par les muqueuses génitales. Néanmoins, une étude tres récente menée par I'équipe de MARX
[70] a montré une protection chez le Macaque rhésus infecté par voie vaginale; la voie
d'administration du vaccin (par la muqueuse vaginale) étant indispensable pour une
immunisation effective.

Il importe de signaler que des modiles murnns expérimentaux basés sur des sours
chiménques ou transgéniques ont €té développés pour élargir le champ des investigations
vaccinales et thérapeutiques.

2332 Etude physiopathologique

Les modetles simiens sont utilisés pour une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques 2 l'origine de la genése de ''mmunodéficience terminale ainsi que la
mise au point d'un traitement efficace (modele SIVmac/rhésus). Plusieurs programmes de
recherche d'antiviraux sont menés sur les singes, notamment ceux donnant des syndromes
terminaux. Les modeles ol les animaux sont porteurs sains ne sont pas moins importants car
ils permettront non seulement de comprendre la résistance & Minfection lentivirale mais 1ls se
prétent également 2 1'analyse comparative des infections SIV asymptomatiques et pathogénes
notamment 2 travers la réponse immunitaire. L'étude de l'infection SIV chez le. Singe vert,
que nous aborderons dans la deuxi¢éme partie, s'inscrit dans ce cadre.



DEUXIEME PARTIE
ETUDE EXPERIMENTALE
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L'étude du modele Singe vert/SIVagm devra nous permettre:
- de comparer les singes séropositifs aux singes séronégatifs sur le plan éthologique,

- de mettre en évidence les voies possibles de transmission dans les conditions natuelles du
SIVagm,

- deffectuer un suivi biologique et immumtaire des animaux aprés transmission
expérimentale par voies intraveineuse et sous-cutanée.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. ETUDE COMPORTEMENTALE DU SINGE VERT ET VOIES DE
TRANSMISSION DU SIVagm

1.1.1.1 Nombre

Il est représenté par les aniriaux de la singerie de I'Institut Pasteur de Dakar (IPD). Dix-neuf
singes ont été mis 2 notre disposition pour cette étude. Quatre supplémentaires ont été
transférés 2 l'animalerie au cours de la période d'observation. Ces singes, subadultes ou
adultes, des deux sexes, pesaient en moyenne 3 a 4 Kg (tableau VIII, page 37).

1.1.12 Origine

Tous les singes utilisés sont des produits de capture. Ils proviennent de la région du Sine-
Saloum (Ouest du Sénégal), caractérisé par un climat soudano-sahélien.
Ces singes vivaient en captivité 2 1'IPD depuis un 2 trois ans avant le début de notre travail.

1.1.1.3. Maintenance

Les animaux sont maintenus en cages individuelles a la singene, sise au sein méme de I'IPD,
et sont exposés 2 la température ambiante et aux rayons solaires. Chaque cage présente des
barreaux de métal sur les deux faces et est compartimentée par une semi-cloison en deux
zones dont ]'une renferme la caisse en bois (niche) servant de lieu de repos et de sommeil.

La singene est soumise & un nettoyage quotidien et 3 une désinfection périodique. Signalons
toutefois 1'absence des mesures de prophylaxie médicale.

1.1.1.4. Alimentation

Tous les singes recoivent la méme ration alimentaire. une importante ration végétale
composée de riz, de manmioc, de patates douces, de carottes, d'arachides, de légumes et de
fruits divers et une ration animale sous forme d'ocufs. Les aliments sont distribués
généralement en fin de matinée. Par contre 1'abreuvement n'est pas assez régulier.

Ce régime est un peu déséquilibré car il ne comporte pas assez d'aliments d'origine animale.
Il s'agit d'un ensemble d'animaux vivant dans des conditions parfaitement identiques que nous
avons utilisé lors des différentes manipulations de cette partie expérimentale.
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Tableau VIII. Caractéristiques du matériel animal utilisé.

* Erythrocebus patas, A: adulte ; SA: subadulte; JA: jeune adulte.

CAGE |No singe|Sexe| Age(Sérologie| Infection |Premiére Début
SIV sérologie | observations
1 89032 F SA - 11/05/89 04/07/92
2 89046 F A - 11/05/89 04/07/92
4 92015 F A + Naturelle 31/07/91 26/04/92
5 89038 F A - 11/05/89 04/07/92
6 92016 M A - 25/04/92
7 89040 M A + Expérimentale | 11/05/89 25/04/92
(IV le 2/1/92)
8 89030 M A + Naturelle 11/05/89 25/04/92
9 89039 M A - 11/05/89 04/07/92
11 91037 F SA + Naturelle 15/01/91 25/04/92
12 89044 F A + Naturelle 11/05/89 25/04/92
16 89037 F JA + Naturelle 11/05/89 25/04/92
18 92014 F SA - 31/07/91 25/04/92
23 89027 M A - 11/05/89 25/04/92
24 89029 F A + Naturelle 11/05/89 25/04/92
25 92011 M A + Naturelle 25/04/92
26 89036 F A - 11/05/89 25/04/92
27 92013 M A - 25/04/92
28 S2 M | SA + Naturelle 31/07/91 25/04/92
30 92012 F JA + Naturelle 31/07/91 25/04/92
31 91042 M | SA + Naturelle 15/01/91 25/04/92
32 C32* F A + Expérimentale 25/04/92
(IV 1e 7/11/90)

33 92010 F SA - 25/04/92
35 92018 F SA + Naturelle | 31/07/91 25/04/92
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1.1.2. Méthodologie
1.1.2.1 Etude comportementale

Un certain nombre d'activités exclusives ont été définies, chaque activité étant symbolisée par
une lettre:
- A = alimentation: lorsque 'animal manipule, ingére ou mastique un aliment.

- L = locomotion: correspond 3 un animal en déplacement ou sur les barreaux, ou tout
simplement en position quadrupédale.

- R = repos c'est-a-dire 1'absence de toutes autres activités définies.

- E = autoépouillage: 'animal fouille dans son pelage & la recherche de parasites vrais ou
fictifs, avec ou non ingestion de particules prélevées sur le corps

- H = hédonique vis-a-vis dun congénére: cette activité rassemble tout ce qui est contact
interindividuel mais non agressif comme épouillage d'un congénere, sollicitation d'épouillage
etc.

- C = agonistique c'est-3-dire comportement “agressif* vis-a-vis dun congénere: cette activité
se manifeste par un baillement d'intimidation suivi parfois dune vocalisation particulitre,
d'une parade latérale, dune exposition thoraco-abdominale, d'une érection pénienne et
rarement d'un conflit avec échanges de coups de griffes et morsures.

- O = hédonique vis-3-vis de I'observateur: le singe sollicite un €pouillage ou un jeu 2
l'approche de l'observateur en lui présentant une quelconque partie de son corps & proximité
des barreaux de la cage.

- G = agonistique vis-h-vis de I'observateur: cette activité définit tout comportement
"agressif* 3 1'égard de |'observateur.

