
HAL Id: tel-04621418
https://theses.hal.science/tel-04621418v1

Submitted on 24 Jun 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Amélioration des protocoles vaccinaux contre la grippe
équine et la rhinopneumonie : apport de l’iPPVO en

tant qu’adjuvant dans le modèle équin, nouvelle
approche de la mesure des anticorps neutralisants

Flora Carnet

To cite this version:
Flora Carnet. Amélioration des protocoles vaccinaux contre la grippe équine et la rhinopneumonie :
apport de l’iPPVO en tant qu’adjuvant dans le modèle équin, nouvelle approche de la mesure des
anticorps neutralisants. Médecine humaine et pathologie. Normandie Université, 2023. Français.
�NNT : 2023NORMC413�. �tel-04621418�

https://theses.hal.science/tel-04621418v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


THÈSE
Pour obtenir le diplôme de doctorat

Spécialité ASPECTS MOLECULAIRES ET CELLULAIRES DE LA BIOLOGIE

Préparée au sein de l'Université de Caen Normandie

Améliοratiοn des prοtοcοles vaccinaux cοntre la grippe équine et
la rhinοpneumοnie : appοrt de l’iΡΡVΟ en tant qu’adjuvant dans le

mοdèle équin – nοuvelle apprοche de la mesure des anticοrps
neutralisants

Présentée et soutenue par
FLORA CARNET

Thèse soutenue le 20/06/2023
devant le jury composé de

MME BÉATRICE GRASLAND Directeur de recherche, ANSES Rapporteur du jury

M. STÉPHAN ZIENTARA
INSPECTEUR GENERAL DE SANTE PUBLIQUE, Agence
Nationale Sécurité Sanitaire Alimentaire Nationale (ANSES)
Maison-Alfort

Rapporteur du jury

MME HÉLÈNE AMORY Professeur, Université de Liège Membre du jury

M. BERNARD VERRIER Directeur de recherche, Laboratoire de Biologie Tissulaire et
Ingéniérie Thérapeutique - UMR 5305 -LYON Président du jury

M. STEPHANE PRONOST Directeur de recherche, Laboratoire LABÉO Directeur de thèse

M. PIERRE-OLIVIER VIDALAIN Directeur de recherche au CNRS, Université Lyon 1 Claude
Bernard Co-directeur de thèse

Thèse dirigée par STEPHANE PRONOST (Biologie, Génétique et Thérapies Ostéo-
Articulaires et Respiratoires) et PIERRE-OLIVIER VIDALAIN (Université Lyon 1)





Avant propos 

 

La grippe équine et la rhinopneumonie sont considérées comme les principales maladies 

entrainant des affections respiratoires chez les chevaux. Très contagieuses, elles sont 

fréquemment à l’origine d’épizooties entrainant des conséquences sanitaires et des pertes 

économiques importantes pour la filière équine dans de nombreuses parties du globe. Le 

regroupement lors de compétitions sportives et l’augmentation des transports internationaux de 

chevaux augmentent le risque d’épizootie. Ce constat a poussé les grandes instances de la filière 

équine telle que la Fédération Equestre Internationale (FEI) à réglementer la vaccination des 

chevaux. En effet, des vaccins contre la grippe équine et la rhinopneumonie sont disponibles. 

Leur composition inclut généralement un ou plusieurs antigènes et un adjuvant permettant 

d’augmenter la réponse immunitaire induite lors de la vaccination. Ces vaccins offrent une 

protection intéressante. Cependant, il est encore possible de les améliorer pour faire face aux 

besoins actuels. Plusieurs possibilités existent dont l’amélioration des protocoles vaccinaux 

ainsi que la recherche de nouveaux adjuvants. 

Ce manuscrit dressera, dans une partie introductive, l’état des connaissances actuelles sur ces 

virus, sur les technologies vaccinales et sur les adjuvants qui leur sont associés. Puis les 

objectifs de ce projet seront décrits et s’organiseront en quatre études. La première étude 

permettra d’établir une preuve de concept du potentiel effet adjuvant de l’iPPVO lorsqu’il est 

co-administré avec un vaccin contre la grippe équine. Puis le développement d’une méthode 

haut débit de mesure de la séroneutralisation du virus de la grippe équine élargira le panel 

d’outils de mesure des réponses en anticorps dans le cadre d’infection ou de vaccination. Une 

troisième étude présentera le potentiel adjuvant de l’iPPVO en co-adminstration avec un vaccin 

contre les herpèsvirus équins 1 et 4 par mesure des anticorps neutralisants.  Enfin une étude 

préliminaire sur les mécanismes d’actions potentiels de l’iPPVO sera présentée. Les résultats 

de ce projet seront principalement présentés sous forme d’article et seront ensuite discutés. Une 

discussion générale ainsi que de possibles perspectives du projet seront proposées. 
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Liste des abréviations 

 

A 
A2254 :  Adénine en position 2254 de l’ADN polymérase de l’EHV-1 

ADCC :  Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 

ADN :   Acide DésoxyriboNucléique 

AMM :  Autorisation de Mise sur le Marché 

ANSES :  Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de l’alimentation, 

de l’environnement et du travail 

ARN :   Acide RiboNucléique 

ARNm :  Acide ribonucléique messager 

AUC :   Aire sous la courbe 

 

C 
CCL :   Chemokine ligand (motif C-C) 

CI :   Cell index 

CMH :   Complexe majeure d’histocompatibilité  

CPA :   Cellule présentatrice d’antigènes 

CXCL :  Chemokine ligand (motif C-X-C)    

 

D 
D752 :   Acide aspartique en position 752 de l’ADN polymérase 

DIVA :  Differentiating infected from vaccinated animals 

 

E 
E :   Early genes : gènes précoces 

ECP :   Effet cytopathique 

ED :   Cellules équines dermiques (E. Derm) 

EHV :   Equid herpesvirus 

EIV :   Equine influenza virus 

ELISA :  Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

ESP :   Expert Surveillance Panel 

ETIF :   α-trans-inducting factor 
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F 
FC1 :   Florida Clade 1 

FC2 :   Florida Clade 2 

FEI :   Fédération équestre internationale 

FelV :   Virus de la leucémie féline 

FFE :   Fédération française d’équitation 

 

G 
g :   glycoprotéine 

G2254 :  Guanine en position 2254 de l’ADN polymérase de l’EHV-1 

 

H 
HA :   Hémagglutinine 

HEK :   Human embryonic kidney 

HI :   Inhibition de l’hémagglutination 

HSV :   Human simplex virus 

 

I 
IBR :   Infectious bovine rhinotracheitis 

IC50 :   Concentration inhibitrice 50 

IE :   Immediate-early genes : gènes très précoces 

IFCE :   Institut Français du Cheval et de l’équitation 

IFN :   Interféron 

IFNAR :  Interferon alpha and beta receptor 

Ig :   Immunoglobuline 

IKKε :   Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon 

IL :   Interleukine 

iPPVO :  inactivated Parapoxvirus ovis 

IRF :   Interferon regulatory factors 

IRS :   Internal repeat sequence 

ISCOM :  Immune stimulating complexe 

ISG :   Interferon-stimulated genes 

 

J 
JAK :    Janus kinases 
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K 
Kb :   kilobase 

KyD :   Souche d’EHV-1 Kentucky D 

 

L 
L :   Late (genes): gène tardif 

LAT :   Latency associated transcripts 

LB :   Lymphocyte B 

LT :   Lymphocyte T    

LTC :   Lymphocytes T Cytotoxiques 

 

M 
M1 :   Protéine de matrice 1 

M2 :   Protéine de matrice 2 

MHE :   Myéloencéphalopathie Herpétique Equine 

MVA :   Modified vaccinia Ankara 

 

N 
N752 :   Asparagine en position 752 de l’ADN polymérase 

NA :   Neuraminidase 

NEP :   Nuclear export protein 

NIDM :  Non Immune Defense Mecanism 

NK :   Natural killer 

NOD :   Nucleotide oligomerization domain 

NP :   Nucléoprotéine 

NS1 :   Non structural 1 

NS2 :   Non structural 2 

NT50 :   Titre d’anticorps induisant 50% de neutralisation d’une souche virale 

 

O 
OMSA :  Organisation mondiale de la santé animale 

ORF :   Open reading frame 
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P 
PA :   Protein acid 

PAMP :  Pathogen associated molecular pattern 

PB1 :   Protein basic 1 

PB2 :   Protein basic 2 

PBMC :  Peripheral blood mononuclear cells 

PCR :   Polymerase chain reaction 

PPVO :  Parapoxvirus ovis 

PRR :   Pattern recognition receptor 

PRTN :  Plaque Reduction Neutralization Tests 

 

R 
RESPE :  Réseau d’épidémio-surveillance en pathologie équine 

RIG-I :   Retinoic acid-inductible gene 1 

RK13 :   Cellules épithéliales rénales de lapin 

RNPv :  Ribonucléoprotéine virale 

ROCK 1 :  Rho associated coiled-coil kinase 1 

RTCA :  Real time cell analysis 

RTNA :  Real time neutralisation assay 

 

S 
SAA :   Sérum amyloïde A  

SFET :   Société Française des Équidés de Travail 

SHF :   Société hippique française 

SNC :   Système Nerveux Central 

SRH :   Single radial haemolysis 

STAT :   Signal transducer and activator of transcription 

STING :  Stimulator of interferon genes 

 

T 
TBK1 :  TANK-binding kinase 1 

TCID50 :  Tissue culture infectious dose 50% 

TCR :   T cell receptor 

TGF :   Transforming growth factor 
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Th :   lymphocytes T helper (lymphocyte auxiliaire) 

TK :   Thymidine kinase  

TLR :   Toll-Like receptor 

TNF :   Tumor necrosis factor 

TR :   Terminal Repeat 

TRIF :   TIR domain-containing adaptor protein inducing interferon 

Ts :   mutant sensible à la température 

 

V 
VEEV :  Venezuelan equine encephalitis virus 

VHB :   Virus de l’hépatite B 

VHC :   Virus de l’hépatite C 

VN :   Virus neutralisation 

 

W 
WNV :   West Nile virus 
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1. Généralités sur les virus respiratoires équins 

 

Chez les chevaux, les manifestations cliniques respiratoires sont très courantes et 

constituent avec les maladies ostéo-articulaires une des premières raisons de consultation. 

Parmi les causes d’affections respiratoires on retrouve les herpèsvirus équins (equine herpes 

virus - EHV) et en particulier les herpèsvirus 1 et 4 responsables de la rhinopneumonie. Ces 

deux herpèsvirus ont longtemps été employés dans une même dénomination : virus de la 

rhinopneumonie. Mais dans les année 1980, des travaux ont permis de différencier ces deux 

herpèsvirus (Sabine et al., 1981; Studdert et al., 1981; Cullinane et al., 1988) et seul l’EHV-4 

porte le nom de virus de la rhinopneumonie ; l’EHV-1, bien connu pour causer également des 

pathologies abortives ou nerveuses est désormais nommé virus abortif (Davison et al., 2009).  

Le virus de la grippe équine (equine influenza virus - EIV) est également responsable 

d’infections respiratoires. Ainsi, l’EIV et l’EHV-1 ont d’importantes répercussions tant au 

niveau sanitaire qu’économique au sein de la filière équine. Ils sont connus pour être 

endémiques dans de nombreux pays dont la France. 

 

La rhinopneumonie entraîne de lourdes pertes économiques pour la filière équine et ce 

quelles que soient les races de chevaux considérées. Ceci a été bien illustré ces dernières années 

par les épizooties de 2018 en France qui ont conduit à activer la cellule de crise du RESPE 

(Réseau d’EpidémioSurveillance en Pathologie Equine) sur plusieurs semaines et encore tout 

récemment en 2021 suite à l’épizootie dite de Valence (Espagne) qui a conduit à un arrêt des 

manifestations équestres en Europe sur une période de 6 semaines. Cette dernière épidémie a 

touché un grand nombre de chevaux et entraîné la mort de 18 d’entre eux après l’apparition de 

la forme nerveuse de la maladie. Les travaux de caractérisation du virus isolé n’ont pas conclu 

à un caractère infectieux accru de ce variant et les mesures sanitaires défaillantes sur le site de 

concours semblent être à l’origine de l’ampleur de l’épidémie (Vereecke et al., 2021; Sutton et 

al., 2021; Couroucé et al., 2023). Face à ces épizooties qui constituent un frein au 

développement économique de la filière et une atteinte au bien-être animal notamment lors de 

l’apparition des formes graves, les filières courses et trot ont fait évoluer en 2021 les protocoles 

de vaccination (AAEP, 2022; France Galop, 2023). En effet, parmi les mesures de prévention, 

la vaccination constitue un des éléments forts de lutte contre l’apparition de la maladie. La 

vaccination permet une diminution de la charge virale respiratoire lors de l’infection et donc 

une diminution des signes cliniques et du risque de propagation du virus. Concernant les formes 
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graves de la rhinopneumonie que sont les avortements et la forme nerveuse, seule une indication 

contre les avortements a pu être rapportée pour certains vaccins. Il est important de préciser que 

s’il n’y a pas de recommandation contre la forme nerveuse de la rhinopneumonie, ceci est dû à 

l’absence de modèle disponible pour objectiver un effet de la vaccination dans ce cas. Des 

travaux récents menés par une équipe américaine avec le « old mare model » pourraient 

permettre demain de mesurer les effets de la vaccination contre la forme nerveuse (Zarski et al., 

2021). 

Des épizooties de grippe équine sont également observées dans la plupart des pays. Si les 

cas graves liés à la maladie sont rares, l’impact pour la filière peut être très important comme 

en atteste l’épizootie de 2019 au Royaume-Uni qui a conduit à l’arrêt des courses pendant une 

semaine (Cullinane et al., 2020). Pour lutter contre cette maladie, la vaccination constitue 

également le moyen le plus efficace. Ceci a pu être démontré, en France, lors d’une étude 

publiée par Fougerolle et al. (2019), mais des cas de grippe sont également régulièrement décrits 

chez des chevaux vaccinés, même s’ils sont moins nombreux et présentent des formes moins 

sévères. Les limites qui ont pu être observées sur le terrain ont parfois conduit à un 

questionnement sur l’efficacité de la vaccination. Le développement de nouveaux vaccins plus 

efficaces est une stratégie intéressante mais un vrai défi du fait de la durée de mise au point et 

du coût induit. Nous avons choisi dans ce projet une autre approche qui consiste à augmenter 

l’efficacité d’un vaccin contre la grippe équine et la rhinopneumonie par l’ajout d’adjuvant lors 

du protocole vaccinal. 

 

2. Immunité liée aux virus respiratoires 

 

Les réponses immunitaires induites par les affections à EHV-1 et EIV sont décrites dans les 

chapitres consacrés à ces deux virus, et les bases de la réponse immunitaire suite à la vaccination 

sont présentées au chapitre 6.1 dans la revue sur les adjuvants utilisés dans les vaccins équins. 

Nous présentons ici en guise d’introduction un schéma très général de la réponse immunitaire 

chez le cheval dans le cas d’une infection virale. 

 

2.1. Réponse immunitaire innée 

 

La réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense contre un 

pathogène, elle est dite non spécifique. Lors d’une infection virale, une course s’établit entre le 
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système immunitaire de l’hôte et le virus. La reconnaissance des virus par les récepteurs Toll-

like (TLR) présents à la surface des cellules du système immunitaire ou des cellules en contact 

avec le milieu extérieur permet l’activation des voies de transduction de signaux qui vont 

entraîner la sécrétion de cytokines et chimiokines ayant pour rôles le chimiotactisme et 

l’activation de cellules du système immunitaire (Lester and Li, 2014). L’immunité innée face 

aux virus repose principalement sur la réponse interféron (IFN), les cellules « Natural Killer » 

(NK) et les macrophages (Figure 1). Leur rôle est capital pour ralentir la propagation de 

l’infection. 

