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Salmonella abortusovis, souche Rv6, 
vChicule vaccinal pour les ovins et les caprins 
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RESUME - Salmonella abortusovis, souche Rv6 (Sao Rv6), dkveloppke par I'INRA Nouzilly, est une souche de virulen- 
ce atttnuee, utiliste depuis 10 ans pour protkger les brebis contre la salmonellose abortive. Notre idte est de dtvelopper, 
en utilisant cette souche Sao Rv6, un nouveau vkhicule vaccinal pour les petits ruminants. Pour cloner des antigbnes, nous 
avons test6 5 systi5mes d'expression dans la souche Sao Rv6 ; tous ces plasmides portent la "Maltose Binding Protein" (MBP) 
cornrne marqueur. Les 5 Sao recombinantes obtenues expriment la MBP in vitro, mais h des niveaux variables. Ces plas- 
mides ne changent pas les caractkristiques bactkriologique et biochimique des recombinants. Cependant, aprbs immunisa- 
tion de souris, seule Sao Rv6-pNTE a induit une rCponse humorale anti MBP. Ce plasmide (pNTE) a CtC retenu pour la suite 
des exptriences chez le mouton et pour les clonages. Les derniers rksultats ont montr6 une rkponse immunitaire des mou- 
tons vis-li-vis de la MBP. Le clonage de fragments des prot6ines gag de I'AECV (Arthrite-Enckphalite Caprine li Virus) a 
kt6 entrepris : l'immunog6nicit6 des fragments sera v6rifiCe chez la souris avant de tester les clones recombinants chez le 
mouton. 
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SUMMARY -Salmonella abortusovis, strain Rv6 (Sao Rv6), developed by INRA Nouzilly, is a live attenuated vaccine, 
used since 10 years to protect ewes against abortive salmonellosis. Our aim is to develop, by using the strain Sao Rv6, a 
new vaccinal vehicle for small ruminants. Five expression systems were tested in Sao Rv6; all these plasmids carried 
Maltose Binding Protein (MBP) as marker. The five Sao recombinant expressed MBP in vitro at various levels. These plas- 
rnids did not modify the bacteriological and biochemical characteristics of recombinant bacteria. After immunization, only 
mice inoculated with Sao Rv6-pNTE developed a serum antibody response to MBP. The pNTE plasmid was selected to conti- 
nue experiences in sheep and to clone antigens. The last results showed that sheep developed an antibody response against 
MBP. The cloning of fragments from gag proteins of CAEV (Caprine Arthritis-Encephalitis Virus) was undertaken : the irnmu- 
nogenicity of fragments will be checked in mice before testing the recombinant bacteria in sheep. 



INTRODUCTION 

Salmonella abortusovis, (Sao), un strotype adaptk aux petits 
ruminants, est une des causes majeures d'avortement chez les 
brebis. Pardon et a1 (1990), 21 I'INRA de Nouzilly, au dkbut des 
anndes 80, ont mis au point une souche att6nuk vaccinale : 
Sao Rv6, efficace dans les conditions expkrimentales et 
naturelles. Un vaccin contenant cette souche est disponible 
depuis 1984 : Salmovism (RhBne-Mtrieux, France). 
Une nouvelle classe de vaccins appelde vdhicules vaccinaux 
semble trbs prometteuse : le principe est d'utiliser une bac- 
tdrie ou un virus cornme porteur d'un antigbne pour vacciner 
contre cet antigbne. Ces vdhicules ont t t t  dtudids pour prd- 
senter des antigbnes provenant de virus, de bactdries ou 
meme de parasites. Les salmonelles peuvent ainsi consti- 
tuer d'excellents vdhicules bactkriens en induisant une 
rtponse humorale et cellulaire (Charbit et a), 1993). 
A partir de cette idde, nous avons test6 la faisabilid d'utiliser 
la souche Sao Rv6 comme vthicule vaccinal chez les petits 
ruminants. Dans une premibre phase, nous avons sdlectionnd 
un systbme d'expression. Au cours de la deuxibme phase, 
nous avons clont des fragments des prottines gag de 1'AECV 
(arthrite-enctphalite caprine ?I virus = lentivirus) et inoculd 
ces recombinants chez la souris afin de determiner 
I'immunogCnicit6 des clones avant de les tester chez le 
mouton et la ch&vre. 

I. MATERIELS ET METHODES 
Le Pr. Hofnung (Institut Pasteur, Paris) nous a fourni les 5 
plasmides utilisds dans cette expkrience (Duplay et al, 1987). 
L'utilisation de la souche Sao Rv6 a d d  autorisk par I'INRA 
et Rhane-MCrieux. 

1.1. EXP~RIENCES IN VITRO ET CHEZ LA SOURIS 

Apr2s le transfert des plasmides dans Sao Rv6, la sdlection 
des clones positifs a tt6 faite par analyse des profils de 

digestion des plasmides. Des tests biochimiques ont aussi Ctd 
rtalists. La persistance in vitro des plasmides pour chaque 
clone a d d  mesurk. 
Les souches recombinantes ont Ctd inocultes par voie 
intragritoneale A &s souris OF1 de 7 semaines. Des prises 
de sang hebdomadaires ainsi que des autopsies ont Btd 
rtalisks. 