- I = activit€ inconnue dans la cage: il s'agit ici d'une caisse en bois placée en haut de la cage
et qui sert d'abri contre les intempéries ou de lieu de repos de l'animal.

- P = comportement pathologique: rassemble tout ce qui est mouvement stéréotypé, répétitif
de va-et-vient, tic, autoagressivité se traduisant par un animal qui s'en prend violemment &
son corps, bref toute attitude jugée "anormale”.

Pour les comparaisons avec les données de terrain, les regroupements suivants ont été
effectués afin d'obtenir quatre grandes catégories d'activités:

* A pour alimentation
* L pour locomotion et comportement pathologique (L+P)
* R pour repos et activité inconnue dans la cage (R+I)

* S pour toutes les activités 2 caractere social (E+H+C+0O+G).
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On suppose que le nombre d'observations d'une activité est directement proportionnel 2 la
durée de l'activité.Le principe de l'observation consiste 3 noter tous les quarts dheure,
l'activité qu'effectue chaque singe. L'observation devrait durer une journée entiére, c'est-a-
dire débuter t6t le matin et se terminer tard le soir. Mais pour des raisons de commodité et
de disponibilité, elle a été scindée en deux demi-journées successives c¢ qui donne une
journée compléte d'observation par semaine. Pour éviter toute subjectivité, les observations
ont été faites en aveugle en ignorant le statut sérologique des singes. Les observations sont
effectuées pendant les week-ends ou les jours fénés afin de réduire au minimum les sources
de biais (interventions sur certains individus et non sur d'autres) et d'interférence car la
singerie est située dans 1'enceinte de I'IPD.

1.1.2.2 Voies de transmission

Il s'agit de mettre en évidence les voies possibles de transmission, dans les conditions
naturelles, du SIV chez le singe vert. Pour cela, deux couples ont été constitués le 15 Mai
1992; Les quatre singes ont été choisis en fonction de I'dge, du sexe, de la durée
approximative de captivité et du statut séropositif ou séronégatif. La structure de ces couples
est la suivante:

Couple A  Singe 89027 Singe 89029

male adulte x femelle adulte

SIV- SIV+

Couple B Singe S3 Singe 89036
maéle adulte x femelle adulte
SIV+ SIV -

Ces quatre sujets ont fait I'objet d'une attention particuli¢re durant nos séances d'observations
au cours desquelles deux types d'interactions sont notées:
- interactions sexuelles & savoir

® sollicitation de monte
® monte avec poussées €t pause

* démonte

- interactions sociales
® épouillage, en précisant la région épouillée et si possible la substance ou particule
ingérée

® comportements agonistiques: griffures, morsures.
Paralltlement a ce suivi éthologique des 2 couples, des prélévements sanguins périodiques
avec titrage sérologique (méthode ELISA: Havia, Genelavia; Diagnostics Pasteur) ont été
effectués afin de rechercher une éventuelle séroconversion.
Un contrdle sérologique de tous les singes SIV- ayant eu des interactions sociales

(épouillage, bagarre avec griffure et morsure) a €€ fait au terme de nos observations; le
contact entre individus de cages voisines étant particllement possible.
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12, ETUDE DE LA REPONSE IMMUNITAIRE
1.2.1. Choix des animaux

Deux singes séronégatifs de l'animalerie ont été transférés dans des cages individuelles €n
aluminium et mobiles pour cette manipulation. Il s'agit des singes:

- 89032, femelle adulte, SIV-
- 89046, femelle adulte, SIV- .

Ces animaux qui ont une durée de vie en captivité identique, recoivent la méme ration que
leurs congéneres de 'animalerie. Compte tenu de l'effectif trés réduit du matériel animal,
nous nous sommes limité au suivi des principaux parametres de 'immunité chez les mémes
sujets avant et surtout aprés inoculation expénmentale du virus.

1.2.2. Prélevement sanguin

Les pnses de sang nécessitent une contention physique et chimique. L'animal regoit une
injection intramusculaire (im) de Kétamine (Imalgéne ND) 2 la dose de 8-10 mgKg qu
induit un effet anesthésique d'une vingtaine de minutes en moyenne. Le sang est prélevé par
ponction de la veine fémorale avec une seringue 3 usage unique (photo p. 41). 1l est recueilli
sur tube hépariné (B-D Vacutainer) pour le test de stimulation des lymphocytes, et sur EDTA
pour la numération-formule sanguine ainsi que pour le marquage des sous-populations
lymphocytaires T4 et T8 par des anticorps monoclonaux. Dans les deux cas, aprés
centrifugation, le sumageant (plasma) est récupéré et conservé congelé a -80°C ou a 20°c
jusqu'd utilisation c'est-3-dire dosage des immunoglobulines et facteurs C3c et C4 du
complément.

1.2.3. Numeération-Formule sanguine (NFS)

La NFS est réalisée a chaque prél¢vement sanguin par le service d'hématologie de I'IPD 2
partir du sang total recueilli sur EDTA. Deux appareils complémentaires sont utilisés:

- Le COULTER T-540 qu permet de déterminer tous les parameéres de la NFS hormis la
formule leucocytaire;

- le COULTER COUNTER VCS qui, comme le précédent, est un cytometre de flux congu
pour fournir l1a formule leucocytaire 3 partir de micro-échantillons de sang entier. Les
résultats obtenus sont les nombres absolus et les pourcentages des différentes populations
leucocytaires. Chaque résultat est accompagné d'un graphique de répartition des populations
appelé histogramme biparamétrique. Des alarmes alertent 1'opérateur si le résultat nécessite
un contrdle ultérieur. Il faut signaler que l'analyse cytométrique tient compte du volume, du
scatter c'est-3-dire de la diffraction par rayon laser et de la conductivité cellulaires.
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Prélévement sanguin; ponction de la veine fémorale.




1.2.4. Inoculation expérimentale du virus

Les deux singes séronégatifs ont €té inoculés avec 1ml de suspension de la souche D 89036
SIVagm isolé du singe qui a séroconverti apres réalisation des couples. Nous avons utilisé la
voie intraveineuse pour le singe 89046 et la sous-cutanée pour le singe 89032 afin de
comparer les délais respectifs de séroconversion. Le titrage plasmatique pour la détection des
anticorps anti-SIV a été réalisé par la technique immunoenzymatique (Genelavia
mixt,Diagnostics Pasteur).

1.2.5. Dosage des protéines plasmatiques par néphélémétrie

Les immunoglobulines IgG et IgM ainsi que les facteurs C3¢ et C4 du complément ont été
quantifiés par la technique de néphélémétrie/turbidimétrie. Nous avons utilisé le Behring
Nephelometer 100 qui est composé dun analyseur et dun terminal c'est-3-dire un micro-
ordinateur avec imprimante. Le principe de base repose sur une réaction immunochimique
aboutissant 2 la formation d'immuncomplexes avec les anticorps spécifiques. La turbidité du
milieu est alors mesurée par un faisceau lumineux. La détermination des concentrations se
fait par lintermédiaire dune courbe d'étalonnage, établie 2 partir de dilutions d'un standard.
Le dosage fait appel 2 des antiserums antilgG, anti-IgM, anti-C3c¢ et anti-C4. 1l s'agit donc
d'une mesure par approximation, basée sur la réaction croisée entre les protéines du singe et
celles de I'Homme.