 

2.2. Réponse immunitaire adaptative 

  

La réponse immunitaire adaptative, spécifique au pathogène, constitue la deuxième 

ligne de défense et fait suite à l’immunité innée. Cette immunité, mémoire, initiée par la 

Figure 1 Mécanismes immunitaires déclenchés par une infection respiratoire virale chez le 

cheval. L’infection des voies respiratoires par un virus entraîne le déclenchement de l’immunité 

innée médiée par la production de cytokines inflammatoires et les cellules immunitaires : les 

macrophages, les cellules tueuses naturelles (NK), et les cellules dendritiques. L’immunité 

adaptatrice est médiée par les lymphocytes T (LT) CD4+ et CD8+ qui conduisent à la 

production d’immunoglobulines et de lymphocytes T cytotoxiques (LTC), respectivement. La 

production d’IgA et IgG permet la neutralisation virale, les IgM sont impliqués dans 

l’activation du complément. Les LTC permettent de détruire les cellules infectées. 
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présentation de l’antigène se décompose en deux stratégies : l’immunité humorale qui met en 

jeu les lymphocytes B et l’immunité cellulaire médiée par les lymphocytes T (Figure 1). 

L’identification de l’antigène viral est la première étape avant son élimination. 

 

2.2.1. Réponse humorale 

 

Lors de la progression de l’infection virale, la réponse humorale est d’une grande 

importance. Les anticorps qui la composent font partie d’une ligne de défense indispensable 

dans le contrôle de la virémie. Les lymphocytes B activés vont permettre la production 

d’anticorps de classes IgM ou IgG qui sont spécifiques du pathogène. Les anticorps ont 

différentes fonctions et lors de la réponse humorale primaire, de fortes concentrations d’IgM 

sont sécrétées. Une fois liées à leur cible, les IgM sont de puissants activateurs de la voie 

classique du complément. Les IgG et les IgA sont les anticorps qui prédominent dans la réponse 

humorale secondaire (Perkins et al., 2019; Schnabel et al., 2019). Les IgG sont retrouvées dans 

le sérum mais également dans les compartiments extravasculaires permettant une circulation au 

niveau systémique. Les anticorps IgA, quant à eux, opsonisent leurs antigènes et permettent 

l’activation de la phagocytose par l’intermédiaire des récepteurs cellulaires Fc. Les IgA sont 

fortement sécrétées dans les muqueuses en cas d’infection virale dans le tractus respiratoire du 

cheval, assurant une protection des voies respiratoires supérieures, permettant de limiter une 

réinfection (Landolt, 2014; Slater, 2014). Les anticorps neutralisants le virus sont donc d’une 

importance capitale dans le contrôle d’une infection virale. Les anticorps sont ainsi capables de 

bloquer l’infection de nouvelles cellules et ainsi de contribuer à neutraliser les virus soit en 

agissant directement sur le virus et sa réplication soit en facilitant les mécanismes de défense 

cellulaire. 

 

2.2.2. Réponse cellulaire 

 

En complément de la réponse humorale, les mécanismes de la réponse cellulaire permettent 

la destruction des cellules infectées par un virus. La réponse immunitaire cellulaire fait 

intervenir les lymphocytes T cytotoxiques. Ceux-ci assurent différentes fonctions dans 

l’immunité antivirale. L’essentiel des réponses en anticorps dépend des lymphocytes T CD4+ 

et ces derniers contribuent à la différenciation des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques ainsi 

qu’au recrutement et à l’activation des macrophages sur le lieu de l’infection. Les lymphocytes 
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T CD8+ assurent le rôle de prévention de réinfection. Les lymphocytes T sont de véritables 

sentinelles, ils sont à la fois très sélectifs et très efficaces en cas d’infection virale. Les 

lymphocytes T CD8+ se concentrent localement au niveau du foyer infectieux pour détruire les 

cellules infectées (Landolt, 2014; Slater, 2014). Toutes les cellules de l’organisme expriment 

les molécules du CMH-I, qui sont reconnues par les lymphocytes cytotoxiques CD8+. Ainsi, 

les lymphocytes T CD8+ sont capables de reconnaitre les antigènes présentés par les molécules 

du CMH-I. La réponse cellulaire joue donc également un rôle important dans la protection 

contre les virus respiratoires. 

 

3. Virus de la grippe équine (EIV) 

 

Les virus influenza sont représentés par 4 genres : A, B, C et D. Les influenza A sont 

endémiques dans le monde entier. Contrairement au virus influenza B retrouvés uniquement 

chez l’Homme, les influenza A sont considérés comme anthropozoonotiques. Ils sont retrouvés 

dans diverses espèces notamment chez l’Homme, le porc, les oiseaux, les chiens, les 

mammifères marins et les chevaux. Les différents sous-types retrouvés chez ces espèces sont 

issus de réservoirs naturels aviaires. Les influenza A illustrent parfaitement le phénomène de 

franchissement de barrière d’espèces, qui explique qu’un sous-type peut à la fois être retrouvé 

chez les oiseaux et d’autres animaux tels que les chevaux. 

 

3.1. Structure de l’EIV 

 

L’EIV est un virus influenza de type A de la famille des Orthomyxoviridae. L’EIV de 

type A est similaire au virus de la grippe humaine de type A. L’EIV est un virus polymorphe 

généralement sphérique ayant un diamètre compris entre 80 et 120 nm. Les particules virales 

se composent de différents éléments (Figure 2). L’EIV est constitué d’une enveloppe formée 

par une bicouche lipidique comportant à sa surface deux glycoprotéines : l’hémagglutinine 

(HA) et la neuraminidase (NA). L’HA est un homotrimère ancré à la surface cellulaire et 

permettant la liaison du virus avec les récepteurs cellulaires alors que la NA permet la libération 

des particules virales néoformées hors de la cellule infectée. Le précurseur de l’HA appelé HA0 

se compose de deux sous-unités : l’HA1 contenant le domaine de liaison au récepteur et l’HA2 

qui contient le peptide de fusion. Ces deux sous-unités sont liées entre elles par des liaisons 

disulfures (Sriwilaijaroen and Suzuki, 2012). L’enveloppe est recouverte sur sa face interne de 
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protéines de matrices (M1) et présente des protéines transmembranaires (M2) sous forme de 

canaux ioniques. Cette structure renferme les 8 segments d’ARN génomique viral, qui 

représentent un total d’environ 13.6 kb. Chaque segment d'ARN est associé à des protéines et 

forme un complexe ribonucléoprotéique viral (RNPv). Ce RNPv est formé par la liaison entre 

un ARNv, des molécules NP et le complexe polymérase. Le génome viral est composé d'un 

ensemble de 8 RNPv différentes. Les segments d’ARN sont linéaires de polarité négative et 

codent les protéines: HA, NA, nucléoprotéine (NP), polymérases (PA, PB1 et PB2), protéines 

de matrice (M1 et M2), protéines non-structurales 1 (NS1) et protéines d’export nucléaire 

(NS2/NEP). 

 

 

Figure 2 Structure du virus influenza équin. L’EIV est un virus à ARN segmenté possédant huit 

segments d’ARN simple brin de sens négatif. Le génome segmenté code huit protéines 

structurelles et deux protéines non structurelles. 

 

3.2. Infection cellulaire et réplication virale 

 

Attachement viral 

Le cycle de réplication des virus influenza débute lorsque le virus se lie aux cellules 

cibles du tractus respiratoire. Pour se faire, l’HA se lie spécifiquement sur un récepteur : les 
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acides sialiques présents à la surface des cellules épithéliales des voies respiratoires (Figure 3). 

Les molécules d’acide sialique sont liées à la surface cellulaire par des saccharides et peuvent 

être divisées en deux sous-types en fonction de leurs liaisons aux résidus galactose : les liaisons 

Neu5Ac α(2,3)-Gal et Neu5Ac α(2,6)-Gal (Sriwilaijaroen and Suzuki, 2012). La structure des 

différents sous-types de l’HA favorise l’un ou l’autre des deux types de récepteurs d’acide 

sialique. Cette caractéristique est un facteur déterminant dans la spécificité d’hôte vis-à-vis des 

virus de la grippe des différentes espèces. Les influenza humains reconnaissent la liaison 

glycosidique α(2,6), tandis que les influenza aviaires et équins reconnaissent la liaison 

glycosidique α(2,3). Les influenza porcins, quant à eux, ont la capacité de reconnaitre et de se 

fixer aux deux sous-types de récepteurs ce qui les rend particulièrement infectieux (Suzuki et 

al., 2000). 

 

Fusion membranaire et internalisation virale 

La liaison de l’HA sur les acides sialiques présents sur la cellule hôte va permettre le 

mécanisme d’endocytose : l’internalisation des virus dans des endosomes. L’endosome subit 

alors une acidification entraînant d’une part un changement de conformation de l’HA 

permettant de libérer le peptide de fusion du domaine HA2 et d’autre part une baisse de pH 

interne. Le processus de fusion membranaire est alors lancé. L’enveloppe virale va fusionner 

avec la membrane de l’endosome créant un pore par lequel les RNPv peuvent s’échapper. 

Parallèlement, la chute du pH de la particule virale provoque une activation des pompes M2, 

qui vont permettre aux protons de l’endosome de franchir les pores fragilisant ainsi les 

interactions protéines-protéines et entraînant un changement conformationnel de la protéine M1 

induisant la dissociation des RNPv liées aux protéines M1 (McCown and Pekosz, 2006). Cette 

étape entraîne la libération des RNPv dans le cytoplasme (Cao et al., 2012; Noton et al., 2007). 

 

Transcription, réplication et export des RNPv 

La transcription et la réplication ont lieu dans le noyau de la cellule infectée. Les RNPv 

constituent les formes actives des ARNv. La transcription et la réplication peuvent être initiées 

grâce à la complémentarité des extrémités 5' et 3' du génome leur permettant de s'apparier entre 

elles pour former une configuration en « tire-bouchon » agissant comme un promoteur pour la 

polymérase. Après l’entrée du virus dans la cellule hôte, la transcription primaire des ARNv en 

ARNm viraux est initiée, permettant l’expression de protéines ayant un rôle dans la réplication. 

Puis la phase de réplication permettra la synthèse de nouveaux ARNv en passant par une étape 

d’ARN complémentaire. La réplication des ARNv à partir d’ARNc est permise grâce à la 
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présence d’un binucléotide pppApG (Fodor and te Velthuis, 2020). L’export de l’ARNm vers 

le cytoplasme est contrôlé par la protéine d’export nucléaire (NEP), également impliquée dans 

les étapes d’épissage et de traduction de l’ARN (Paterson and Fodor, 2012). En fin de 

réplication, les RNPv sont exportées du noyau et transportées vers les régions de 

bourgeonnement où elles seront incorporées dans le nouveau virion. 

 

Figure 3 Schéma du cycle de réplication de l’EIV. Le virus se lie à des récepteurs de 

surface cellulaires situés sur les cellules respiratoires (1) et est internalisé dans les 

endosomes (2). La modification du pH dans l'endosome et dans les particules virales induit 

la fusion des membranes et la libération des RNPv (3). Ceux-ci sont libérés dans le 

cytoplasme puis transportés dans le noyau où aura lieu la réplication virale (4). Les ARNm 

produits sont ensuite exportés dans le cytoplasme pour la synthèse protéique (5). Les 

protéines virales nouvellement formées vont soit assister la réplication virale et la 

formation de la RNPv dans le noyau (6), soit former de nouveaux virus à la surface 

cellulaire (7). Les virus néo-formés sont alors assemblés et bourgeonnent à partir de la 

membrane cellulaire pour être libérés dans le milieu extérieur (8). Schéma d’après Paillot 

2014. 
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Assemblage, bourgeonnement et libération des virions 

Les particules virales sont formées et opèrent leur bourgeonnement au niveau de la 

membrane plasmique au pôle apical des cellules. Les protéines membranaires destinées à 

l’enveloppe virale sont synthétisées par les ribosomes associés à la membrane du réticulum 

endoplasmique (RE). Après la synthèse, les protéines s’oligomérisent et sont transportées à 

travers l’appareil de Golgi vers la membrane plasmique. Deux modèles d’incorporation des 

vRNP existent : aléatoire ou spécifique. Dans le modèle aléatoire les 8 types de vRNP ne 

seraient pas discriminés au moment de leur incorporation dans les particules virales tandis que 

le modèle spécifique mettrait en jeu un mécanisme de discrimination des différents vRNP et 

assurerait ainsi l’incorporation d’un exemplaire de chacun des 8 segments dans le virion 

(Hutchinson et al., 2010). Les protéines HA et NA sont incorporées dans des « radeaux » 

lipidiques. Les protéines M2 se lient au cholestérol et contribuent au rapprochement des 

« radeaux » lipidiques entre eux. L’étape de bourgeonnement implique principalement les 

protéines virales HA, NA et M1. La formation du bourgeon nécessite l’induction préalable 

d’une courbure de la membrane. La courbure est induite par différents paramètres tels que le 

regroupement et l’accumulation de la protéine M1 sous la bicouche lipidique ainsi que la 

présence de nombreuses protéines HA et NA dans les « radeaux » lipidiques (Matsuoka et al., 

2013). Les deux membranes opposées de l’enveloppe virale se rapprochent facilitant ainsi la 

scission de la membrane. Le bourgeonnement prend fin lorsque les vRNP sont englobées dans 

la particule virale néo-formée. Les interactions des HA virales avec les molécules d’acides 

sialiques permettent alors aux particules virales libérées de se lier à la surface cellulaire puis la 

NA clive les acides sialiques à la surface des cellules infectées permettant la libération de la 

particule virale et la fin du cycle de multiplication (Sakai et al., 2017). 

 

3.3. Sous-type et évolution virale 

 

La première description de la grippe équine date de 1956 suite à une épizootie 

respiratoire apparue chez les équidés en Europe de l’Est (Sovinova et al., 1958). Le premier 

sous-type isolé était H7N7, il a ensuite été retrouvé dans plusieurs pays d’Europe et 

d’Amérique. La dernière épizootie due au sous-type H7N7 a été enregistrée en 1979 en Italie 

(Webster, 1993). En 1963, les Etats-Unis (Floride) ont été le berceau d’une épizootie majeure 

d’EIV, le virus isolé était de sous-type H3N8 (Waddell et al., 1963). Bien que le sous -type 

H3N8 ait été isolé pour la première fois en Floride, il existe des arguments en faveur d’une 

origine sud-américaine. En effet, l’épizootie de Floride est apparue suite à l’importation de 
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chevaux en provenance d’Argentine (Perglione et al., 2016; Waddell et al., 1963). Au fil des 

années, l’augmentation des mouvements internationaux (compétitions sportives, commerce) a 

contribué à la propagation du virus sur l’ensemble des autres continents. Le sous-type H3N8 

est désormais le seul sous-type circulant dans le monde et le virus continue à évoluer (Figure 

4). L’EIV est considéré comme endémique dans le monde entier cependant aujourd’hui trois 

pays sont considérés comme indemnes par l’Organisation Mondiale de la Santé Animale 

(OMSA): l’Australie, la Nouvelle-Zélande et l’Islande. Cependant, en 2007, une épizootie 

d’EIV de grande ampleur a touché la population de chevaux sur le territoire australien, 

jusqu’alors déclaré indemne d’EIV ayant pour cause une mauvaise gestion de la quarantaine 

qui présentait des animaux infectés de manière sub-clinique. Cette épizootie a coûté 1 million 

de dollars australiens à l’industrie équine et au gouvernement australien et près de 75 000 

équidés ont été infectés (Cullinane and Newton, 2013). 