1.2. EXP&RIENCE CHEZ LE MOUTON 

Les moutons, des mdrinos croisds Bgds de 7 mois, ont 6i& 
inocults, par voie sous-cutante, avec la souche Sao Rv6 avec 
ou sans plasmide ou avec la prodine MBP purifik. Les 
animaux ont CtC suivis bactCriologiquement et 
strologiquement pendant 3 mois (Berthon et al, 1994). 

1.3. CLONAGE DES FRAGMENTS DE PROT&INES GAG ET TEST 
DES CLONES IN VIVQ CHEZ LA SOURIS 

Grdce ?I des amorces de PCR, les protdines gag @14, p17 et 
p25) de I'AECV ont Ctt5 dtcomposdes en fragments de 70 
acides amints environ. Ces meme amorces ont permis 
l'insertion des fragments dans le gkne de la MBP en position 
133 ou 303 afin de constituer des protdines chimdriques 
(Martineau et al, 1992). 
Les 7 Sao Rv6 recombinantes ont dt4 inoculdes B des groupes 
diff6rents de 5 souris BALBIC (6 ?I 8 semaines). Les souris ont 
ttd suivies s6rologiquement pendant 3 mois. Des strologies 
anti-(i)-salmonelle, (ii)-MBP et (iii)-protkine gag ont Ctk 
effectuks. 

2.1. EXP~RIENCES IN VITRO ET CHEZ LA SOURIS 

AprBs le transfert des plasmides dans Sao Rv6, l'expression 
de la protdine MBP a dtd vdrifide, puis quantifide. 
L'inoculation des recombinants Sao chez la souris a permis 
de sdlectionner un syst&me d'expression, le pNTE, grdce aux 
rdsultats rdsumts dans le tableau 1. 

Tableau 1 
Rksultats in vitro et in vivo chez la souris : selection du plasmide pNTE comme vecteur d'expression 

Plasmide 

2.2. EXP&RIENCE CHEZ LE MOUTON 
Les contr6les bactdriologiques, ainsi que le contr6le skro- 
logique anti-Salmonella (figure 1 A), chez les animaux ino- 
cules ont montre que le comportement de Sao Rv6 avec ou 
sans plasmide n7Ctait pas modifit. Les animaux inoculds 
avec la souche Sao Rv6-pNTE, ont ddveloppd une bonne 
rtponse anticorps contre la MBP (figure 1B). 

- 

In vivo chez la souris 

Les 3 protkines gag ont Ctd divisees en 8 fragments et les 
fragments ont 6tb inserts en position 133 ou 303 de la 
MBP. Sept constructions ont dtk obtenues (tableau 2). Les 
7 recombinants expriment correctement la MBP, mais dans 
4 cas, il n'a pas 6tt possible de revdler l'insert de 70 acides 
aminds provenant des protdines gag par Western blot alors 
que la s6quence ttait correcte. Des resultats preliminaires 
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2.3. R ~ S U L T A T S  DU CLONAGE DES FRAGMENTS GAG dat monG une bonne r6ponse anti-~almonelli et anti-MBP 
ET INOCULATION A LA SOURIS chez la souris BALBIC. 
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Figure 1 
Dosage de la rCponse humorale chez les moutons 

CIoncs Position 
1 45 133 
1 5D 133 
37A 303 
37B 303 
37C 303 
35B 303 
35D 303 

Bl Rtponse mti-MBP Mlde par ELISA 

Tableau 2 
Sdlection des clones exprimant la MBP chimdrique 

Blot I 1 
Fragment gag 

14 

(-): dsullat nCgatifpar cdte technique, (+): rkltat positif, (7) n'a pu Ctn mtsurC par atte technique 1 

Clwes + en PCR 
5 

3. DISCUSSION 

La premibre phase du projet cherchait B dkmontrer la fai- 
sabilitC d'utiliser la souche de Sao Rv6 comme vChicule 
pour un antigbne-test. Les rksultats obtenus in vitro et chez 
la souris permettent de conclure que Sao Rv6 peut servir de 
vChicule pour la MBP griice au vecteur d'expression pNTE. 
En outre, les rdsultats obtenus chez les moutons ont CtC 
comparables aux rksultats cr souris N, ce qui permet d'inclure 
une Ctape de sClection chez la souris pour la phase 2 du pro- 
jet. Cette deuxibme phase consiste h cloner des fragments 

des protkines gag dans le plasmide et B tester les recombi- 
nants chez la souris (expkrience en cours). Cette expC- 
rience doit permettre de dCterminer les clones les plus 
immunogbnes avant de les tester chez le mouton et la 
chbvre. 

CONCLUSION 
La premibre Ctape a permis de ~Clectionner un systbme 
d'expression plasmidique compatible avec Sao Rv6 et de 
valider l'idte d'utiliser Sao Rv6 comrne antigbne les pro- 
tCines gag du virus de I'AECV. 
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