1.2.6. Numération des sous-populations lymphocytaires (T4,T8)

Le protocole détaillé de marquage des lymphocytes T4 et T8 ainsi que la technique de base de
séparation des lymphocytes sont présentés en annexe.

Apres séparation des lymphocytes sur ficoll, qui a une densité plus élevée que celle des
lymphocytes mais inférieure 2 celle des globules rouges et granulocytes, les sous-populations
T4 et T8 sont quantifiées. Cette quantification s¢ fait par fixation d'anticorps monoclonaux
(anti-CD), qui sont de véritables chimeres de laboratoire, constitués par la fusion dun
lymphocyte B et d'une cellule tumorale, sur une population lymphomonocytaire isolée. Le
marquage a été réalisé soit par immunofluorescence directe (anticorps anti-CD fluorescents
humains: CD4 FITC/CD8 PE-BD, CD8 FITC-BD) soit par immunofluorescence indirecte
(anti-CD4F101.5 Sanofi et anti-anticorps fluorescents, le sheep anti-mouse FITC).

La lecture a été effectuée sur EPICS PROFILE II system (COULTRONICS ND). Les taux de

T4 tT8 sont multipliés par le nombre de lymphocytes circulants (NFS) pour déterminer la
quantité des T4 et T8.

42



1.2.7. Exploration de I' immunité & médiation cellulaire (IMC)
in vitro: Test de transformation lymphoblastique (TTL)

Lorsque les lymphocytes périphériques d'un sujet sensibilisé sont cultivés en présence de
l'antigéne spécifique, ils se mettent 3 proliférer: c'est la transformation lymphoblastique.
Cette réaction peut &tre provoquée par des mitogenes non spécifiques tels que la
phytohémagglutinine (PHA), le pokeweed mitogen (PWM). Dans ce cas, elle traduit le
potentiel prolifératif des lymphocytes T. L'usage des mitogenes spécifiques (allergénes ou
protéines virales dans le protocole vaccinal) permettrait d'apporter des éléments plus
significatifs dans la réponse des lymphocytes aux mitogenes.

Nous avons réalisé quelques essais préliminaires afin de déterminer la concentration des
mitogénes utilisés (PHA, PWM), de la suspension cellulaire ainsi que de la durée de mise en
culture. Notre test a été effectué 2 semaines avant et 8 semaines aprés inoculation du virus, a
partir d'une suspension lymphocytaire de 2.106 cellules/ml avec une incubation de 6 jours 3
37°C (étuve CO2 5%) avant I'addition de la thymidine tritie. Les mitogenes ont ét€ utilisés 2
différentes concentrations: PHA a Sug/ml et 3 2.5ug/ml; PWM 2 5, 2.5 et 1.25ug/ml. Les
cellules sont récoltées le 7e jour sur des filtres et placées dans un compteur a scintillation
(RACKBETA ND). La mesure d'une radioactivité importante témoigne d'une incorporation
de thymidine tritiée dans I'ADN et donc d'une réponse proliférative au mitogene.

2. RESULTATS
2.1. ETUDE ETHOLOGIQUE GLOBALE

La durée totale des observations n'est pas 1a mé&me pour tous les singes comme le montre la
figure 3, p. 44; 1'échantillon étant constitué au départ de 19 sujets sur les 23 et il y a eu des
déces. La figure 4, p44 montre le total des observations rapporté 2 100 pour une
comparaison de la fréquence des activités chez chaque singe. Elle fait apparaitre une
vaniation assez importante d'un individu 2 un autre. Par ailleurs, la répartition temporelle des
différentes activités regroupées en quatre catégories (alimentation, repos, locomotion et
social) est illustrée sur la figure 5, p. 45.

La fréquence totale des différentes activités chez les sujets séropositifs a été comparée a celle
des sujets séronégatifs (figures 6 et 7, p. 46; figures 8 et 9, p.47) ainsi que la répartition et la
succession des activités au cours d'une journée complete d'observation (figures 10 et 11,
p.48). Ces résultats ne montrent pas de différence en ce qui concerne les trois activités les
plus importantes en fréquence: le repos, la locomotion et l'alimentation. En revanche, les
activités sociales apparaissent moins fréquentes chez les singes séropositifs par rapport a leurs
congénéres séronégatifs.
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Le tableau IX présente le total des observations pour chaque activité et pour chaque singe. La
table des corrélations qui en est tirée (tableau X) fait apparaitre une nette corrélation positive
entre les activités P et G. Les activités sociales sont pour la plupart négativement corrélées
avec la séroposttivité( p.50).

Les figures 12 et 13 (p. SI et 52) illustrent les résultats de cette analyse factorielle. Sur la
figure 12, l'axe principal (horizontal) montre une opposition entre les activités de base
(alimentation, repos, locomotion), et les activités sociales (épouillage, hédonique,
agonistique). La séropositivité (codée Z) paraft regroupée avec ces dernieres activités.

L'axe secondaire (vertical) oppose le visible a l'invisible. La figure 13 montre que tous les
singes sont groupés dans un nuage 2 'exception de ceux des cages 8 et 23.

Neuf singes dont huit SIV+ ont trouvé la mort avant la fin de nos observations aprés une

période plus ou moins longue de paralysic des membres postérieurs. Le tableau XI (p. 53)
résume les principaux symptdmes de cette affection paralytique précédant le déces.
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Tableou X. Table de corrélation entre les différentes activités.
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Figure 12. Plan factoriel principal relatif aux activités.
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Figure 13. Plan factoriel principal relatif aux individus.
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Tableau X1. Déroulement clinique de l'affection paralytique

Signes généraux |Anorexie, faiblesse, perte de poids, prostration,
tremblements, parfois diarrhée, attitude voussée
et/ou ataxique

Signes paralytiques (parésie puis paralysie flasque des membres posténieurs
(paraplégie); I'animal devient incapable de monter
dans sa cage de repos

Signes terminaux |décubitus latéral avec mouvements de pédalage,
respiration dyspnéique et quelquefois émission de
bave, mort

Durée de 1'évolution |4 semaines a 5 mois

oy

®,
(Y]




2.2. SUIVI ETHOLOGIQUE DES COUPLES

Les résultats du suivi éthologique des couples A et B sont présentés dans le tableau XII. Les
interactions sexuelles, observées uniquement chez le couple B, surviennent a n'importe quelie

heure de la journée.