 

Les études phylogénétiques ont révélé que le sous-type H3N8 a évolué en une seule et 

même lignée pendant deux décennies puis le sous-type a divergé en 2 lignées, la lignée 

eurasienne et la lignée américaine, durant les années 80. Ces dernières années, les épizooties 

recensées dans le monde sont causées par les deux clades de la sous lignée Florida, qui 

présentent des différences au niveau antigénique: Florida Clade 1 (FC1) et Florida Clade 2 

Figure 4 Évolution des virus influenza équins de 1963 à 2021. Les 

souches représentatives des différentes lignées : pré-divergente, 

eurasienne et américaine sont détaillées ainsi que les sous-lignées 

américaines : Florida Clade 1 et Florida Clade 2. D’après Oladunni 

et al. (2021). 
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(FC2). Depuis 2008, ces 2 Clades ont remplacé les lignées américaine et eurasienne d’origine. 

Il a d’abord été montré que le Clade 2 circulait principalement en Europe et en Asie alors que 

le Clade 1 circulait principalement sur le continent Américain. Bien que chaque Clade semble 

prédominer spécifiquement dans certaines régions du monde, des épizooties mettant en jeu les 

deux clades continuent d’être observée dans de nombreuses régions du monde. Ainsi, la co-

circulation des Clades 1 et 2 a été observée dans différents pays (Figure 5). Le virus de Clade 

1 a été responsable d’épizooties au Japon et en Australie en 2007-2008 (Bryant et al., 2009), 

ainsi que dans de nombreux pays d’Europe (Royaume-Uni, France, Belgique, Allemagne) en 

2019 ; le virus de Clade 2 a provoqué des épizooties en Chine, en Inde et en Mongolie en 2008-

2009 (Virmani et al., 2010). Le virus de Clade 2 a également était retrouvé en Amérique du 

Nord suite à l’introduction de chevaux en provenance d’Europe (Pusterla et al., 2014). Le suivi 

des souches circulantes, réalisé en France depuis les années 2000, est important afin de 

déterminer la composition des vaccins contre la grippe équine (Manuguerra et al., 2000). Entre 

le milieu des années 2000 et 2015, les souches circulent en France sont rattachées à la lignée 

Américaine sous lignée Floride Clade 2. Puis une épidémie de grande ampleur survenue en 

2009 a mis en évidence une souche appartenant à la sous lignée Floride Clade 1 (Fougerolle et 

al., 2017).  

 

Figure 5 Incidence de l'EIV dans la population équine au cours de la dernière décennie, 

d'après les rapports de l'OIE (Expert Surveillance Panel - ESP) sur la composition du vaccin 

contre la grippe équine, 2010 à 2019. Les Clades responsables de ces foyers sont indiqués : 

Clade 1 en vert, Clade 2 en violet, circulation des deux Clades en bleu. Gris : pas d’épizootie 

ou non rapporté. NA, non disponible. D’après Oladunni et al., 2021. 
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3.4. Physiopathologie de la grippe équine 

 

Après inhalation, les particules virales se déposent sur la muqueuse des voies 

respiratoires supérieures. Le virus infecte les cellules épithéliales ciliées du système respiratoire 

supérieur, et certaines particules virales peuvent pénétrer plus profondément atteignant la 

muqueuse des voies respiratoires inférieures. Lorsque la neuraminidase est présente en très 

grande quantité, elle est capable de détruire les muqueuses, permettant la fixation des particules 

virales notamment de l’hémagglutinine sur les récepteurs de l’acide N-acétylneuraminique des 

cellules épithéliales du tractus respiratoire. Les particules virales pénètrent alors par endocytose 

et les cycles réplicatifs sont initiés, libérant de grandes quantités de virus le long de la trachée 

et de l’arbre bronchique. L’infection des cellules entraîne une inflammation responsable 

d’œdème, de nécrose, de desquamation et de déciliation (Figure 6). Certains cas plus graves 

font état d’une exsudation de fluides riches en protéines dans les voies respiratoires et les 

alvéoles (Myers and Wilson, 2006). 

 

 

Après une infection virale, une protéine de phase aigüe, l’amyloïde sérique (SAA) est 

retrouvée en tant que marqueur de l’inflammation. Les concentrations de celle-ci augmentent 

pendant les 48 premières heures suivant l’apparition des signes cliniques liés à l’infection par 

l’EIV. Il faut ensuite 11 à 22 jours pour revenir à un niveau basal. La sévérité des signes 

cliniques est corrélée à la concentration de SAA ainsi qu’à la synthèse locale d’IL-6, d’IFN 

et/ou de cytokines pro-inflammatoires (Hultén et al., 1999). L’infection par l’EIV entraîne 

l’augmentation de la quantité d’immunoglobulines suivie du déclenchement de la réponse 

immunitaire (Chen et al., 2018; Gonzalez-Obando et al., 2022). Les différents mécanismes 

immunitaires mis en jeu seront détaillés dans les chapitres suivants. 

Figure 6 Image par microscopie électronique de l’épithélium respiratoire (a) non infecté, (b) 

3 jours post infection par l’EIV et (c) 6 jours post infection par l’EIV présentant des zones de 

déciliation (Daly, 2013). 
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3.5. Signes cliniques induits par l’EIV 

 

Il est admis que la période d’incubation de la grippe équine est de 1 à 3 jours. Le premier 

signe de la maladie est l’apparition d’une forte fièvre pouvant atteindre entre 39,5°C et 41°C.  

Il est également observé une tuméfaction transitoire des nœuds lymphatiques pharyngés. S’en 

suit un abattement, de l’anorexie et une toux sèche favorisant la libération de particules virales 

infectieuses et donc une transmission rapide du virus. La toux est généralement associée à un 

écoulement nasal initialement séreux et pouvant devenir muco-purulent en 1 à 2 jours suite à 

une infection bactérienne secondaire (Myers and Wilson, 2006). Le degré de sévérité de la 

maladie dépend de plusieurs paramètres dont la virulence de la souche virale, le statut 

immunitaire du cheval et la sensibilité à une co-infection par d’autres agents pathogènes. 

Cependant ces signes cliniques peuvent être absents ou moindres chez les chevaux vaccinés. 

Les animaux affectés se rétablissent généralement en 7 à 10 jours mais il faut au moins 3 

semaines pour une régénération de l’épithélium respiratoire. C’est pendant cette période que 

les bactéries opportunistes peuvent facilement envahir les voies respiratoires permettant aux 

particules virales de pénétrer davantage l’épithélium respiratoire ce qui entraîne des pathologies 

telles que la bronchopneumonie bactérienne, la bronchiolite et la bronchite allergique. A plus 

long terme, l'inflammation des voies respiratoires peut conduire à une hémorragie pulmonaire 

induite par l’exercice ou à l’obstruction récurrente des voies respiratoires. Plus rarement, les 

complications peuvent conduire à une hyperplasie péribronchique et péribronchiolaire avec 

infiltration de cellules mononucléaires, exsudation de neutrophiles et de macrophages dans les 

voies respiratoires, un œdème alvéolaire, des encéphalites et des myocardites (Landolt, 2014). 

La grippe équine a un taux de morbidité très élevé qui peut atteindre 100% dans des populations 

non immunisées. En revanche les cas de mortalité sont très rares et généralement associés à des 

surinfections bactériennes chez des individus immunodéprimés par exemple (Watson et al., 

2011; Gonzalez-Obando et al., 2022). 

 

3.6. Réponse immunitaire après infection par l’EIV 

 

Lorsque le virus parvient à pénétrer l’épithélium respiratoire, l’immunité innée se 

déclenche afin de limiter la réplication du virus puis elle est rapidement suivie de la réponse 

immunitaire adaptative. 
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3.6.1. Réponse immunitaire innée 

 

L’immunité innée a un rôle essentiel pour lutter contre les infections virales comme 

l’EIV. Elle a également un rôle majeur dans l’initiation de la réponse adaptative permettant 

ainsi de protéger les chevaux à plus long terme. Chez le cheval, l’immunité innée n’a pas fait 

l’objet d’études approfondies. La première ligne de défense est composée de la barrière 

physique que sont les voies respiratoires notamment la cavité nasale, les sinus, les poches 

gutturales et la trachée qui sont tapissées de cellules mucocillaires. Les cils des cellules 

épithéliales du système respiratoire permettent au mucus ainsi qu’aux enzymes aux propriétés 

antibactériennes d’être excrétées. Si cette première ligne de défense est franchie, les protéines 

sériques et des cellules de la réponse immunitaire innée prennent le relais après les premières 

heures de l’infection. La réponse immunitaire innée étant non spécifique, elle est 

immédiatement activée aux premiers signes d’intrusion d’agents pathogènes. Les cellules 

effectrices de l’immunité innée vont reconnaitre les différents motifs moléculaires associés aux 

pathogènes (PAMPs) via les différents récepteurs cellulaires (PRRs). Les influenza A sont 

reconnus via 3 principaux PRR : (i) RIG-I (gène I inductible par l’acide rétinoïque et activé par 

les ARN 5’-triphosphate), (ii) les TLR :  TLR3 (activé par les ARN double brins) et les TLR7 

et 8 (activés par les ARN simple brin), et, (iii) les récepteurs de type NOD (nucleotide binding 

oligomerisation domain). La reconnaissance des PAMPs par ces PRRs entraîne différents 

processus d’activation et de sécrétion (Chen et al., 2018). La sécrétion d’IFN est au cœur de la 

lutte contre les virus influenza. Elle dépend du facteur de régulation de l’interféron : l’IRF 

(Interferon regulatory factor) 7 est activé par les signaux TLR7, l’IRF3 quant à lui est activé 

par les signaux de RIG-I. La production de cytokines pro-inflammatoires et d’IFN de type I est 

induite principalement par les voies RIG-I et TLR7 (Aoshi et al., 2011). Les IFN-α, -β, -γ et –

λ résultent de l’activation des différentes voies citées précédemment. Les IFN-α et –β, ou encore 

IFN de type I entraînent une cascade de signalisation antivirale dans les cellules. La présence 

d’IFN-α, -β a été retrouvé dans les sécrétions nasales de poneys infectés avec l’EIV (H3N8) 

mais il semble que leur détection ne soit pas systématique et dépende de la pathogénicité de la 

souche virale (Wattrang et al., 2003). L’IFN-γ, principal IFN de type II établit une réponse 

efficace dépendante des cellules T cytotoxiques adaptatives contre les virus influenza. Enfin, 

l’IFN–λ, de type III est principalement retrouvé dans les poumons pour lutter contre l’infection 

virale. L’activation des voies IFN a un effet sur diverses cellules de l’immunité innée : 

l’activation des neutrophiles, la maturation des cellules dendritiques ou encore le recrutement 

des macrophages. L’activation du facteur de transcription NF-κB par les signaux en aval de 
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TLR7 et RIG-I ainsi que la mobilisation des macrophages alvéolaires et des monocytes vont 

entraîner une réponse cytokinique pro-inflammatoire avec l’induction des gènes codant pour 

l’IL-1β, l’IL-6 et le TNF-α. Par ailleurs, il a été montré un rôle important de l’inflammasome 

dans la reconnaissance des influenza virus (Ichinohe et al., 2009). L’inflammasome est un 

complexe cytoplasmique qui comprend le sous-ensemble NLR capable d’activer la caspase-1 

et entraînant la maturation des cytokines IL-1β et IL-18. Parallèlement, l’infection par l’EIV a 

été associée à des sécrétions d’IL-6 détectées dans les sécrétions nasales (Quinlivan et al., 2007; 

Wattrang et al., 2003). Les macrophages alvéolaires limitent la propagation virale en favorisant 

la phagocytose ou en régulant la réponse adaptative. Par ailleurs, les cellules NK jouent un rôle 

important dans l’élimination de l’infection et les cellules dendritiques ont le rôle de cellules 

présentatrices d’antigène (Hannant and Mumford, 1989). Ces dernières vont jouer un rôle de 

médiateur entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. 

 

3.6.2. Réponse immunitaire adaptative 

 

La réponse immunitaire adaptative joue un rôle majeur dans la défense de l’organisme 

contre les virus influenza. Les différents mécanismes mis en place par l’immunité innée 

orientent activement l’immunité adaptative qui en découle (Figure 7). L’immunité adaptative 

se décompose en deux mécanismes distincts : la réponse humorale et la réponse cellulaire. Tout 

comme l’immunité innée, l’immunité adaptative déclenchée par l’infection par l’EIV reste mal 

décrite chez le cheval et les données de la littérature se basent principalement sur les réponses 

immunitaires liées aux infections par les influenza A chez l’Homme. 
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Figure 7 Réponse immunitaire induite par l’infection par l’EIV dans le tractus respiratoire 

supérieur (A) au cours d’une infection primaire et (B) au cours d’une infection secondaire. Les 

cellules épithéliales sont infectées (1) induisant la synthèse locale d’IFN et d’IL-6 (2). 

L’antigène viral est chargé sur les cellules présentatrices d’antigènes (APC) (3). Cette action 

permet l’activation des lymphocytes B entraînant la synthèse d’anticorps (Ab) neutralisants 

sériques (4) et muqueux (5). La présentation de l’antigène aux lymphocytes T permet de 

stimuler les cellules T cytotoxiques (CTL) (6). Les anticorps spécifiques de l’EIV sont 

remobilisés (7) et leur sécrétion est plus forte et plus rapide pour neutraliser l’EIV lors d’une 

réinfection (8). Si le taux d’anticorps neutralisants n’est pas suffisant, les cellules épithéliales 

sont à nouveau infectées déclenchant l’immunité adaptative (9). Schéma d’après Paillot et al. 

(2006a). 

a) Réponse humorale 

 

Le système immunitaire humoral produit des anticorps contre différents antigènes du 

virus grippal. Les protéines HA et NA sont les principales cibles de la réponse immunitaire 

humorale contre le virus de la grippe équine (Paillot et al., 2006a). Les anticorps dirigés contre 

l’HA sont les plus importants pour neutraliser le virus, ils se lient au niveau des têtes globulaires 

de la glycoprotéine et empêchent l’étape de fixation et/ ou d’endocytose au niveau de la cellule 
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hôte. Les anticorps spécifiques de la NA limitent ou bloquent la propagation du virus en 

inhibant l’activité enzymatique et en facilitant la cytotoxicité à médiation cellulaire. Les 

anticorps spécifiques de la protéine M2 sont produits en quantité moindre du fait de la faible 

concentration de cette protéine virale dans les cellules infectées. Les anticorps dirigés contre la 

NP peuvent également contribuer à lutter contre l’infection. Ces différents anticorps sont 

impliqués dans le mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) 

permettant d’accélérer la clairance des cellules infectées. Les IgA et les IgM sont les principales 

immunoglobulines présentes dans les muqueuses et permettent la neutralisation du virus au 

niveau des tissus muqueux. Les sécrétions nasales contiennent des IgA qui peuvent neutraliser 

les HA et NA des virus influenza (Mazanec et al., 1993; Nelson et al., 1998). Les IgM ont un 

double rôle : neutraliser le virus et activer le système du complément (Jayasekera et al., 2007). 

Il a été montré, lors d’une infection expérimentale, que la primo-infection par l’EIV  induisait 

des titres élevés en IgA, IgGa et IgGb spécifiques du virus dans le sérum et les sécrétions nasales 

et que ces réponses en anticorps étaient associées à une protection pendant 100 jours post 

infection (Nelson et al., 1998). 

 

b) Réponse cellulaire 

 

La stimulation de la réponse immunitaire à médiation cellulaire après une infection par 

l’EIV n’a pas été étudiée en détail chez le cheval. Elle semble cependant proche des mécanismes 

observés chez l’Homme lors d’une infection par un virus influenza A. Les lymphocytes T et B 

jouent notamment un rôle clé dans l’immunité adaptative contre l’infection par les virus 

influenza (Chen et al., 2018). L’activation des lymphocytes T CD4+ spécifiques du virus a lieu 

dans les organes lymphoïdes à proximité du site de l’infection. Cette activation a lieu lorsque 

les lymphocytes T CD4+ reconnaissent via leur TCR les peptides viraux associés aux CMH-II 

sur les cellules présentatrices d’antigène. Les lymphocytes T CD4+ naïfs peuvent alors se 

différencier en deux sous-ensembles : les cellules de type Th1 ou de type Th2 en fonction des 

profils d’expression cytokinique. Les lymphocytes T CD4+ différenciés en cellules Th1 

produisent de l’IFN-γ et de l’IL-2. Ces deux cytokines sont principalement impliquées dans la 

réponse immunitaire cellulaire et notamment dans l’induction de lymphocytes T cytotoxiques 

CD8+ mémoires. Les lymphocytes T CD4+ différenciés en cellules Th2 induisent une 

production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 qui stimule les lymphocytes B, entraînant la production 

d’anticorps (Stark et al., 2019). Lors de l’infection par le virus de la grippe, les épitopes viraux 

qui sont associés aux molécules CMH-I activent les cellules T CD8+ naïves via leur TCR dans 
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les ganglions lymphatiques, entraînant leur différenciation en lymphocytes T cytotoxiques 

(Chen et al., 2018). L’activation des lymphocytes T cytotoxiques entraîne leur prolifération et 

leur migration vers le site de l’infection. Ces cellules vont alors inhiber la propagation virale 

via leur activité cytolytique (système perforine/granzyme) vis-à-vis des cellules infectées 

qu’elles reconnaissent via leur TCR et la reconnaissance des antigènes viraux présentés par le 

CMH-I. Les antigènes reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques sont surtout des antigènes 

provenant des protéines virales internes comme les protéines M1, NP, PA et PB2 plutôt que 

contre les protéines HA et NA. Les protéines internes étant plus conservées, une hypothèse 

émise est que l’immunité cellulaire a un spectre plus large vis-à-vis des différentes souches 

d’influenza (Grant et al., 2016). Par ailleurs, les protéines virales ciblées par l’immunité 

cellulaire semblent être en faveur d’une complémentarité d’action entre l’immunité humorale 

et cellulaire.  

 

3.7. Méthode de mesure de la réponse en anticorps anti-EIV 

3.7.1. Test d’hémolyse radiale simple 

 

Le principe du test d’hémolyse radiale simple ou SRH (Single Radial Haemolysis) date 

de 1932 à la suite des travaux de Petri sur des micro-organismes en milieu gélosé. En 1965, une 

étude a montré que l’utilisation des érythrocytes de mouton dans la gélose permettait d’estimer 

l’activité hémolytique des anticorps (Weiler et al., 1965). Mancini et al. (1965) décrivent 

l’existence d’une relation linéaire entre la surface d’hémolyse et la concentration d’antigènes 

présents dans le sérum. Cette méthode semble alors avoir une valeur considérable lors d’études 

séro-épidémiologiques à grande échelle pour les virus Influenza humains ou équins (Schild et 

al., 1975; Gildea et al., 2011a; Cullinane and Newton, 2013). Le test SRH est recommandé par 

l’OMSA pour connaitre le statut immunitaire d’un cheval vis-à-vis de la grippe équine (OIE - 

World Organisation for Animal Health, n.d.). Cette méthode nécessite de petites quantités 

d’antigènes viraux et sa rapidité ainsi que sa robustesse en ont rapidement fait une méthode de 

référence pour caractériser le statut immunitaire de l’hôte dans le cadre de la grippe équine. 

Cette technique mesure principalement les anticorps IgG (Schild et al., 1975). Le test SRH est 

basé sur la mesure du taux d’anticorps dirigés contre l’hémaglutinine, lesquels sont 

généralement neutralisants. Le principe repose sur la sensibilisation d’érythrocytes de mouton 

à l’EIV. Après fixation, les complexes EIV/hématies sont mélangés à de l’agarose et du 

complément de cobaye. La solution obtenue est alors coulée dans une plaque 

d’immunodiffusion afin d’y percer des puits pour y déposer les sérums équins à analyser. La 
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présence d’anticorps spécifique du virus va alors entraîner une lyse des hématies et la zone 

d’hémolyse observée (Figure 8) est proportionnelle au taux d’anticorps présents dans le sérum 

(Morley et al., 1995).  

En 1994, une étude comparant l’efficacité de vaccins contre la grippe équine lors d’une 

infection expérimentale a permis de déterminer la corrélation entre le niveau d’anticorps détecté 

par le test SRH et la protection contre l’infection par l’EIV (Mumford et al., 1994a). Ainsi, les 

auteurs ont montré que les chevaux présentant un taux d'anticorps équivalent à des zones 

d’hémolyse supérieures ou égales à 150 mm² étaient protégés contre l'infection ce qui signifie 

qu’ils n’étaient pas excréteurs du virus, les auteurs parlaient alors de protection virologique. 

Tous les chevaux qui ont présenté des taux d’anticorps supérieurs ou équivalents à 85 mm² 

étaient protégés contre la maladie, ce qui signifie qu’ils ne présentaient pas de signe clinique, 

les auteurs parlaient alors de protection clinique.  Les chevaux qui ont présenté un niveau 

inférieur à 85 mm² n’étaient pas protégés (Mumford et al., 1994a). Ce test, avec ces valeurs 

admises, a depuis été utilisé lors de nombreuses études sur le virus de la grippe équine dans le 

monde, en particulier pour mesurer l’efficacité des vaccins lors de challenges vaccinaux 

(Newton et al., 2000; Paillot et al., 2013; Gildea et al., 2013; Paillot et al., 2018) et le taux de 

protection de population de chevaux (Fougerolle et al., 2019). 
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Figure 8 Principe du test d’hémolyse radiale simple (SRH). (A) Les érythrocytes de mouton 

(RBC) forment un complexe avec les particules virales d’Influenza équin (cercles rouges). Ce 

complexe est mélangé à du complément de cobaye (cercles jaunes) et l’ensemble est mélangé à 

un gel d’agarose coulé dans des plaques d’immunodiffusion. Des puits sont percés afin de 

déposer les sérums. Des zones d’hémolyse (plus claires) sont observées et leur mesure est 

proportionnelle à la concentration d’anticorps contenue dans le sérum. (B) Évolution du taux 

d’anticrps au cours d’une primo-vaccination (V1, V2 et V3) et au cours d’un rappel vaccinal 

annuel et les niveaux de protection qui leurs sont associés. Exemple d’un répondeur normal 

(bleu) et d’un faible répondeur (orange) à la vaccination. D'après Romain Paillot 

(communication personnelle).  

(A) 

(B) 



35 
 

3.7.2. Test d’inhibition de l’hémagglutination 

 

Le test d’inhibition de l’hémagglutination (HI) a initialement été mis au point par Hirst 

et Salk sur des virus influenza humains (Hirst, 1942; Salk, 1944). Le test HI transposé chez le 

cheval est basé sur le même principe (Chambers and Reedy, 2014) et est utilisé pour la détection 

des anticorps dirigés contre l’hémagglutinine de l’EIV. La propriété d’hémagglutination de 

l’HA lui permet de se lier aux hématies et plus particulièrement aux hématies de poules. La 

liaison s’effectue dans la même région que celle qui permet au virus de se lier aux récepteurs 

cellulaires lors d’une infection virale. Si des anticorps anti-EIV sont présents dans un sérum, 

ceux-ci vont pouvoir neutraliser les particules virales et empêcher la réaction 

d’hémagglutination. Ceci se traduit par la sédimentation des hématies au fond des puits. A 

l’inverse, en l’absence d’anticorps anti-EIV, la réaction d’hémagglutination a lieu normalement 

ce qui se traduit par la formation d’un réseau entre les hématies et conduit à l’absence de 

réaction de sédimentation. Le test HI est rapide et simple à réaliser cependant, il est maintenant 

admis qu’il peut être sujet à des problèmes de reproductibilité notamment lors d’essais inter-

laboratoires (Chambers and Reedy, 2014). 

 

3.7.3. Test ELISA 

 

Les tests ELISA sont utilisés pour détecter les anticorps dans de nombreuses espèces 

notamment contre l’EIV. Les tests ELISA détectent les anticorps dirigés contre la 

nucléoprotéine virale de l’EIV. Bien que décrits comme moins sensibles que les tests HI et SRH 

(Galvin et al., 2013) ils constituent un outil simple et standardisé de détection des anticorps 

contre l’EIV. Suite à l’épizootie survenue en 2007 en Australie, une stratégie a pu être mise en 

place pour suivre l’infection au sein de la population équine naïve (Paillot and El-Hage, 2016). 

Une étude a permis de montrer la possibilité de différencier les anticorps contre la grippe équine 

des chevaux infectés de ceux produits par des chevaux vaccinés (Galvin et al., 2013). Cette 

stratégie nommée DIVA (Differentiation of Infected from Vaccinated Antibodies) est très 

intéressante pour la gestion de crise mais ne peut être appliquée qu’à la condition suivante : les 

chevaux doivent être vaccinés avec un vaccin recombinant à base de Canarypoxvirus. Celui-ci 

exprime chez l’hôte uniquement les gènes HA et NA de l’EIV. Comme le test ELISA est 

développé pour détecter la nucléoprotéine (NP), seuls les chevaux infectés présenteront un test 

positif (Galvin et al., 2013). 
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4. Herpesvirus équin 1 (EHV-1) 

 

Les herpesvirus sont ubiquitaires et provoquent des maladies chez de nombreuses espèces 

vertébrés et chez quelques invertébrés. La famille des Herpesviridae est divisée en trois sous-

familles : les Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae et les Gammaherpesvirinae. Neuf 

herpesvirus équins (Equid Herpesvirus – EHV) ont été décrits à ce jour. Il s’agit de 

Alphaherpesvirus EHV 1, 3, 4, 6, 8 et 9 et des Gammaherpesvirus EHV 2, 5 et 7. Les EHV 1, 

2, 3, 4, 5, 8 infectent les chevaux et récemment un cas d’avortement dû à un EHV-8 a été décrit 

sur une ânesse en Chine (Wang et al., 2022), l’EHV-6 a été isolé chez l’âne et a été associé à 

l’Asinine alphaherpesvirus 1 (Jacob et al., 1988), l’EHV-9 est connu pour infecter la gazelle, le 

zèbre et l’onagre (Schrenzel et al., 2008). Parmi les nombreux herpesvirus équins, l’EHV-1 est 

l’un des plus pathogènes chez les chevaux. Ce virus, très contagieux, impacte fortement 

l’ensemble des secteurs de la filière équine à la fois par les signes cliniques qu’il entraîne et par 

les mesures préventives qui sont prises telles que l’arrêt des compétitions et des mouvements 

liés à l’élevage. 

 

4.1. Structure de l’EHV-1 

 

L’EHV-1 est un virus enveloppé à ADN linéaire double brin, mesurant environ 150 nm 

de diamètre (Figure 9). L’enveloppe est constituée d’une bicouche lipidique sur laquelle sont 

ancrées 12 glycoprotéines. Le tégument correspond à l’espace entre la nucléocapside et 

l’enveloppe. Il est constitué d’une matrice comportant un grand nombre de protéines virales et 

d’enzymes qui jouent un rôle majeur dans le cycle de réplication viral. La majorité des protéines 

de l’EHV-1 partage une homologie avec celle des virus herpes simplex humains (HSV-1 et -2). 

La nucléocapside icosaédrique, constituée de 162 capsomères (12 pentons et 150 hexons) 

(Crabb and Studdert, 1995; Telford et al., 1992), contient le génome viral d’une taille d’environ 

150 kb. Le génome est composé d’une région unique longue et d’une région unique courte, 

flanquées respectivement de séquences répétées internes et terminales (IRS et TR). Le génome 

comporte 80 cadres ouverts de lecture (ORF), codant un ensemble de protéines virales dont les 

principales sont présentées ci-après.  
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Les glycoprotéines B (gB ou gp14), C (gC), D (gD), E (gE), G (gG), H (gH), I (gI), K (gK), L 

(gL), M (gM), N (gN) et la gp2 sont présentes à la surface de l’enveloppe virale. Contrairement 

aux 11 autres qui sont codées par des gènes conservés parmi les alphaherpèsvirus, la gp2 n’est 

à ce jour décrite que chez l’EHV-1, 4, 8 et 9 (Crabb and Studdert, 1990; Fukushi et al., 2012).   

Ces glycoprotéines sont impliquées dans différents stades du cycle de réplication virale. Les 

glycoprotéines gB et gD sont essentielles au cycle viral et permettent l’entrée du virus dans la 

cellule ainsi que la sortie des endosomes. Ces glycoprotéines sont donc impliquées dans la 

propagation du virus de cellule à cellule. La gC a la capacité de se lier à des héparanes sulfates 

cellulaires, favorisant ainsi l’attachement du virus à la cellule hôte. Il a été montré que la gE 

possédait une région fortement immunogénique et spécifique de l’EHV-1 (Andoh et al., 2013). 

La fonction de la gG est encore mal connue mais elle constitue une cible pour la réponse 

immunitaire (Crabb and Studdert, 1993). Les glycoprotéines gH et gL sont impliquées dans la 

réplication du virus. La glycoprotéine gK contribue à la propagation de cellule à cellule 

(Neubauer and Osterrieder, 2004). La glycoprotéine gN serait impliquée dans la maturation de 

la gM et pourrait contribuer à la pathogénicité du virus (Mahmoud et al., 2013). Enfin la gp2 

Figure 9 (A) Observation au microscope électronique à transmission 

de l'EHV-1 (Animal Health Trust) et (B) représentation schématique de 

l’EHV-1 (d’après la revue de Paillot et al, 2008). 
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semble avoir un rôle dans le processus d’entrée cellulaire, l’enveloppement secondaire, la sortie 

des virions et la transmission de cellule à cellule (Rudolph and Osterrieder, 2002). 

 

4.2. Infection cellulaire et réplication virale de l’EHV-1 

 

L’ensemble des étapes d’infection et de réplication est représenté sur la figure 10. 

 

Attachement viral 

Les EHV-1 sont capables d’infecter différents types cellulaires tels que des cellules des 

voies respiratoires, des cellules des organes lymphoïdes et des cellules du système nerveux 

(Allen et al, 1999). Deux grands modes d’infections sont possibles : par contact direct avec des 

particules virales ou par contact de cellule à cellule. La première étape du cycle de réplication 

virale de l’EHV-1 est l’attachement à la surface des cellules cibles. Cette étape commence par 

l’interaction entre 2 glycoprotéines : gC et gD avec des héparanes sulfates à la surface cellulaire 

(Osterrieder, 1999; Laval et al., 2016). Les particules virales sont alors concentrées à la surface 

cellulaire permettant à la gD de stabiliser le complexe et de permettre l’entrée du virus dans la 

cellule en se liant à un ou plusieurs récepteurs (Csellner et al., 2000). Une étude a montré que 

le récepteur d’entrée du virus dans les cellules équines est le CMH-I (Frampton et al., 2005). 

Plus récemment, le rôle du CMH-I dans l’entrée du virus dans les cellules endothéliales 

vasculaire cérébrales et dans les cellules équines dermiques a été démontré (Kurtz et al., 2010; 

Sasaki et al., 2011). Cependant, l’attachement des virus aux cellules mononucléées du sang 

périphérique (PBMC) fait appel à la gD et des récepteurs cellulaires telles que les intégrines 

(Azab and Osterrieder, 2012; Laval et al., 2016). 