Tableau XII. Résultats du swvi éthologigue des couples A et B

Comportements

COUPLE A
(Mdle SIV- x Femelle SIV+)

COUPLE B
(Mdle SIV+ x Femelle SIV-)

Interactions
sexuelles

aucune

plusieurs observations
de copulation

Interactions
sociales

- 3 séances d'épouillage en
région ventrale et
anogénitale

- une seule interaction
agonistique au moment de

I'alimentation

- 34 séances d'épouillage portant sur
toutes les parties du corps avec
parfois ingestion de particules
prélevées

- aucun comportement agonistique n'a
été observé.




2.3. ETUDE DES VOIES DE TRANSMISSION

2.3.1. Transmission hétérosexuelle

Des contrdles sérologiques (Genelavia mixt, Diagnostics Pasteur) ont été effectués tous les
trois mois depuis la réalisation des couples le 15 Mai 1992. La séroconversion a été obtenue

en moins de trois mois dans le couple B chez lequel des interactions sexuelles ont été
observées (Tableau XIID.

Tableau XIII: Résultats du suivi sérologique des couples

COUPLE A COUPLE B
Date de controle | Singe 89027 x Singe 89029 Singe 92011 x Singe 89036
SIV-(M)  SIVH(F) SIV+(M)  SIV-(F)
14/08/92 - + + +
13/11/92 - + + +
15/02/93 - + 1 2
30/04/93 - +
1: décédé 21/01/93
2: décéeé 16/12/92

o
n



2.3.2. Autres voles de transmission

Le contrdle sérologique des singes séronégatifs, ayant eu des interactions sociales (hédonique
et/ou agonistique) avec leurs congénéres séropositifs nous a permis de mettre en évidence
deux cas de transmission du SIV chez le singe vert par morsure. En effet, les singes 89038 et
92013 (tous deux SIV-) qui ont eu des contacts agonistiques (griffure, morsure)
respectivement avec les singes 92015 et 92011 (SIV+) ont réag positivement en sérologie
ELISA.

24. ASPECTS IMMUNITAIRES DE L' INFECTION SIVagm

Les tableaux XIV et XV (p.57 et 58) rapportent le suivi pondéral ainsi que I'évolution des
différents parametres de la réponse immunitaire 3 médiation cellulaire et humorale chez les
deux singes expérimentalement infectés: le 89046 en IV et le 89032 en SC. Les deux singes
ont présenté une séroconversion respectivement dans la 3e et dans la 4e semaine suivant
l'inoculation du virus.

La séroconversion est marquée, chez les deux sujets, par plusieurs phénomenes:
- une diminution sensible du poids (figures 14 et 15, p. 59)

- une baisse simultanée des sous-populations lymphocytaires T4 et T8 (singe 89032) ainsi que
de leur ratio (figures 16, 17, p. 60; 18 et 19, p. 61 ). Celle-ci est précédée par une déplétion
treés significative du taux de thrombocytes ou plaquettes (figures 20 et 21, p. 62). Cette
déplétion apparait cependant comme transitoire. Le profil d'évolution des taux de leucocytes,
de neutrophiles et de lymphocytes, illustré sur les figures 22 et 23 pp..63-64, est différent
pour les deux singes.

L'évolution des protéines plasmatiques (immunoglobulines et facteurs C3c et C4 du
complément) est, elle aussi, différente pour les deux singes. Dans le cas du singe 89032 dont
la séroconversion est plus tardive, une augmentation trés significative des taux d'IgG, d'igM
et de C3c est observée a partir de la 2e¢ semaine suivant 1inoculation et persiste durant 3
semaines; il n'y a pas de variation sensible pour le C4 (figures 24, 26 et 28 , pp..65-67). Le
singe 89046, chez lequel la séroconversion est plus rapide, présente un profil d'évolution
totalement différent du précédant marqué par une chute simultanée des taux d'IgG, d'IgM, de
C3c et de C4 (figures 25, 27 et 29, pp..65-67 ). Limmunosuppression observée précocement
chez le singe 89046 est retardée de trois semaines pour le singe 89032.

Par ailleurs, le potentiel prolifératif des lymphocytes a été exploré vis-a-vis de deux
mitogénes (PHA, PWM) a 2 semaines avant l'infection expérimentale et 3 8 semaines apres.
Les résultats (tableau XVI, p. 68) font apparaitre une légére diminution de l'indice de
stimulation pour le PHA contre une 1égére augmentation pour le PWM.



Tableau XIV. Suivi du poids et des différents parametres séro-immunologiques

chez le singe 89032.
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Tableau XV. Suivi du poids et des différents paramétres séro-immunologiques
chez le singe 89046.
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nombre/mm3 Figure 23 : Singe 89016
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g/ Figure 24 : Singe 89032
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Tableau X V1. Résultats du test de transformation lymphoblastique

Singe 89032 [ Moment| Témoin | PHA | PWM
(2,5ug/ml)| (2.5pg/ml)

cpm a 2536 | 4638 | 3799

b 2161 3317 | 4918

Dcpm a 2102 | 1263

b 1156 | 2757

IS a 1,82 1,49

b 1,53 2,28
Singe 89046 | Moment| Témoin | PHA | PWM
2,5ug/ml)| (2,5ug/mi)
cpm a 1240 5154 | 1355

b 2075 6926 7346

Dcpm a 3914 115

b 4851 | 5271

IS a 4,15 1,09

b 1,53 2,28

Notes:

a: 2 semaines avant infection des singes
b: 8semaines aprés infection des singes

cpm: moyenne des coups par minute

dcpm: cpm des cellules stimulées diminués des
cpm des cellules non stimulées

IS: (indice de stimulation)= cpm des cellules stimulées
divisés par cpm des cellules non stimulées




3. DISCUSSION
3.1. MATERIEL ANIMAL

Lutilisation de sujets de capture dont on ignore les antécédents est généralement la seule
alternative pour l'expérimentation sur les Primates en raison du cofit des animaux d'élevages
contrdlés. Les animaux que nous avons utilisés vivent dans des conditions identiques. La
durée de captivité est néanmoins variable de 1 3 3 ans et peut constituer, avec la proximité
des locaux de services de I'IPD et de visiteurs occasionnels, une source de biais notamment
pour I'étude comportementale.

3.2. METHODES
3.21. Etude comportementale

La méthode utilisée consistait 3 noter, tous les quarts d’heure, I'activité qu'effectuait chaque
singe en supposant que le nombre d'observations d'une activité est directement proportionnel
2 la durée de cette activité: c'est la méthode de I'échantillonnage séquentiel (*Scanning®) Nos
observations ont porté sur des demi-journées successives de fagon 3 reconstituer des journées
entiéres.