 

Fusion membranaire et internalisation virale 

Il existe deux modes de pénétration virale décrits pour les alphaherpesvirus: par fusion 

directe de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire ou par endocytose. Ces deux modes 

nécessitent au préalable l’activation de la protéine kinase 1 associée à Roh (ROCK 1) (Frampton 

et al., 2007). Différentes études se sont intéressées à l’étape d’entrée de l’EHV-1 dans les 

cellules équines, mettant en avant la complexité du mécanisme d’entrée du virus en fonction 

des différents types cellulaires. Tout d’abord, la gD se lie à son récepteur cellulaire entraînant 

son changement de conformation. Le complexe gH-gL est alors activé de même que la gB. Le 

tégument est libéré entraînant avec lui la libération des protéines virale et la nucléocapside dans 

le cytoplasme (Van de Walle et al., 2008). Ces différentes étapes entraînent l’entrée du virus 
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dans la cellule (Spear and Longnecker, 2003). Il a d’abord été suggéré que l’EHV-1 pénètrait 

dans les PBMCs par endocytose via la présence d’intégrines (Van de Walle et al., 2008) mais 

également par phagocytose (Laval et al., 2016). Il a été montré que l’EHV-1 pouvait avoir la 

capacité de pénétrer à la fois par endocytose et par fusion dans des expériences in vitro menées 

sur cellules Equines Dermiques (ED) (Azab et al., 2013; Frampton et al., 2007; Hasebe et al., 

2009) et sur cellules endothéliales (Van de Walle et al., 2008). Les 2 mécanismes permettent 

au virus de s’adapter et d’avoir accès à divers types cellulaires. Cependant, les conditions 

décisives du mode d’entrée du virus ne sont pas encore connues. Une étude menée par Azab et 

al. (2013) a montré que l’EHV-1 dont la gH avait été modifiée pour être non fonctionnelle, avait 

modifiée sa voie d'entrée dans les cellules ED. En outre, une hypothèse a été émise selon 

laquelle la fusion de l'enveloppe virale avec la membrane plasmique ne pouvait se produire que 

s'il existait une forte interaction entre la gH et les intégrines (α4β1) et un ou plusieurs facteurs 

viraux supplémentaires inconnus à ce jour. Ainsi après la liaison de la gD à son récepteur, la 

gH se lie à l'α4β1-intégrine et induit des cascades de signalisation cellulaire responsables de la 

fusion du virus avec la membrane cellulaire (Azab et al., 2015). Plus récemment, une étude a 

montré que l’EHV-1 était capable d'induire une transduction du signal à l'intérieur de la cellule 

infectée conduisant à l'activation de la phospholipase C, à la libération d'inositol triphosphate 

et à la libération de Ca2+ depuis le réticulum endoplasmique (Azab et al., 2015). Il a été montré 

également que l'EHV-1 pouvait activer les petites GTPases et aider au transport des particules 

virales vers les cellules voisines via la fusion intercellulaire (Kolyvushko et al., 2020). Les 

mécanismes d’entrée du virus dans les différents modèles cellulaires restent encore à 

approfondir. 

 

Transcription et réplication du génome viral 

Après l’entrée du virus dans la cellule, la capside est relarguée dans le cytoplasme puis 

est transportée le long de microtubules grâce à la dynéine jusqu’au noyau cellulaire (Frampton 

et al., 2010). Les pores nucléaires permettent l’entrée de l’ADN viral dans le noyau ; la 

nucléocapside se désagrège dans le cytoplasme (Pasdeloup et al., 2009). L’ADN viral ainsi 

libéré dans le noyau se circularise et peut engager son cycle lytique (Garber et al., 1993; Su et 

al., 2002). Le cycle lytique commence par l’initiation de la transcription. La protéine du 

tégument α-trans-inducting factor (ETIF), entrée dans le noyau, active la transcription des gènes 

très précoces (immediate-early genes ; IE) (Smith et al., 1992; Elliott and O’Hare, 1995). Puis 

la transcription se fait de manière séquentielle. Dans un premier temps les gènes très précoces 

(IE) sont transcrits suivi des gènes précoces (55 early genes ; E) et enfin des gènes tardifs (20 
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late genes ; L) (Gray et al., 1987a; Smith et al., 1992). Une cascade de trans-activation permet 

aux différents gènes d’être transcrits. Les gènes E sont trans-activés par les protéines IE et les 

gènes L sont trans-activés par les protéines E.  Les gènes IE codent des protéines impliquées 

dans la transcription. Les gènes E codent principalement les enzymes nécessaires à la 

réplication du génome : ADN polymérase et thymidine kinase virale. Les gènes L codent des 

protéines de structure : capside et glycoprotéines d’enveloppe (Caughman et al., 1985; W. L. 

Gray et al., 1987b). 

 

Assemblage et libération des virions 

Les protéines de la nucléocapside synthétisées dans le cytoplasme sont redirigées vers 

le noyau pour initier leur assemblage, permettant la formation d’une pro-capside sphérique 

(Newcomb et al., 1996). L’ADN viral est alors encapsidé et la libération des protéines 

structurales est enclenchée permettant à la pro-capside de changer de conformation pour former 

la nucléocapside polyhédrique finale. La formation de bourgeons au niveau de la membrane 

nucléaire interne permet la sortie de la nucléocapside.  Dans un premier temps la nucléocapside 

se retrouve dans l’espace péri-nucléaire entourée d’une enveloppe primaire, puis, un processus 

de fusion entre l’enveloppe primaire et la membrane nucléaire externe permet la libération de 

la nucléocapside (Granzow et al., 2001). A ce stade l’enveloppement de la nucléocapside n’est 

pas finalisé. Cette étape nécessite le bourgeonnement de la nucléocapside dans les vésicules du 

réseau trans-golgien dans lesquelles se trouvent les glycoprotéines virales membranaires. Les 

virus entièrement constitués et matures sont transportés à la surface des cellules et sont libérés 

par un processus d’exocytose dans l’espace extracellulaire (Guo et al., 2010; Mettenleiter et al., 

2009). À ce stade les particules virales nouvellement formées peuvent infecter d’autres cellules 

et se propager dans l’organisme du cheval. 
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4.3. Propagation virale et physiopathologie 

 

L'EHV-1 est un pathogène très contagieux. Le virus est très présent au sein de la 

population équine mondiale. Si peu d’études ont été réalisées sur la séroprévalence, on estime 

que le pourcentage de chevaux infectés par un EHV (1 ou 4) avant l’âge de 2 ans est d’environ 

80% dans la plupart des grandes nations d’élevage (Allen, 2002a; Lunn et al., 2009). L’EHV-1 

est d’autant plus contagieux qu’il se transmet généralement par contact direct avec des 

sécrétions très chargées en particules infectieuses (salive, écoulement nasal) ou par inhalation 

d'aérosols infectieux (Patel et al., 1982). Les tissus fœtaux ou placentaires qui contiennent des 

charges virales élevées peuvent également constituer une source possible d'infection (Reed and 

Toribio, 2004). 

 

4.3.1. Infection du tractus respiratoire 

 

La propagation de l’EHV-1 dans l’organisme est un processus rapide qui nécessite au 

préalable l’infection du tractus respiratoire supérieur, véritable porte d’entrée du virus et lieu 

d’infection et de multiplication virale. En effet, après inhalation de particules virales d’EHV-1, 

celles-ci atteignent rapidement les muqueuses respiratoires (Awan et al., 1990). L’EHV-1 

infecte les cellules épithéliales du tractus respiratoire supérieur : la cloison nasale, le 

nasopharynx et la trachée (Laval et al., 2021 ; Figure 11). Une étude a montré l’érosion 

progressive de la muqueuse nasopharyngée et palatine, associée à la réplication virale lors des 

7 premiers jours qui suivaient l’infection (Kydd et al., 1994a). Ceci était accompagné d'une 

excrétion nasale entre le 2ème et le 4ème jour (Kydd et al., 1994b). Une autre étude a montré que 

Figure 10 Schématisation du cycle de réplication de l’EHV-1. (1) Attachement viral sur la 

cellule. (2) internalisation du virus dans la cellule (2a) par fusion ou (2b) par endocytose. (3) 

Libération de la nucléocapside dans le cytoplasme (4). Transport de la nucléocapside 

jusqu’au noyau via les microtubules. (5) Libération du génome viral dans le noyau. (6) 

Circularisation du génome viral et activation de la transcription entraînant l’expression des 

immediate-early (IE ; 7a), early (E ; 7b) et late (L ; 7c) protéines. (8, 9, 10) réplication du 

génome viral et intégration dans une nouvelle capside. (11) Transport de la nucléocapside à 

l’extérieur du noyau dans le cytoplasme par fusion (12). (13) formation de l’enveloppe virale 

dans le réseau trans-golgien. (14) Exocytose du nouveau virion mature dans le compartiment 

extracellulaire. (D’après Paillot et al., 2008). 
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l’infection primaire par l’EHV-1 des différents tissus du tractus respiratoire supérieur entraînait 

une destruction de l’épithélium et une excrétion nasale jusqu’à 14 jours post infection 

(Gryspeerdt et al., 2010). Cette destruction de cellules épithéliales respiratoires conduit à 

l’expression de divers signes cliniques caractéristiques de la rhinopneumonie pouvant varier 

avec l’âge. Les chevaux adultes présentent le plus souvent des signes cliniques modérés et 

parfois subcliniques. A l’inverse les jeunes chevaux peuvent avoir des signes cliniques plus 

marqués tels que de l’hyperthermie, du jetage nasal (parfois mucopurulent), de la toux et une 

lymphadénopathie des ganglions submandibulaires et rétropharyngés (Laval et al., 2021; R. 

Paillot et al., 2008; Sutton et al., 1998). D’autres signes cliniques ont été associés à une infection 

par l’EHV-1 : dépression, anorexie et jetage oculaire (Lunn et al., 2009; Patel and Heldens, 

2005). Des complications dues à des infections secondaires bactériennes peuvent également 

être associées. Récemment, il a été démontré que le pollen des plantes favorisait les infections 

par l’EHV-1. En effet, des expériences ex-vivo ont montré que les protéases présentes dans le 

pollen altéraient les jonctions intracellulaires des cellules de l’épithélium respiratoire équin ce 

qui fragilise la barrière épithéliale facilitant ainsi l’invasion virale par l’EHV-1 (Van Cleemput 

et al., 2019). Enfin, dans le tractus respiratoire, il a été démontré que les cellules monocytaires 

CD172a+ servaient de cheval de Troie au virus pour se répandre dans l’organisme. Les cellules 

monocytaires CD172a+ infectées par le virus EHV-1 transportent le virus de la face apicale de 

l'épithélium à la lamina propria en direction de la circulation lymphatique et sanguine (Baghi 

et al., 2014). Il a été montré que les cellules CD172a+ migraient spécifiquement vers les régions 

infectées par l'EHV-1 et que les chimiokines CCL2 et CCL5 (sécrétées en réponse à des signaux 

tels que les cytokines pro-inflammatoires) étaient impliquées lors d’infections avec des souches 

responsables de signes cliniques neurologiques (Zhao et al., 2017). 
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4.3.2. Virémie associée aux cellules et réplication dans les nœuds 

lymphatiques 

 

Comme vu précédemment, après l’infection de l’épithélium respiratoire, l’EHV-1 

traverse la membrane basale par l’intermédiaire de leucocytes infectés et plus particulièrement 

les cellules CD172a+ (Baghi et al., 2014). Récemment, des travaux ont établi l’hypothèse que 

la présence de particules virales au niveau de l’épithélium respiratoire entraînerait un 

recrutement local de monocytes et de lymphocytes T et contribuerait à l’établissement de la 

virémie (Poelaert et al., 2019). Une fois la membrane basale franchie, l’EHV-1 se retrouve dans 

la circulation sanguine et lymphatique (Vandekerchkhove et al, 2010). Le virus opère une 

réplication virale secondaire dans les ganglions lymphatiques (Allen et al, 2004) entraînant 

l’infection de nombreux PBMC circulants tels que les lymphocytes CD4+, CD8+ et les 

lymphocytes B (Baghi and Nauwynck, 2014; Gryspeerdt et al., 2010; Wilsterman et al., 2011). 

Figure 11 Les différentes stratégies d’infection de l’EHV-1. (1) Réplication primaire de l’EHV-

1 dans les cellules épithéliales du tractus respiratoire supérieur. (2) réplication de l’EHV-1 

dans les ganglions lymphatiques drainants entraînant la mise en place de la virémie via 

l’infection des PBMCs. (3) Établissement de la latence dans les ganglions trigéminés et les 

nœud lymphatiques des voies respiratoires. (4) Mécanismes de réplication secondaire 

responsables des signes cliniques des différents organes cibles : (a) utérus, (b) système nerveux 

central (CNS) et (c) système oculaire. Les dessins sont partiellement basés sur les modèles d'art 

médical SMART servier. D’après Laval et al, 2021 Copyright © 2021 « Frontiers in 

microbiology vol. 12 662686 » 
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La présence d'EHV-1 infectieux et d'antigènes viraux dans les ganglions lymphatiques associés 

aux voies respiratoires a été observée 12 heures après l’infection. La rapidité avec laquelle 

EHV- 1 infecte les cellules immunitaires et se retrouve dans les ganglions lymphatiques montre 

l’importance de l'immunité à médiation cellulaire en réponse à ce virus. Ainsi, les cellules 

infectées sont les lymphocytes, les monocytes, les macrophages et les plasmocytes et le virus 

se propage par contact entre ces cellules et les cellules endothéliales et lymphatiques ainsi que 

celles des organes cibles (Kydd et al., 1994a). Une étude in vitro sur l’infection des cellules 

endothéliales a révélé que l'infection des cellules CD172a+ par l'EHV-1 favorisait le 

phénomène d'adhésion cellulaire. Les auteurs ont émis l’hypothèse que la présence du virus 

induisait des voies de signalisation cellulaire qui déclenchaient des changements fonctionnels 

dans les cellules CD172a+ infectées augmentant leur adhésion aux cellules endothéliales (Laval 

et al., 2015b). Dans la même étude, les auteurs mettent en avant le rôle probable des intégrines 

et de la l-selectine dans l’adhésion aux cellules endothéliales. En effet le blocage des intégrines 

sur les cellules CD172a+ infectées par l’EHV-1 entraîne une diminution de l’adhésion cellulaire 

mais ne l’abolit pas totalement, ce qui pourrait signifier qu’il y a plusieurs molécules impliquées 

dans l’adhésion aux cellules endothéliales ((Laval et al., 2015b); Figure 12). 
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Figure 12 Mécanisme de transmission supposé de l’EHV-1 d’une cellule CD172a+ à une 

cellule endoplasmique. (A) Activation des voies de signalisation PI3K et ERK/MAPK 

intracellulaires médiées par l'intégrine et par l’interaction de l’EHV-1 avec la gD à la 

surface d’une cellule CD172a+. (B) Régulation à la hausse de l’expression des différentes 

intégrines à la surface de la cellule CD172a+ infectée et adhésion à la surface des cellules 

endothéliales via des ligands. (C) activation de la réplication de l’EHV-1 dans les cellules 

CD172a+ via la sécrétion de facteurs solubles tels que le TNF-α. (D) Transfert du matériel 

cytoplasmique de l’EHV-1 vers les cellules endothéliales. Les dessins sont partiellement 

basés sur les modèles d'art médical SMART servier. D’après Laval et al, 2017 Copyright © 

2017 « Frontiers in microbiology vol. 12 662686 » 
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4.4. Formes secondaires de la maladie 

 

La propagation de l’EHV-1 dans les ganglions lymphatiques est responsable de 

l’apparition de fièvre et de lymphopénie (Laval et al., 2021). La dissémination de l’EHV-1 à 

l’échelle de l’organisme traduit la mise en place d’une virémie. De cette manière différents 

organes et tissus peuvent être infectés : l’endothélium vasculaire, les poumons, l’endomètre, le 

système nerveux central (SNC) ainsi que l’uvée. Une des principales formes cliniques 

secondaires qui en découle est la thrombose qui entraînerait notamment les avortements et les 

myéloencéphalopathies (MHE) (Wilson et al., 2019). 

 

4.4.1. Système reproducteur 

 

Lorsque les particules virales atteignent l’endothélium du système circulatoire, l’EHV-

1 peut réaliser une réplication secondaire dans les cellules endothéliales de l’utérus gravide. 

L’atteinte de cet organe provoque une vascularite, une thrombose multifocale et une nécrose 

ischémique (Edington et al., 1991; Smith et al., 1996) qui donne lieu à des lésions au niveau 

des branches artériolaires dans la couche glandulaire de l’endomètre (Figure 13). Il s’en suit 

une nécrose avasculaire ainsi qu’un œdème de l’endomètre. Dans les cas les plus graves, lorsque 

l’infection des cellules endothéliales est généralisée, les membranes fœtales se décollent 

conduisant à la mort du fœtus par anoxie et à l’avortement. Dans ce cas, le fœtus n’est pas 

infecté par l’EHV-1 et l’avortement résulte de l’infection à EHV-1 chez la jument (Foote et al., 

2012). Si l’infection des cellules endothéliales au niveau de l’utérus est plus éparse, l’EHV-1 

peut traverser la barrière utéro-placentaire et conduire également à un avortement. Le fœtus 

cette fois est infecté par l’EHV-1 (Edington et al., 1991). Il a été montré que dans ce cas, les 

cellules endothéliales des vaisseaux sanguins de l’allantochorion et du cordon ombilical étaient 

infectées par l’EHV-1 (Smith et al., 1996). Les avortons infectés par EHV-1 in utero présentent 

des lésions diverses tels qu’un œdème sous-cutané, un œdème pulmonaire, un épanchement 

pleural et une hypertrophie de la rate (Machida et al., 1997). Il arrive que les juments infectées 

par l’EHV-1 dont le poulain est également infecté aillent au bout de la gestation. Si l’infection 

a eu lieu à un stade avancé de la gestation le poulain infecté meurt dans les premiers jours qui 

suivent la naissance et on parle alors de poulain mort-né. La période d'incubation après une 

phase de virémie, résultant soit d'une infection primaire, soit d'une réactivation d'un virus latent, 

varie entre 9 jours et 4 mois (Allen, 2002b; Laval et al., 2021). Il est à noter que les avortements 

surviennent majoritairement durant les 4 derniers mois de gestation (Lunn et al., 2009), le plus 
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souvent sans prodrôme (Allen, 2002b). Le virus est ensuite rapidement éliminé du système 

reproducteur et n’engendre pas de problème de reproduction futur (Schulman et al., 2013). 

 

 

4.4.2. Système nerveux central 

 

La réplication secondaire dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins au 

niveau du SNC engendre des lésions importantes telles qu’une vascularite avec ou sans 

hémorragie locale, ou une nécrose thrombo-ischémique dans le cerveau et la moelle épinière 

(Edington et al., 1986). Les signes neurologiques apparaissent généralement entre le 6ème et 8ème   

jour après une infection naturelle ou expérimentale (Goehring et al., 2010). La survenue de 

signes cliniques d’ordre neurologique suite à une infection à EHV-1 est estimé à 10% (Lunn et 

al., 2009; Pusterla and Hussey, 2014). Les plus courants sont l'ataxie et la parésie des membres. 

Figure 13 Représentation schématique de la survenue d’avortement causé par l’EHV-1. (1) 

l’infection des vaisseaux sanguins utérins provoque des vascularites responsables de la 

séparation du placenta entraînant la mort du fœtus par anoxie ou (2) la transmission de 

l’EHV-1 de la jument au fœtus via le franchissement de la membrane utéroplacentaire. Le 

virus infecte les lymphocytes du fœtus pouvant entraîner l’avortement. Schéma d’après Paillot 

et al, 2008. 
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L’hypotonie de la queue et de l'anus, l'élévation de la queue et l'incontinence urinaire, un œdème 

distal des membres et des testicules et une cécité ont été décrits mais sont plus variables d’un 

individu à l’autre (Van Maanen, 2002). Les signes cliniques sont généralement distribués 

bilatéralement mais il arrive qu’ils soient distribués de manière asymétrique. Des hémiparésies 

et l'apparition d'une boiterie unilatérale évoluant vers une ataxie unilatérale ou plus généralisée, 

une parésie et un décubitus ont déjà été décrits (Little et al., 1974; Wilson, 1997). Des lésions 

des nerfs périphériques ainsi que de la moelle épinière ont également été observées (Wilson, 

1997). L’ensemble des lésions engendrées entraînent des carences en nutriments et en oxygène 

qui peuvent conduire à une dégénérescence des tissus nerveux entraînant la MHE  (Wilson, 

1997). Le pronostic des chevaux qui se maintiennent debout est favorable cependant la 

convalescence peut être longue et la récupération complète peut nécessiter plusieurs mois. A 

l’inverse, les chevaux couchés ont un pronostic vital plus engagé et on rapporte des cas 

d’euthanasie dans 50% des cas suite à des complications. Il existe une corrélation positive entre 

la durée, l'ampleur de la virémie et l'incidence de la MHE (Allen, 2008). Il semblerait également 

que des facteurs liés à l’hôte et au virus jouent un rôle important dans la survenue ou non de la 

MHE (Pusterla et al., 2022). Quelques facteurs de l'hôte pouvant être associés à la protection 

contre la MHE ont été décrits telles qu’une réponse précoce et forte à l’IFN au niveau de 

l'épithélium respiratoire et dans les PBMC (Edington et al., 1989; Gryspeerdt et al., 2010; Holz 

et al., 2017; Hussey et al., 2011; Schnabel et al., 2019; Wimer et al., 2018), l'induction d'une 

immunité cellulaire (Th1), IFN-γ (Hussey and Giessler, 2022; Pusterla et al., 2006), les IgG4/7 

(Perkins et al., 2019; Schnabel et al., 2019) et la régulation de l'IL-10 au niveau du SNC (Hussey 

and Giessler, 2022; Pusterla et al., 2006). D’autres facteurs prédisposant à la survenue de MHE 

ont fait l’objet de recherches. Le sexe et l’âge constituent des facteurs de risque et il est admis 

que les femelles et les chevaux âgés de plus de cinq ans semblent être davantage prédisposés à 

développer la forme nerveuse de la maladie (Allen, 2008; Goehring et al., 2006; Henninger et 

al., 2007; Pusterla et al., 2016; Van Galen et al., 2015). Une étude récente sur l’influence de la 

race décrit un risque accru de MHE pour certaines races d’équidés (Klouth et al., 2021). L’étude 

montre que les chevaux de race Fjord et Warmblood présentaient un risque accru de MHE par 

rapport aux poneys Shetland et Welsh. L’étude montre également que l'influence de l'âge au 

sein de ces races à risque semble être moins important, et que le facteur sexe n’a pas d’influence, 

cependant ces pistes doivent être approfondies. Récemment, une étude menée sur des cellules 

de souris a mis en évidence le rôle de la protéine Tau dans la contribution aux dommages 

neuronaux lors de l’infection par l’EHV-1 (Cymerys et al., 2020). L’étude démontre que 

l'infection par l’EHV-1 conduit à l'accumulation de la protéine tau hyperphosphorylée dans des 
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neurones primaires murins. Les souches non-neuropathogènes et neuropathogènes d'EHV-1 ont 

induit spécifiquement l'hyperphosphorylation de tau-ser199/ser202, tau-ser404 et tau-thr205. 

 

4.4.3. Système oculaire 

 

L’EHV-1 peut également atteindre le système vasculaire de l’œil provoquant des lésions 

choriorétiniennes multifocales chez les chevaux telles que la choriorétinite et l’uvéite causées 

par des lésions ischémiques de la choriorétine (Slater et al., 1992). Les infections oculaires 

causées par l’EHV-1 sont généralement subcliniques mais des lésions diffuses peuvent 

entraîner une destruction rétinienne étendue allant jusqu’à la cécité. Les premiers cas décrits 

chez les chevaux remontent à 1992 sur une jument et un poulain (Whitwell and Blunden, 1992). 

Hussey et al, (2013) ont démontré que les lésions choriorétiniennes lors d’une infection 

expérimentale à EHV-1 étaient présentes chez 50 à 90% des chevaux (Hussey et al., 2013). 

Cependant peu de cas sont décrits sur le terrain à ce jour. 

 

4.5. Latence 

 

Afin d’assurer leur survie, certains virus peuvent mettre en place une stratégie de 

latence. L’EHV-1 comme les autres herpesvirus utilise cette stratégie de persistance. La latence 

s’établit suite à la circularisation du génome, l’ADN polymérase de l’EHV-1 est copié mais la 

transcription du génome viral est réprimée. Seule l’expression des transcrits associés à la latence 

(LATs) est permise (Baxi et al., 1995; Chesters et al., 1997; Vargas-Bermudez et al., 2018). 

Après la réplication primaire au niveau du tractus respiratoire du cheval, l’EHV-1 peut pénétrer 

dans les terminaisons nerveuses provenant des ganglions trigéminés et des neurones 

sympathiques et parasympathiques innervant l’épithélium mais également dans les 

lymphocytes T CD8+ (Baxi et al., 1995; Chesters et al., 1997; Giessler et al., 2020; Slater et al., 

1994; Welch et al., 1992). L’infection latente s’installe de ce fait dans le système nerveux 

périphérique. L’hypothèse émise est que l’EHV-1 utilise la voie axonale rétrograde comme voie 

directe de l'épithélium des voies respiratoires supérieures vers les ganglions trigéminés, où la 

latence est établie dans le noyau du neurone après un court cycle de réplication (Giessler et al., 

2020). La latence n’entraîne pas d’apparition de signes cliniques chez les chevaux et le virus 

n’est pas retrouvé dans la circulation sanguine (Allen, 2006). Une étude a montré la capacité de 

l’EHV-1 à établir une infection latente in vivo. En effet, l’application d’un stimulus 
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déclencheur : la dexaméthasone (un corticostéroïde entraînant la réactivation de l’EHV-1 

latent) administré deux mois après une infection primaire a entraîné l’infection chez des poneys 

(Slater et al., 1994). L’ADN viral a été détecté dans les ganglions trigéminés et le virus 

infectieux a pu être à nouveau isolé (Slater et al, 1994). Un constat similaire a été fait dans les 

tissus lymphoïdes associés aux voies respiratoires : les ganglions lymphatiques mandibulaires 

et rétropharyngés (Allen, 2006; Kydd et al., 1994b; Slater et al., 1994; Welch et al., 1992). Ces 

résultats montrent la capacité de l’EHV-1 à entrer en latence dans le système nerveux 

périphérique et dans les tissus lymphoïdes associés aux voies respiratoires. Une étude in vitro 

menée par Smith et al. (1998) a montré la capacité de l’EHV-1 à se réactiver à partir des 

lymphocytes T CD8+ et des CD5+.  Une étude s’intéressant à la latence de l’EHV-1 sur des 

chevaux 70 jours après une infection a montré la présence d’ADN génomique d’EHV-1 

dépourvue d’activité transcriptionnelle dans les tissus neuraux et lymphoïdes (Smith et al., 

1998). Cependant les résultats de cette étude sont à confirmer car les prélèvements n’avaient 

été faits qu’à un seul temps (Samoilowa et al., 2021). A l’heure actuelle, plus de 60% des 

chevaux sont considérés comme infectés de manière latente (Lunn et al., 2009). Il est probable 

que la fréquence de l’infection par réactivation d’un état latent soit sous-estimé dans les études 

notamment à cause de la faible quantité de particule virales retrouvées (Bueno et al., 2020). La 

réactivation chez les chevaux infectés à l’état latent est un phénomène important dans 

l'épidémiologie de l'EHV-1. En effet, ces chevaux deviennent infectieux après la réplication de 

l'EHV-1 dans les voies respiratoires et constituent un risque pour les animaux sensibles au 

contact. Cependant, les facteurs déclenchants et les mécanismes exacts de la réactivation sont 

actuellement encore méconnus (Bueno et al., 2020).  

 

4.6. Épidémiologie 

 

Si les facteurs liés à l’hôte semblent jouer un rôle sur la sévérité de l’infection à l’EHV-

1, le variant incriminé pourrait également jouer un rôle important. Les données concernant les 

différents variants ont fait l’objet de plusieurs études. Ces dernières années, le séquençage 

complet du génome de divers isolats (Bryant et al., 2018) a permis d’identifier des marqueurs 

de virulence permettant la distinction des souches provoquant les formes nerveuses ou abortives 

mais un seul marqueur génétique à pu être associé à la neuropathogénicité (Nugent et al., 2006). 

Il a été montré que la variation d'un seul nucléotide était significativement liée aux troubles 

nerveux provoqués par l'EHV-1. Cette variation, dans le gène de l’ADN polymérase (ORF30), 

provoque une substitution de guanine (G2254) en adénine (A2254) et conduit à un changement 
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d'acide aminé en position 752 (acide aspartique (D752) en asparagine (N752)). Ainsi, les 

souches A2254 (non neuropathogène) et G2254 (neuropathogène) ont été plus fréquemment 

associées à l'avortement et à la forme nerveuse, respectivement (Nugent et al., 2006; Gryspeerdt 

et al., 2011). Nugent et al. (2006), ont montré que plus de 95% des cas d’EHV-1 sans troubles 

nerveux étaient causés par ces souches non-neuropathogènes, tandis que plus de 86% des cas 

avec des chevaux présentant des troubles nerveux étaient causés par ces souches 

neuropathogènes. Une étude sur l’analyse des génotypes d’isolats provenant d'avortements, de 

maladies respiratoires et de maladies neurologiques survenus entre 1984 et 2007 a permis de 

montrer que 11% des formes abortives étaient de génotype D752. Le génotype N752 a été 

trouvé majoritairement dans des cas d'avortement ou de formes respiratoires et moins 

fréquemment dans des cas de MHE (24 %). Cette constatation suggère que d'autres facteurs 

peuvent également contribuer à l'apparition de la MHE et souligne la nécessité de mener 

d'autres études épidémiologiques (Perkins, 2016). Ainsi, le génotype N752 apparait comme 

étant lié à des souches moins virulentes et principalement associé à des souches causant les 

formes respiratoires et abortives de la maladie. Le génotype D752 semble plus fréquemment 

associé à l’apparition de formes nerveuses (Pusterla et al., 2023). Plus récemment, une nouvelle 

variante génotypique, H752 (C2254), a été signalée chez des chevaux présentant de la fièvre, 

des signes respiratoires et des déficits neurologiques en Europe et aux États-Unis (Paillot et al., 

2020; Pusterla et al., 2021; Sutton et al., 2020). Des données épidémiologiques supplémentaires 

sont nécessaires pour établir la prévalence de ce nouveau génotype H752 au sein de la 

population équine (Pusterla et al., 2023). Dans les années 80-90, de nombreux cas d’avortement 

dus à l’EHV-1 ont été signalés. Ces « tempêtes d’avortements » ont été décrites dans le monde 

entier (Dunowska, 2014). L’Australie et la Nouvelle-Zélande ont souvent été épargnées par les 

épizooties d’EHV-1. Ces dernières années, les cas d’avortement dus à l’EHV-1 ont diminué 

mais le nombre de foyers infectieux de MHE semble avoir augmenté (RESPE ; Kydd et al., 

2012). Comme le montre la figure 14 des épizooties sont régulièrement recensées dans de 

nombreux pays. La dernière épizootie majeure de ces dernières décennies en Europe a été 

signalée en Espagne (Valence) en 2021 lors d’un concours hippique international. Sur les 850 

chevaux réunis, 114 ont présenté des signes cliniques ou ont été testés positifs en PCR. Le 

transport des chevaux a ensuite contribué à la propagation rapide dans différents pays dont la 

Belgique, la France, l’Allemagne, l’Italie, le Danemark, le Qatar, la Slovaquie, la Suède et la 

Suisse. L’importance de l’épizootie était telle que certains chevaux infectés sont morts ou ont 

dû être euthanasiés. Cette situation a conduit la Fédération équestre internationale (FEI) et les 

organismes compétents à annuler des manifestations équestres sportives dans 12 pays 
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européens. Les études de la prévalence de l’EHV-1 en France reposent principalement sur le 

Réseau d’Épidémio-Surveillance en Pathologies Équines (RESPE). Le RESPE assure la 

collecte des données épidémiologiques relatives à l’EHV-1. Les infections par EHV-1 ne sont 

pas soumises à déclaration obligatoire, les vétérinaires sentinelles qui déclarent la survenue 

d’infection par EHV-1 renseignent donc ces épisodes infectieux sous les trois formes de la 

maladie : syndrome respiratoire aigu, syndrome nerveux et avortement (Legrand et al., 2013; 

Lecollinet et al., 2020). 