3.2.2. Etude de la réponse immunitaire

Les différentes manipulations que nous avons effectuées ont été possibles du fait de
l'existence de réactions croisées entre plusieurs constituants biologiques du singe et de
I'Homme. En effet, d'aprés SIBLEY et AHLGUIST (cités par PASTORET et coll.[89] ), la
similitude entre 'Homme et les Primates est illustrée, en dehors des ressemblances
anatomique, physiologique, endocrinologique et neurologique par le degré dhomologie
existant au niveau de leur ADN (acide désoxyribonucléique): le génome humain présente
98%, 92% et 85% d’homologie respectivement avec celui des Chimpanzés, des singes des
continents africain et asiatique, et des singes du nouveau monde d'Amérique du sud.
L'absence ou l'extréme rareté de matériel d'expérimentation spécifique aux Primates en
général et 3 chacune des espéces simiennes couramment exploitées au laboratoire, nous a
imposé |'utilisation de réactifs prévus pour les tests humains. Une adaptation a été nécessaire
pour ce qui est des techniques du dosage des protéines plasmatiques, de la numération des

sous-populations lymphocytaires ainsi que du test de stimulation lymphocytaire.

Ainsi, pour le marquage des lymphocytes T8 (CD8+), les résultats obtenus avec les anticorps
monoclonaux anti-CD8 humains ne sont pas toujours constants et semblent confirmer la
fréquence de 50% de marquage anti-CD8 observée chez Cercopithecus @thiops par 1'équipe
de MURAYAMA citée par PASTORET et coll.[89]. De méme, les anticorps monoclonaux
anti-CD4 expérimentaux (non encore commercialisés) dirigés contre les lymphocytes simiens
que nous avons utilisés et qui ne sont pas fluorescents, ont nécessité un double marquage
préjudiciable 2 la fiabilité de la technique. 1l ne s'agit pas donc de résultats absolus mais
informatifs qu sont tout de méme utiles car faisant apparaitre les modifications
immunologiques accompagnant l'infection SIV chez le Singe vert.
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3.3.- RESULTATS
33.1. Etude comportementale
33.1.1 Comparaison avec les données in natura

La vie de captivité est une situation a priori inconfortable, en particulier pour tous les &tres
vivants sociables. Il en résulte des déréglements biophysiologiques et psychosomatiques. Nous
avons donc confronté nos observations a celles effectuées sur les bandes A,C.Z et M de
Cercopithecus sabaeus vivant en liberté [42].

Les valeurs mesurées en captivité sont voisines des limites de variabilité de 1'espéce dans la
nature. Elles se rapprochent en particulier de 1a bande M pour ce qui est de la locomotion et
du repos (figure 30, p 70). La captivité induit une augmentation du temps de repos et une
réduction du temps consacré 2 l'alimentation et aux activités sociales. Ces variations du temps
de repos, de locomotion et d'alimentation vont dans le m&me sens que celles observées dans la
nature lors d'une expérience de nourrissage de la bande A (figure 31, p.71). EHlles
apparaissent ainsi imputables 3 la suppression de l'activité de recherche alimentaire liée a
l'approvisiormement. La diminition des activités sociales en captivité est d'évidence liée 2
l'isolement des sujets en cages individuelles.

Les modifications induites par la captivité apparaissent donc liées a des causes indépendantes
du statut virologique des sujets et identiques pour tous. Elles n'interférent donc pas avec
l'objectif de notre étude.
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% Figure 31 : Budget-temps en captivité e A et
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3.3.1.2 Compargison des sujets séropositifs et
séronégatifs

L'éat dinfection ou de morbidité se traduit le plus souvent par une modification du
comportement. L'objet de cette étude éthologique comparative est d'essayer d'établir une
corrélation entre le comportement et le statut séropositif ou séronégatif du Singe vert infecté
par le SIV. La durée totale des différentes activités chez les deux groupes de sujets est
sensiblement la méme pour les trois activités les plus importantes que sont le repos, la
locomotion ¢t l'alimentation. Cependant, I'analyse de la répartition globale des activités
(budget-temps) et de leur succession journalitre (rythme d'activité) révéle moins d'activités
sociales chez les singes SIV+ par rapport 2 leurs congénéres SIV-.

Ces observations sont confirmées par I'étude de la corrélation entre les différentes activités.
On constate une corrélation négative entre les activités sociales (principalement agonistique,
hédonique, auto-épouillage) et la séropositivité. On peut méme conclure 3 une certaine
tendance é l'inactivité chez les sujets SIV+. La sémposxuvné est en effet positivement
corrélée avec l'activité [ c'est-3-dire repos ou isolement.

Par ailleurs, deux singes apparaissent tout 2 fait marginaux (figure 13), par rapport 2
l'ensemble: singe 89030 (S8) et singe 89027(823). Ils se distinguaient des autres le premier
en passant tout son temps dans la niche, le second 3 cause de son caractére fortement agressif.
On peut s¢ demander s'ils ne devraient pas tre écartés de I'analyse des résultats.
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La différence fondamentale est illustrée par le nombre élevé de singes séropositifs décédés (8
contre 1 séronégatif) aprés avoir développé une paraplégie. Il convient de signaler que trois
autres singes SIV+ présentaient les mémes symptémes. En tenant compte de ces derniers, la
différence s'avére significative (test exact de Fisher, P=0,05), malgré la faible taille (23) de
1'échantillon .

Les cas de décts observés ne sont probablement pas la conséquence directe de l'infection
SIVagm. En effet, OXNARD et coll., cités par FIENNES [36] avaient observé des cas
similaires chez des Macaques rhésus vivant en captivité et déficients en vitamine B12 en
raison de leur alimentation essentiellement végétale. D'autres travaux antérieurs avaient
relaté les mémes faits mettant en cause la carence en vitamine B12 ou cyanocobalamine dont
l'origine est exclusivement animale (lait, muscle). Or dans notre cas également, 1'alimentation
camnée fait défaut et les symptdmes développés par les sujets sont parfaitement comparables 2
ceux décnts par OXNARD. Chez 'Homme, |'avitaminose B12 se traduit par une anémie dite
pernicieuse ce qui ne semble pas €tre le cas chez les Primates.

Nos résultats suggérent néanmoins un effet indirect du SIVagm dans le déclenchement de la
pathologie mettant ainsi en cause le concept de portage asymptomatique du SIV chez le Singe
vert et reposant le probléme du rdle du déséquilibre alimentaire, outre celui de 1'état de
stress et du polyparasitisme, dans la diminution des réponses immunitaires. 11 est admis que le
déséquilibre nutritif se manifeste par un état de labilité c'est-a-dire un état de prédisposition
aux agents d'agression, en particulier infectieux [90,100,101] et que les vitamines participent
3 la réponse immunitaire en raison de leur activité coenzymatique [100].

L'infection S[Vagm serait-¢lle asymptomatique chez ses hotes naturels en raison de leur
adaptation génétique comme le souligne NORLEY[86] ou parce quiils peuvent développer
deux types de lymphocytes auxiliaires au cours de l'infection pour déjouer les stratégies du
virus selon les travaux de MURAYAMA([80]? Dans ce cas elle deviendrait symptomatique par
l'existence de facteurs débilitants tels que le stress, les infections intercurrentes, le
déséquilibre alimentaire..., qui fragilisent le systtme immunitaire déja affecté par la présence
du SIV, un des principaux virus immunodépresseurs du monde animal.