 

 

4.7. Réponse immunitaire après infection par l’EHV-1 

 

Ce chapitre décrit les connaissances sur la mise en place de la réponse immunitaire chez 

le cheval suite à l’infection par l’EHV-1 (Figure 15).  

 

Figure 14 Répartition des foyers d'EHV-1 dans le monde. En jaune, les pays ou des cas d’EHV-

1 ont été recensés. Les dates des épizooties d’EHV-1 déclarées dans les rapports WAHIS 

(Système mondial d'information sur la santé animale) de l'OMSA, dans les alertes Promed 

(http://www.promedmail.org) et dans la littérature scientifique sont représentés par des points 

(2014-2019). D’après Lecollinet et al., 2020. 
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4.7.1. Réponse immunitaire innée : rôle du tractus respiratoire 

 

La réponse immunitaire des muqueuses est rapidement engagée dans la protection de 

l’hôte contre l’infection par l’EHV-1. L’infection par l’EHV-1 dans le tractus respiratoire 

supérieur génère rapidement un état inflammatoire caractérisé par une augmentation d’IFN-α 

et –β (Edington et al., 1989). La production locale d’IFN-α est détectable dans les sécrétions 

nasales 24h après le début de l’infection et atteint un pic en moyenne 48h après le début de 

l’infection (Hussey et al., 2011; Schnabel et al., 2019; Wimer et al., 2018). Snabell et al. (2019) 

ont montré que l’apparition d’IFN-α était corrélé à l’excrétion virale qui atteint également un 

pic 48h après l’infection virale (Schnabel et al., 2019). Simultanément, les chimiokines (CCL2 

et CCL3) et le CD14 soluble sont sécrétés au niveau de la muqueuse nasale et présentent des 

Figure 15 Réponse immunitaire induite par l’infection par l’EHV-1. (1) l’infection des cellules 

épithéliales du tractus respiratoire induit une réponse inflammatoire caractérisée par la 

synthèse locale d’IFN et d’IL-6 (2). (3) les macrophages alvéolaires et les neutrophiles libèrent 

des cytokines pro-inflammatoires induisant le recrutement de cellules phagocytaires et de NK. 

Les cellules NK exercent une activité cytotoxique sur les cellules infectées et synthétisent l’IFN-

γ qui oriente la réponse adaptative. Les antigènes viraux présentés dans les tissus lymphoïdes 

(4) induisent la synthèse d’anticorps sériques (5) ou muqueux (6). La voie ADCC est activée 

par la réponse humorale (7). Enfin l’activation des lymphocytes T cytotoxiques lysent les 

cellules infectées (8) pour empêcher la propagation du virus. (D’après Paillot et al., 2008). 
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pics de concentration entre le 2e et le 4e jour après le début de l’infection (Perkins et al., 2019; 

Wimer et al., 2018, 2018). L'augmentation des marqueurs inflammatoires, en particulier CD14, 

IFN-α et IFN-γ, bien qu’ils soient présents à des concentrations plus faibles, est également 

détectable dans le sang périphérique au cours des premiers jours suivant l’infection (Perkins et 

al., 2019; Schnabel et al., 2019, 2018; Wimer et al., 2018). Des lavages broncho-alvéolaires 

effectués avant une infection expérimentale ont montré que les macrophages et les lymphocytes 

étaient naturellement prédominants dans les poumons des chevaux en condition physiologique 

(Kydd et al., 1996). Cependant, l’infection par l’EHV-1 vient modifier l’environnement 

leucocytaire des poumons des chevaux. Au 2e jour d’infection, le taux de neutrophiles augmente 

et parallèlement, le taux de macrophages et de lymphocytes CD4+, CD5+ et CD8+ diminue. 

Trois à quatre semaines après l’infection, le taux de lymphocytes T CD8+ augmente et le 

phénotype des lymphocytes B varie (Kydd et al., 1996). L’EHV-1 interagit avec le système 

immunitaire en infectant les sous-populations lymphocytaires. Diverses chimiokines subissent 

des variations notamment : les chimiokines pro-inflammatoires telles que CCL2, CCL3, CCL5, 

CD14, CXCL9, CXCL10, IL-10 ou encore l’IFN-γ (Perkins et al., 2019; Schnabel et al., 2019; 

Wimer et al., 2018). Mesquita et al. (2021) ont récemment étudié la réponse immunitaire innée 

lors de l’infection par une souche EHV-1 neuropathogène dans le modèle murin. Les souris 

infectées ont présenté une infiltration de monocytes et de cellules T CD8+ au niveau du cerveau 

entraînant la sécrétion plus ou moins importante des chimiokines CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 

CXCL2, CXCL9 et CXCL10. Les cytokines pro-inflammatoires notamment l’IL-1α et β, l’IL-

6, l’IL-12 et le TNF- α ont été détectées dans le SNC (Mesquita et al., 2021). Lorsque la charge 

virale diminue dans les sécrétions nasales, les marqueurs inflammatoires précédemment décrits 

diminuent également. À la fin de la première semaine d'infection et généralement lorsque le 

virus ne peut plus être isolé, la plupart de ces marqueurs deviennent indétectables (Schnabel et 

al., 2019; Wimer et al., 2018).  

 

4.7.2. Réponse immunitaire adaptative 

a) Réponse humorale 

 

La réponse immunitaire innée déclenchée au niveau des muqueuses permet l’initiation 

de la réponse immunitaire adaptative. L’immunité humorale mise en place à la suite de 

l’infection par l’EHV-1 est de courte durée (Van der Meulen et al., 2006). Les chevaux sont 

donc susceptibles d’être réinfectés dès que la réponse humorale faiblit. Dans les deux semaines 
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suivant une infection, les chevaux développent deux types d’anticorps : les anticorps fixant le 

complément et les anticorps neutralisants (Hannant et al., 1993). Les anticorps neutralisants, 

spécifiques de l’EHV-1, permettent une protection entre 6 mois et un an mais les anticorps 

fixant le complément offrent seulement une protection pendant 3 mois. L’immunité humorale 

permet le développement d’anticorps qui vont reconnaitre les épitopes des glycoprotéines de 

surface de l’EHV-1 (Perkins et al., 2019). Les chevaux expriment 5 classes 

d’immunoglobulines (IgA, IgD, IgE, IgG et IgM) et sept sous-types d’IgG (IgG1 à IgG7) 

(Wagner, 2006). Chez les chevaux infectés, il a été montré que les sérotypes d’anticorps 

détectés étaient : les IgGa, IgGb, IgGc, IgGd, IgM et IgG(T) (R. Paillot et al., 2008; Wagner et 

al., 2015; Perkins et al., 2019). Le rôle des IgA dans la défense contre l’EHV-1 semble plus 

controversé. Breathnach et al. avaient initialement montré  que les IgA sécrétées dans les 

muqueuses du tractus respiratoire supérieur et dans la muqueuse nasale permettaient une 

protection locale contre l’EHV-1 (Breathnach et al., 2001). Cependant, Schnabel et al., ont 

montré que les IgA sont en concentration plus faible et que cette concentration chute rapidement 

après l’infection et n’ont pas relié ces IgA à une protection significative contre l’infection par 

l’EHV-1 (Schnabel et al., 2019, 2018). Il est à noter que ces 3 études n’ont pas utilisé la même 

méthode d’analyse des IgA ce qui pourrait expliquer les différences observées. Le rôle des IgA 

dans la défense contre l’EHV-1 reste à éclaircir. Les anticorps IgG1 et IgG4/7 spécifiques de 

l’EHV-1 sont retrouvés à des niveaux élevés dans le tractus respiratoire supérieur et dans le 

sérum à partir de la première semaine suivant l’infection et leur concentration augmente jusqu’à 

atteindre un pic entre la 2e et la 3e semaine d’infection (Hussey et al., 2011; Schnabel et al., 

2018; Wagner et al., 2017; Wimer et al., 2018). Les IgG1 semblent perdurer à un haut niveau 

jusqu’à 2 mois tandis que les IgG4/7 semblent se maintenir au moins pendant les quatre mois 

suivant l’infection (Schnabel et al., 2018). La réponse systémique IgG1 contre l’EHV-1 

présente des similitudes avec la réponse IgM observée au cours d’une primo-infection suggérant 

ainsi que chez le cheval, les IgG1 ont la capacité de remplir plusieurs rôles (Larson and Wagner, 

2021). Les IgG1 et les IgG4/7 sont les isotypes les plus efficaces pour activer la voie du 

complément et les récepteurs Fc lors d’une infection par l’EHV-1 (Lewis et al., 2008). Plusieurs 

études ont montré que les IgG3, IgG5 et IgG6 étaient retrouvées à une faible concentration 

après une infection par l’EHV-1 ce qui indique que leur rôle dans la protection contre l’infection 

est moindre (Hussey et al., 2011; Schnabel et al., 2018; Wagner et al., 2017; Wimer et al., 2018). 

Les IgM sériques spécifiques de l’EHV-1 sont également retrouvés en faible concentration et 

leur détection dans le sérum de chevaux infectés est de courte durée (Wagner et al., 2017; 

Wimer et al., 2018). Les anticorps limitent donc l’infection de l’EHV-1 au niveau du tractus 
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respiratoire cependant, ils ne sont pas toujours capables de fournir une immunité protectrice et 

ne sont plus en capacité de neutraliser le virus lorsque celui-ci établit une virémie, la réponse 

cellulaire doit donc prendre le relai. 

 

b) Réponse cellulaire 

 

La réponse cellulaire à l’EHV-1 se caractérise par la sécrétion d’IFN-γ par les cellules 

T et l’augmentation des lymphocytes T cytotoxiques CD8+. Ces derniers, véritables marqueurs 

de l’immunité cellulaire, jouent un rôle important dans le développement de la réponse Th1 et 

donc la destruction des cellules infectées par l’EHV-1 (Breathnach et al., 2005; Paillot et al., 

2007; Schnabel et al., 2018; Wagner et al., 2017; Wimer et al., 2018). Paillot et al. (2008) ont 

montré que le pourcentage de cellules sécrétant l’IFN-γ augmentait dans les 2 semaines suivant 

l’infection puis redescendait à un niveau normal au bout de 3 à 4 semaines. Les cellules T CD8+ 

et CD4+ sont difficiles à détecter dans le sang périphérique car ces cellules sont induites en 

faible quantité (Schnabel et al., 2018; Wimer et al., 2018). Des travaux ont montré le rôle 

important des lymphocytes T CD8+ restreints aux molécules du CMH-I (Kydd et al., 2006, 

2003). Une étude menée par Coombs et al., a montré l’importance de la sécrétion d’IFN-γ dans 

la protection contre l’EHV-1 (Coombs et al., 2006). En effet des poneys immunisés contre 

l’EHV-1 ont développé une réponse IFN-γ suite à une infection expérimentale ce qui leur a 

permis d’être protégés contre l’infection. Les poneys naïfs, quant à eux, ont présenté des 

réponses limitées en IFN-γ et ont présenté des signes cliniques après infection. Les cellules T 

cytotoxiques augmentent dans le sang périphérique (McCulloch et al., 1993) et sont également 

retrouvées dans les voies respiratoires et les tissus lymphoïdes associés pendant la phase aiguë 

après l’infection par l’EHV-1 (Breathnach et al., 2005; Kydd et al., 1996). Le début de la 

réponse des lymphocytes T périphériques est détectable seulement à partir de la 3e semaine 

suivant l’infection (Perkins et al., 2019; Wagner et al., 2017; Wimer et al., 2018) alors que le 

pic de la virémie se produit généralement entre le 4e et le 10e jour suivant l’infection (Goehring 

et al., 2010; Goodman et al., 2006; Hussey et al., 2011; Schnabel et al., 2018). Le délai de 

déclenchement de la réponse des cellules T cytotoxiques pourrait expliquer le fait que la réponse 

cellulaire ne puisse pas toujours empêcher l’apparition de la MHE. Cependant, il est également 

possible que les méthodes actuelles pour mesurer la réponse cellulaire présentent des limites 

pour détecter les cellules impliquées dans cette réponse. L’immunité cellulaire représente un 

moyen de défense important notamment pour empêcher l’EHV-1 d’établir une virémie. 

Cependant, les formes abortives et neurologiques sont la preuve que le virus est capable 
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d’établir des stratégies afin de contrer le système immunitaire du cheval. 

 

4.7.3. Système d’évasion immunitaire 

 

Afin de déjouer le système immunitaire, l’EHV-1 possède des stratégies d’évasion 

(Figure 16).  Ce sont de ces différents mécanismes que dépendent l’évolution de l’infection 

virale. Une des premières stratégies est d’éviter l’activation de la voie du complément. La gC 

se lie au composant C3b du complément (Huemer et al., 1995). Or, la protéine du complément 

C3b se lie à l’enveloppe virale ou à la membrane des cellules infectées favorisant la phagocytose 

de celles-ci et entraîne l’activation de la voie du complément. Ainsi, la gC de l’EHV-1 empêche 

les protéines du complément d’interagir avec la protéine C3b et bloque donc la voie alternative 

du complément (Huemer et al., 1995). D’autres mécanismes d’évasion permettent de tromper 

le système immunitaire adaptatif telle que la mise en place de la virémie associée aux cellules. 