3.3.2. Etude des voies de transmission

Cette étude vise la mise en évidence des voies de transmission naturelle du SIV chez le Singe
vert. Deux couples d'individus de statut sérologique différent ont été réalisés et nous ont
permis d'obtenir un cas de transmission par voie hétérosexuelle male-femelle. Cette
affirmation est basée sur l'observation effective de relations sexuelles chez le couple ayant
présenté la séroconversion. Aucune activité sexuelle n'a été observée dans le couple chez
lequel la transmission n'a pas été obtenue. La voie sexuelle serait donc l'une des voies de
transmission du SI[Vagm comme c'est l¢ cas dans les infections SIVmac et HIV.

Une autre voie d'infection naturelle, qui se dégage de nos résultats est probablement la
transmission par morsure. Deux cas de séroconversion ont été constatés chez des sujets SIV-
ayant eu des contacts agonistiques (gnffure et surtout morsure) avec des congénéres SIV+.
Le mécamsme de cette voie de contamination reste a €lucider.
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Ces deux voies de contamination expliqueraient la séroprévalence élevée de l'infection
SIVagm qui atteint, dans la population du Saloum, 81% chez les adultes contre 21% chez les
jeunes [49]. Une transmission verticale in utero n'est pas 3 exclure.

3.3.3. Etude du profil immunitaire de I' infection SIVagm

Le probléme majeur de certaines infections lentivirales (HIV et SIV) est non seulement leur
persistance dans l'organisme infecté mais surtout la destruction des cellules de l'immunité. 11
faut donc privilégier l'approche immunologique car les travaux jusqu'ici effectués étaient
essentiellement consacrés a la virologie. Nous avons étudié, sur le plan immumitaire, la
période de séroconversion de deux singes expérimentalement infectés par voles intraveineuse
et sous-cutanée. La numération des sous-populations lymphocytaires (T4, T8) et le dosage des
protéines plasmatiques (1gG, 1gM, C3c et C4) ont été effectués ainsi que 1'étude de la réponse
proliférative des lvmphocytes stimulés a la PHA et au PWM. La séroconversion a été obtenue
a 3 semaines pour la voie IV et a 4 semaines pour l'infection en SC. Elle est marquée chez les
deux singes par une baisse sensible de poids. La période de séroconversion est €galement
marquée par diverses perturbations séroimmunologiques: neutropénie, lymphopénie,
thrombocytopénie. Ces données sont comparables a celles décrites dans d'autres affections
lentivirales (HIV [95,99], SIVmac [14], FIV [78]. La numération des sous-populauons
lymphocytaires T+ et T8 met en évidence deux profils d'évolution différents chez les deux
sujets.

Chez le singe 89046, inoculé par IV, la séroconversion parait étre liée 2 une stimulation
transitoire des deux sous-populations lymphocytaires entre la 4¢ et 1la 7e scmaine. Le rapport
T4/T8 est presque rétabli 2 partir de la 8¢ semaine.

Le singe 89032 inoculé par voie sous-cutanée présente des varations des parametres
biologiques d'interprétation délicate . En effet, les vanations sont, la plupart du temps, de
grande amplitude mais de courte duréc. Cependant, la réaction inflammatoire li€e 2
l'inoculation par vole sous-cutanée est quantifiée par une augmentation significative des
parametres C3c et C4 précédant 1a séroconversion.

Chez les deux animaux, ces deux sous-populations lymphocytaires semblent évoluer de la
meéme maniére; ce qui laisse supposer une atteinte simultanée des T4 et T8 par la réplication
virale. Par ailleurs, le rapport T4/T8 est l'inverse de celui trouvé chez I'Homme et chez
d'autres espéces simiennes comme e Macaque rhésus {72], c'est-2-dire que la population des
T8 est nettement supérieure a celle des T4. Cette observation refiéte-t-elle directement
l'influence du SIV sur les sous-populations lymphocytaires du Singe vert? Certainement en
partie, & condition de ne prendre en compte que les variations relatives du rapport T4/T8.
Mais la question reste encore de savoir si ce rapport qui semble naturellement inversé chez le
Singe vert ne serait pas 'un des facteurs d'adaptation de cette espéce 3 Pinfection SIV, 2
moins que les résultats obtenus ne soient imputables 4 l'utilisation des anticorps monoclonaux
anti-CD4 simiens et anti-CD® humains.



Chez le Singe vert, la séroconversion est accompagnée d'une chute des taux d'IgG et IgM:
rapide dans le cas du singe 89046 et retardée de 2 semaines pour le singe 89032. Cette
observation doit &re rapprochée du taux des lymphocytes de ces deux animaux. Les
variations des taux de lymphocytes aprés la séro-conversion n'étant pas significatives, quel
-mécanisme faut-il évoquer pour expliquer cette hypogammaglobulinémie transitoire? Deux
hypotheses peuvent &tre évoquées:

- une sélection clonale des cellules immunocompétentes liées a une réplication virale active;,

- une diminution de la transformation blastique des lymphocytes en réponse aux mitogeénes,
réponse induite par cette méme réplication virale.

La premiére hypothese ne devrait pas &re retenue, puisquiune sélection clonale SIV devrait
étre accompagnée d'une augmentation des IgM seules. Dans ce cas, le virus parait exercer un
effet stimulant polyclonal (IgG, IgM).

La deuxi¢me hypothese parait partiellement confirmée par les résultats TTL présentés au
tableau XIV. Cependant, la corrélation de cette observation avec l'immunosuppression de la
3e semaine est difficile 3 établir du fait d'une réponse au mitogéne PHA probablement
normale durant cette 3¢ semaine.

L'interprétation des résultats de la réponse lymphocytaire 3 la stimulation par des lectines
mitogeénes est délicate, non seulement en raison du nombre réduit de sujets, mais aussi du fait
que la prolifération lymphoblastique in vitro est trés variable dune espece 3 une autre et est
fonction de la maturité des cellules [76,90]. De plus, il a été montré chez I'Homme [108] et
chez le Babouin [90] que d'autres facteurs, tels que la présence de monocytes dans le milieu,
jouent un rdle important dans la réponse proliférative in vitro des lymphocytes 2 la
stimulation par les lectines.

La voie d'administration pourrait étre évoquée pour expliquer l'immunosuppression rapide
du singe 89046, inoculé par voie intraveineuse, par un phénoméne d'échappement
immunitaire 1i€ 3 la quantité de matériel viral inoculé, de méme que la stimulation transitoire
des sous populations lymphocytaires avec une synthese différée des IgG et IgM. La voie sous-
cutanée ne parait pas induire de modification significative des sous-populations
lymphocytaires. Par contre, la réaction inflammatoire attestée par les variations des facteurs
C4 et C3c du complément pourrait &tre 3 l'origine de la sécrétion des IgG et [gM mise en
évidence chez le singe 89032.

En résumé, le profil immunitaire de la période de séroconversion du Singe vert infecté par le
SIV est marqué par des perturbations séro-immunologiques transitoires. Des études
complétes devront étre réalisées pour affiner cette analyse sur une population plus importante
et comparer alors les résultats 3 ceux obtenus dans les autres modgles rétroviraux.
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4. PERSPECTIVES

Les champs dinvestigations pour la recherche aussi bien fondamentale qu'appliquée sont
nombreux pour le modele Singe vert/SIVagm. Des études doivent &tre menées d'une part sur
la biologie et la pathologie du singe vert et d'autre part sur I'infection SIVagm dans le cadre
strict de la lutte contre le SIDA.

4.1. APPROFONDISSEMENT DES CONNAISSANCES BIOLOGIQUES ET
PATHOLOGIQUES SUR LE SINGE VERT

II s'agit d'un aspect incontournable car tout animal utilisé en laboratoire doit &tre bien connu
au moins sur les plans biologique, physiologique et pathologique. Ces types de données sur le
singe vert sont quasi-inexistantes dans la litiérature. Il est indispensable de disposer des
valeurs de référence pour ce qu concemne les constantes sanguines de ce primate.

Une meilleure connaissance des principales affections parasitaires, bactériennes, virales voire
nutritionnelles devra permettre d'améliorer les conditions de vie en captivité du singe vert; la
conduite d'élevages contrdlés étant difficilement envisageables & court terme. Une
coopération s'tmpose donc entre primatologues, biologstes, médecins,. et vétérinaires qui ont
un réle important a jouer.

4.2. MODELE SINGE VERT DANS LA LUTTE CONTRE LE SIDA

L'étude des modeles SIV ne présentant pas de symptomatologie comparable 3 celle de
'infection HIV ne fait que commencer et devra se faire dans plusieurs directions. L'aspect
immunitaire nous semble prioritaire et doit inclure les-tests cutanés in vivo qu reproduisent
fidelement les capacités dun organisme a éliminer un antigéne lors de l'introduction de celui-
ci. Ii ¥ a donc en premier lieu un besoin wrgent de réactifs et de techuiques spécifiques et
standardisés afin de faciliter la comparaison de résultats en provenance de divers
laboratoires.

Pour ¢e qui est du modele Singe vert, il serait intéressant de rechercher l'existence ou non
dune immunodéficience terminale. Ce modetle se préte également 3 I'étude des causes
favorisant la pathogénicité du virus ou la suscepubilité de I'hdte en particulier le rdle du
déséquilibre nutritionnel. Des études sont actuellement en cours sur l'adaptation biologique
de souches virales hétérologues et sur la virulence de souches chiméres constituées de
protéines virales SIV.

La possibilité de la transmission hétérosexuelle du SIVagm est un autre atout pour le modele
singe vert/SIVagm pour les investigations vaccinales, car les difficultés d'immunisation contre
le SIDA concemnent surtout la transmission sexuelle qui constitue,-faut-i! le rappeler-, la
principale voie de propagation de l'épidémie.



CONCLUSION



Llinfection du Singe vert par le virus de !'mmuncdéficience simienne constitue un des
modeles de choix pour les investigations sur le syndrome d'immunodéficience acquise.
L'intérét de ce modele se justifie par la prévalence élevée du SIV chez le Singe vert dans la
nature et surtout, parce que linfecion SIVagm ne semble pas déterminer une
symptomatologie de type SIDA chez son héte naturel.

Malgré cette double importance, le modele Singe vert/SIVagm reste peu étudié. Dans cette
étude, nous avons abordé les aspects éthologiques et immunitaires de cette infection, ainsi que
les voies possibles de transmission du SIVagm.

Sur le plan éthologique. nous avons essayé d'établir une corrélation entre le comportement et
le statut séropositif ou séronégatif des sujets. Les activités les plus importantes, a savoir le
repos, la locomotion et l'alimentation,ont approximativement les mémes fréquences dans les
deux groupes de singes. Les différences se situent, d'une part au niveau des activités sociales
qui sont réduites chez les sujets séropositifs, d'autre part au niveau du pourcentage
relativement élevé d'animaux séropositifs décédés au cours de nos observations. En effet, huit
sujets SIV+ contre seulement un sujet SIV-, ont trouvé la mort aprés avoir développé une
paraplégie probablement liée 3 une avitaminose B12.

Nous avons obtenu, en ce qui concerne 1'étude des voies de transmission du SIVagm chez le
Singe vert, un cas de transmission hétérosexuelle et deux cas de contamination par morsure,
dont le mécanisme reste 3 €élucider. Enfin, sur le plan immunitaire, la séroconversion du
Singe vert expénimentalement infecté par le SIVagm, par les voies intraveineuse et sous-
cutanée, est proche de celle décnite dans d'autres infections lentivirales (HIV, SIVmac. FIV)
et se traduit par des anomalies immunologiques analogues: hypogammaglobulinémie,
thrombocytopénie, lymphopénie,  I'exception du rapport T4/T8 qui est inversé.

Deux points importants sont donc 2 retenir de cette étude. D'abord, les résultats obtenus
semblent remettre en question le caractére non pathogéne du SIVagm chez le Singe vert.
Ensuite, deux voies de transmission ont été mises en évidence et pourraient expliquer, d'une
part la forte prévalence de linfection SIVagm observée dans la population adulte de
Cercopithecus sabeeus et, d'autre part, la prévalence non négligeable des immatures.

Ces données ouvrent plusieurs perspectives pour le modkle Singe vert:SIVagm. De longues
études doivent &tre menées afin de déterminer l'existence ou non d'une perturbation durable
du syst¢me immunitaire avec possibilité d'immunodéficience terminale.



11 serait également intéressant d'étudier le rble du stress et du déséquilibre alimentaire dans la
pathogénicité du SIVagm et dans la susceptibilité de son hdte aux infections microbiennes. La
transmission hétérosexuelle du SIV chez le Singe vert sera fort utile pour les recherches sur
Iimmunisation anti-SIDA par les muqueuses génitales. De méme, la possibilité de
transmission par morsure pose déja le probleme du risque potentiel de zoonose, bien
- qu'aucun cas d'infection humaine par le SIV n'ait été décnt.

Toutefois, le modele Singe vert/SIVagm ne pourra véritablement rendre service sans une
meilleure connaissance de la biologie et des différentes pathologies qui affectent ce Primate.
La collaboration entre chercheurs de diverses spécialités demeure une premiére nécessité.

Espérons que l'utilisation des modeles animaux. qui doit se faire dans le respect de I'éthique.

permettra de juguler dans un proche avenir ce fléau mondial que constitue le syndrome
d'immunodéficience acquise.
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LTechnique de séparation des lymphocytes

- Prélever du sang sur héparine ou EDTA

- Centrifuger 10 mn & 2500 trs/mn et prélever le surnageant (plasma)

- Diluer le culot au 1/2 dans du PBs stérile (Phosphate Buffered Saline)

- Le déposer dé€licatement sur du Ficoll dans des tubes a fond conique et dans un rapport de 3
ml de Ficoll pour 4 ml de sang

- Centrifuger 30 mn a 2000 trs/mn

- Avec une pipette de 1 ml, prélever I'anneau de lymphocytes avec le moins de Ficoll possible
et les laver 3 fois dans du PBS

- Eliminer le surnageant et suspendre de nouveau le culot dans du PBS ou dans du RPMI +
sérum AB

Le rendement est de 1 3 5.105 par ml de sang.

II. Numération des lymphocytes T4 et T8

A. Matériel et réactifs

- Ficoll

- PBS sténile

- Pipettes semi-automatiques (Pipetman GILSON) et pipettes graduées

- Réactifs Immunoprep ND ® A (Erythrocyte lytic agent)
* B (Leukocyte stabilizer)
® C (Cell membrane fixative)

- Agtateur

- Anticorps monoclonaux ® F 101.5 anti-CD4 SANOFI de singe (non commercialisé)
® CD8 FITC- Becton Dickinson (BD) humain
¢ CD4/CD8 FITC- PE- BD humain

- Sheep anti-mouse FITC (anti-anticorps fluorescent)
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- EPICS PROFILE 11 system (COULTRONICS ND), un cytofluorometre 2 flux qui analyse
les cellules une 2 une devant un faisceau de laser. Les informations lumineuses issues de cette
interaction sont recueillies et transmises sur des photomultiplicateurs qui les transforment en
signaux €lectriques. Ces signaux, traités par le systtme informatique, permettent de tracer
des histogrammes (monoparamétriques ou biparamétriques) visualisant les populations
cellulaires préalablement marquées par des substances fluorescentes (fluorescéine
isothiocyanate, FITC, rhodamine, etc.).
B. Protocole
- Déposer 1ml de sang prélevé sur héparine ou EDTA sur 1ml de ficoll
- Centrifuger 30mn 3 2000 trs/mn
- Récupérer la couche lymphocytaire dans un eppendorf
- Laver avec un 1ml de PBS (microcentrifugeuse pendant 3mn)
- Reprendre le culot dans 300m! de PBS
* Pour le marquage CD4:
Prendre 100mI de la suspension et ajouter 2 4 2,5 de F 101.5
Incuber 30mn & 37°C
Laver avec 1ml de PBS
Reprendre le culot dans 200ml de PBS
Ajouter 1 2 2ul de sheep anti-mouse FITC
Incuber 30mn 2 37°C
Laver avec 1ml de PBS
Reprendre le culot dans 100 de PBS
* Pour le marquage CD8:
Prélever 100 ul de 1a suspension initiale
Ajouter 2 3 2,5 ul de CD8 FITC-BD

Laisser agir pendant 10mn 3 température ambiante
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* Pour le double marquage:
Prendre 100 ul de 1a suspension et ajouter 2 3 2,5 ul de CD4/CD8 FITC-BD
Laisser agir pendant 10mn 3 température ambiante
- Ajouter les réactifs Immunoprep A, B, C successivement

A: 150 ul pendant 10 sec
B: 66 ul pendant 10 sec

C. 25 ul. N

- Lecture sur EPICS PROFILE Il qui donne en pourcentage le taux des lymphocytes T4 et
T8. Le nombre des lymphocytes T4 et T8 est déterminé en multipliant le nombre des
lymphocytes (NFS) par les taux des cellules T4 et TS.
III. 'Test de transformation lymphoblastique (TTL)
A. Matériel et réactifs
- Ficoll 1077 (LSM, Organon Teknika ND)
- Bleu trypan
- RPMI tampon, dont 1a composition est 1a suivante:

RPMI 1640

Bicarbonate de sodium

Hepes a 100mM |

Antibiotiques divers (Pénistreptomycine, Gentamycine, Fungizone)
- RPMI SAB 2 10% soit RPMI tampon + serum AB (CNTS, France)
- Thymidine tritiée
- Mitogeénes PHA et PWM
- Plaques 4 cupules NUNCLON ND
- Skatron pour récolter les cellules
- Filtres
- Liquide de scintillation

- Compteur béta (RACKBETA ND)
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B. Protocole

- Apres séparation des lymphocytes sur gradient de ficoll, faire le comptage au microscope 2
fluorescence par la cellule de MALASSEZ remplie dune suspension cellulaire + du bleu
trypan '

- Diluer les cellules dans du RPMI SAB 2 10% pour avoir une concentration finale de 2.109
cellules par mi

- Préparer les dilutions des mitogénes dans du RPMI SAB

- Distribuer 100ul de la suspension cellulaire A 2.106 dans chaque cupule de la plaque (4
cupules par essai)

- Ajouter 100ul de la suspension de mitogénes dans chacune des cupules, excepté les cupules
témoins cellulaires (4 cupules par sujet) qui regoivent 100ul de RPMI SAB

- Incuber la plaque 2 I'étuve en CO2 (5%) 2 37°C pendant 6 jours

- Ajouter 10p de thymidine triti€ée au 1/20 dans chaque cupule 16 heures avant que les
cellules ne soient récoltées

- Les cellules sont récoltées au skatron sur des disques de filtre

- Apres séchage, déposer chaque disque dans une fiole contenant du liquide de scintillation et
lire au compteur béta qui donne les résultats en cpm (coups par minute).
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Mots clés

Singe vert, SIVagm, comportement, transinission, réponse innnunitaire, captivité

R{sumé

Actuellement, I'importance des Primates est soulignée par leur utilisatton en tant que modeles
expérimentaux du syndrome de I'inmunodéficience acquise. Dans cette étude, nous avons abordé les
aspects comportementaux et immunitaires de l'infection SIVagm chez le Singe veit, Cercopithecus
@thiops sabeeus, en captivité, ainsi que les voies possibles de transmission du virus.

Deux voies de transmission ont été mises en évidence: la transmission hétérosexuelle et la
transmission par morsure. La période de séroconversion chez deux sujets expérimentalement infectés
en IV et en SC, est marquée par des perturbations immunologiques plutot transitoires. Méme si les
différences comportementales enire les singes SIV+ et SIV- i'apparaissent qu'au niveau des activilés
sociales, les séropositifs semblent montrer une prédisposition aux affections intercurrentes mettant
ainsi en cause le caractére non pathiogeéne du SIVagm chez le Singe vert.

Summary

Primates are important as experimental AIDS models. We studied behavioral and immunological
aspects of SiVagm infection in Green monkeys, Cercopithecus eethiops sabeeus, in captivity and
possible ways of transmission.

Heterosexual transmission and transmission by bites were detected in two experimentally infected
monkeys. The seroconversion showed immunological transitory perturbations.

Only social behavioral differences appeared between SIV+ and SIV- monkey. The seropositive
monkeys showed a tendancy to intercurrent diseases, making difficult to assess the apathogenecity of
SIVagin.

Key words

Green mnonkey, SIVagm, behaviour, transmission, immunitary response, captivity.
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