Comme expliqué dans le chapitre précédent l’établissement de la virémie témoigne d’une 

inaptitude du système immunitaire à reconnaitre les PBMC infectés par l’EHV-1 et ce malgré 

la présence d’anticorps neutralisants. Une étude de Van der Meulen et al. a montré que les 

PBMC infectés par l’EHV-1 ne possèdaient pas de glycoprotéines virales à leur surface dans le 

cas d’une infection in vitro et in vivo (Van der Meulen et al., 2006). Cependant une autre étude 

a montré la détection d’antigènes de l’EHV-1 à la surface des PBMC pendant une phase de 

virémie (Slater et al., 1994). L’EHV-1 profite également des leucocytes isolés du tractus 

respiratoire supérieur pour franchir la membrane basale et pénétrer dans les tissus conjonctifs 

(Gryspeerdt et al., 2010; Vandekerckhove et al., 2010). Dans les leucocytes circulants, 

l’expression des protéines tardives (gC et gD) est bloquée (Gryspeerdt et al., 2012; Van der 

Meulen et al., 2006). Cette stratégie permet le blocage du cycle de réplication de l’EHV-1 et 

empêche la reconnaissance des leucocytes infectés. Les leucocytes infectés circulent alors 

librement dans la circulation sanguine. Il a été montré que les principales cellules impliquées 

dans le système d’évasion étaient les cellules CD172a+ et que la réplication de l’EHV-1 y est 

fortement restreinte (Laval et al., 2017, 2015a). Les particules virales pourraient pénétrer dans 

les cellules CD172a+ par un mécanisme de phagocytose ou d’une voie d’endocytose non 

classique (Laval et al., 2016). L’utilisation d’inhibiteurs des molécules impliquées dans les 

voies d’endocytose et des expériences de co-localisation, ont permis de montrer que l'EHV-1 

pénètrait dans les cellules CD172a+ par une voie d'endocytose indépendante de la clathrine et 

des cavéoles, mais dépendante du cholestérol, de la tyrosine kinase, de l'actine et de la 

dynamine, et que ce processus nécessitait une étape à faible pH. Laval et al. ont montré que 
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l’EHV-1 se lie à un nombre restreint de cellules CD172a+ et donc que le virus interagit avec 

des molécules réceptrices spécifiques. Les auteurs suggèrent que l'EHV-1 interagit avec un 

récepteur de surface cellulaire contenant de l'acide sialique sur les cellules CD172a+ et que 

l'intégrine αVβ3 agisse en tant que co-récepteur, ce qui pourrait expliquer le tropisme restreint 

du virus pour des cellules CD172a+ particulières (Laval et al., 2016). Il a été montré que 

l’infection par l’EHV-1 entraînait une perte d’expression du CMH-I des cellules infectées 

(Rappocciolo et al., 2003; Ambagala et al., 2004). Cependant cette constatation n’a pas été faite 

dans toutes les études. Van der Meulen et al. n’ont pas observé de différence dans les 

expressions de CMH-I à la surface des PBMC entre les chevaux infectés ou non (Van der 

Meulen et al., 2006). Le CMH-I a été identifié comme étant un récepteur d’entrée fonctionnel 

de la gD dans des cellules endothéliales, dermiques et cérébrales équines (Kurtz et al., 2010; 

Sasaki et al., 2011). Cependant, il a été démontré que les anticorps du CMH-I ne bloquaient pas 

totalement l’entrée du virus dans les PBMC indiquant ainsi que différents récepteurs pourraient 

permettre l’entrée du virus dans les PBMC (Azab and Osterrieder, 2012). L’EHV-1 est 

également capable de moduler le recrutement des leucocytes circulants dans le tractus 

respiratoire supérieur permettant d’éviter le déclenchement d’une réponse immunitaire trop 

forte. La production d’IFN de type I a été associée à une infection auto-limitée de l’EHV-1 dans 

le tractus respiratoire supérieur (Gryspeerdt et al., 2012). Pour cela, l’EHV-1 entraîne une 

régulation à la hausse de l’ARNm de l’IFN-α (Soboll Hussey et al., 2014; Poelaert et al., 2018). 

Il semblerait cependant que ce mécanisme soit souche dépendante. En utilisant un modèle ex 

vivo d'explant de muqueuse respiratoire, les auteurs ont enregistré de fortes réponses IFN-α lors 

de l'infection par des souches d’EHV-1 neurovirulentes et responsables d’avortements. Dans 

cette étude, les auteurs soutiennent que les souches d'EHV-1 responsables d’avortements 

pourraient avoir développé des mécanismes anti-IFN qui semblent absents ou moins prononcés 

chez les souches EHV-1 neurovirulentes (Poelaert et al., 2018).  

Une autre stratégie d’évasion immunitaire est l’inhibition de la réponse des lymphocytes 

constatée lors d’une infection expérimentale de chevaux (Hannant et al., 1991). Un constat 

similaire a été fait en présence de PBMC isolés une semaine après une infection expérimentale 

par EHV-1. En effet, en présence de PBMC infectés, la fonction des lymphocytes T a été inhibée 

(Hannant et al., 1999). L'EHV-1 infecte principalement les lymphocytes T (CD4+), les souches 

non neurovirulentes de l'EHV-1 infectant deux fois plus de cellules que les souches 

neurovirulentes (Poelaert et al., 2019). Les auteurs montrent également une expression 

restreinte des protéines virales à la surface des lymphocytes T infectés, empêchant ainsi la 

reconnaissance immunitaire. La libération des nouveaux virions est bloquée, ce qui entraîne 
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l'accumulation de nucléocapsides dans le noyau du lymphocyte T. Lors de la mise en contact 

cellules à cellules, les protéines virales tardives mettent en place la formation de synapses 

virales et le transfert du virus vers la cellule non infectée. Ces résultats montrent que la 

propagation de cellule à cellule est un mécanisme qui permet à l’EHV-1 de se disséminer dans 

l'hôte et d’échapper à l'immunosurveillance (Poelaert et al., 2019). Charan et al. ont mis en 

contact des sérums dont les chevaux ont été exposés au virus EHV-1 vivant ou inactivé avec 

des PBMC (Charan et al., 1997). Les tests de prolifération lymphocytaires ont montré une 

inhibition de l’activité des lymphocytes T associé à un niveau accru de TGF-β1. Il semble donc 

que l’EHV-1 entraîne une immunosuppression de l’activité des lymphocytes T associée à la 

sécrétion de TGF-β1 soluble (Charan et al., 1997). Il a été montré que la présence de TGF-β 

empêchait les cellules T CD8+ activées d’acquérir leur fonction de LTC et les cellules T CD4+ 

n’engagent pas leur orientation en cellules Th1 ou Th2. Le TGF-β empêche également la 

maturation des cellules dendritiques (Gorelik and Flavell, 2002). Afin de mettre en place des 

nouvelles stratégies de protection, de plus amples recherches sont nécessaires pour mieux 

comprendre les systèmes d’évasions immunitaires de l’EHV-1.  

  

Figure 16 Stratégies d’évasion de l’EHV-1. (1) réplication limitée dans le tractus 

respiratoire supérieur. (B) Camouflage de l’EHV-1 dans les leucocytes via la réduction de 

la réplication virale. (3) propagation de cellule à cellule de l’endothélium aux organes cibles 

tels que : l’utérus et le système nerveux central. Les dessins sont partiellement basés sur les 

modèles d'art médical SMART servier. D’après Laval et al, 2021 Copyright © 2021 

« Frontiers in microbiology vol. 12 662686 ». 
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4.8. Méthode de mesure de la réponse en anticorps anti-EHV 

4.8.1. Test de séroneutralisation 

 

La séroneutralisation est un test classique utilisé pour le diagnostic sérologique de 

l’infection pour différents virus.  Ce test est utilisé pour l’EHV-1 pour le suivi de la réponse 

immunitaire humorale suite à une infection naturelle, ou suite à la vaccination. Il permet de 

doser l’intégralité des anticorps ayant la capacité de neutraliser l’EHV-1. Il existe deux 

variantes pour le test de séroneutralisation pour l'EHV-1. La première est la méthode utilisant 

le TCID50 (Tissue culture infectious dose 50%) qui quantifie la quantité de virus nécessaire 

pour infecter 50 % des cellules. Les sérums sont dilués (de 1:4 au 1 :256) et incubés en présence 

d’EHV-1. Après incubation, la solution sérum/EHV-1 est placé au contact des cellules. Cette 

méthode a été utilisée comme protocole standard de l'OMSA pour le diagnostic de l'infection 

par l'EHV-1 (International Committee of the OIE, 2008). L’avantage de cette méthode est 

qu’elle peut être appliquée à un grand nombre d'échantillons car elle est réalisée en plaque 96 

puits. Cependant, il faut 4 à 5 jours de culture pour observer des effets cytopathiques clairs. La 

deuxième méthode est le test PRTN (Plaque Reduction Neutralization Tests) qui utilise des 

plaques 24 puits. Le test PRNT a montré une plus grande sensibilité que la méthode TCID50 

dans les tests de neutralisation virale (VN) pour les virus de la rougeole et de la rubéole (Bannai 

et al, 2013) et demande 4 à 5 jours de culture également. La séroneutralisation ne permet pas 

de discriminer les différents anticorps EHV-1 et EHV4. 

 

4.8.2. Test ELISA 

 

Un test ELISA est disponible pour détecter les anticorps dirigés contre les EHV-1 et 4 

dans le sérum équin (SVANOVIR® EHV-1/EHV4-Ab, SVANOVA). Cependant, les ELISA 

détectent la réponse IgG et non l’ensemble des anticorps produits à la suite d’une infection ou 

d’une vaccination. De plus, seuls certains anticorps dirigés contre l’EHV-4 cross réagissent 

avec les anticorps spécifiques de l’EHV-1 ce qui permet de discriminer les deux herpesvirus 

(Patel and Heldens, 2005). Des recherches sur le test ELISA EHV-1/4 ont montré que les 

glycoprotéines gG et gE sont celles présentant la meilleure discrimination (Andoh et al., 2013; 

Lang et al., 2013). De manière générale le test ELISA est simple, facile à réaliser et peut être 

utilisé pour dépister les anticorps anti-EHV-1 dans un grand nombre d'échantillons de sérum 

équin cependant ce test reste assez peu sensible car il ne cible qu’une petite catégorie 

d’anticorps. 
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4.8.3. Test de séroneutralisation en temps réel 

 

Le test de neutralisation en temps réel (RTNA) repose sur la technique de l’analyse 

cellulaire en temps réel (RTCA) utilisant la technologie xCELLigence® (ACEA Biosciences, 

Can USA). Cette technologie qui allie les méthodes de biologie cellulaire et de mesure de 

microélectronique repose sur la mesure de l’impédance. Ce système permet en outre de suivre 

la croissance cellulaire au cours du temps et ainsi de suivre la viabilité cellulaire, l’étude des 

effets de substances telles que les antiviraux, la réalisation de  tests de cytotoxicité ou encore 

plus récemment la réalisation de tests de neutralisation (Tian et al., 2012; Pan et al., 2013; 

Thieulent et al., 2019). Le principe repose sur l’enregistrement d’un signal électrique dans des 

plaques dont le fond des puits est recouvert d’électrodes en or permettant la circulation du 

courant (Figure 17). La circulation du courant peut être perturbée par le nombre de cellules au 

fond des puits ou encore les changements de forme des cellules et un signal arbitraire appelé le 

Cell Index (CI) est enregistré qui permet de suivre ces variations au cours du temps (Figure 18).  

 

 

 

Figure 17 Circulation du courant électrique dans les puits de la E-plate® permettant la mesure 

de l’impédance. L’appareil xCELLigence® envoie un signal électrique qui circule du pôle négatif 

au pôle positif grâce au milieu de culture qui joue le rôle de conducteur électrique. (A) sans 

cellule, le flux d’électrons circulant n’est pas perturbé, (B) la présence de cellules perturbe le 

flux d’électrons et donc le signal électrique. Source : https://www.ols-bio.de/products/live-cell-

analysis-system-xcelligence. 
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La méthode de détermination du titre de séroneutralisation avec la technologie 

xCELLigence® s’appuie sur le principe décrit par Witkowsky et al., de calcul du titre induisant 

une neutralisation de 50 % de l’infection virale (NT50). Elle permet de déterminer le titre en 

anticorps dirigés contre l’EHV-1 dans un sérum équin (Figure 19). Cette méthode a été 

développée en utilisant des cellules équines dermiques. Les dilutions des sérums et l’incubation 

en présence du virus sont des étapes similaires à la séroneutralisation classique précédemment 

décrite. Les différentes courbes observées reflètent la présence ou l’absence d’infection 

cellulaire par EHV-1 selon que le taux d’anticorps est suffisant ou non pour neutraliser l’action 

du virus (Figure 19). La méthode de calcul utilisée est basée sur le calcul de la concentration de 

sérum induisant 50% d’inhibition de l’infection par l’EHV-1 (IC50). A chaque courbe est 

attribuée une valeur d’aire sous la courbe (AUC) après 140 heures de culture post-infection. 

(C)  

 

Figure 18 Représentation graphique de la technologie xCELLigence® et évolution du Cell 

Index au cours du temps. (A) appareil xCELLigence®, (B) E-plates 96 puits dont le fond des 

puits est tapissé d’électrodes en or, (C) évolution du CI en fonction de la prolifération 

cellulaire en absence de virus (courbe verte) ou en présence de virus (courbe rouge) au cours 

du temps (Inspiré de Thieulent, thèse, 2020). 
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Puis à partir des AUC chaque pourcentage d’inhibition est calculé : pour les cellules infectées 

par le virus (témoin positif), pour les cellules non infectées (témoin négatif) et pour toutes les 

dilutions d’un sérum (1 :4 au 1 :256). Les pourcentages d’inhibition et les concentration 

sériques associées permettent de déterminer l’IC50 et la NT50. Cette méthode permet d’obtenir 

des résultats similaires au test de séroneutralisation (Thèse Gabrielle Sutton, 2021) mais avec 

une lecture automatisée par l’appareil xCELLigence® ce qui permet de cribler un grand nombre 

d’échantillons. 

 

  

Figure 19 Représentation schématique de l’évolution du Cell Index et des puits de la E-plate 

au cours du temps lors d’une expérience RTNA pour les cellules non infectées (A), les cellules 

infectées (B), la neutralisation virale d’un sérum témoin avec un titre élevé (C) et l’absence ou 

la neutralisation insuffisante du virus d’un sérum témoin avec un titre faible (D). 
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5. Vaccination contre la grippe équine et contre la rhinopneumonie 

5.1. Généralités 

 

Les traitements thérapeutiques spécifiques sont très peu utilisés sur le terrain pour lutter 

contre les virus EIV et HVE-1 et la vaccination demeure le traitement prophylactique le plus 

efficace pour prévenir les infections par ces deux virus. Comme nous l’avons vu précédemment, 

ces deux virus respiratoires présentent de nombreuses différences au niveau de leur structure et 

physiopathologie cependant les approches vaccinales sont relativement similaires. Le but d’un 

vaccin est de protéger l’organisme vis-à-vis d’un pathogène en stimulant l’immunité. Les 

vaccins peuvent offrir une protection complète ou protéger des signes cliniques de la maladie, 

réduire le temps d’infection, réduire l’excrétion virale ou encore réduire la sévérité et 

l’apparition de complications graves. Un vaccin optimal protègera un individu contre la maladie 

et procurera une immunité efficace dans le temps. Cependant tous les vaccins n’atteignent pas 

cet optimum, du fait de la complexité de certains pathogènes ainsi que des différentes réponses 

individuelles de l’hôte. De nombreuses technologies vaccinales sont disponibles pour les 

vaccins contre la rhinopneumonie et la grippe équine. Deux grandes catégories de vaccins 

existent : les vaccins inertes et les vaccins vivants. En ce qui concerne la rhinopneumonie, 

moins de technologies vaccinales sont actuellement disponibles que contre la grippe équine. Ce 

chapitre détaille les différentes technologies vaccinales disponibles contre la grippe équine et 

contre la rhinopneumonie et les nouvelles approches vaccinales ainsi que les réglementations 

actuelles en France. 

 
 

5.2. Vaccins inertes 

5.2.1. Vaccins inertes contre la grippe équine 

a) Vaccin à virus inactivé 

 

Les vaccins contre la grippe équine à base de virus inactivés sont composés d’une ou 

plusieurs souches issues de culture sur cellules ou sur œufs de poule embryonnés. Le virus est 

ensuite inactivé par des moyens physiques : chaleur ou UV ou par des moyens chimiques tel le 

traitement au formol. Les particules virales sont alors non réplicatives mais les épitopes 

antigéniques des protéines virales sont intacts et reconnaissables par le système immunitaire du 

cheval. Les vaccins entiers inactivés sont capables d’entraîner une réponse adaptative cependant 

ils sont connus pour être moins immunogènes que leurs homologues, les vaccins vivants. Ils 
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stimulent principalement la réponse humorale (Figure 20). Ces vaccins nécessitent, en outre, 

l’ajout d’adjuvants pour obtenir une réponse immunitaire adéquate (Marrack et al., 2009). Le 

chapitre 7 sera consacré à la présentation des différents adjuvants utilisés dans la filière équine. 

Ces vaccins nécessitent également plusieurs injections pour qu’une réponse immunitaire 

protectrice stable se mette en place et des rappels annuels ou semi-annuels doivent être réalisés. 

Bien que la protection contre l’EIV repose essentiellement sur la neutralisation du virus par les 

anticorps (Holmes et al., 2006), les cellules infectées doivent être prises en charge par les 

cellules de l’immunité à médiation cellulaire. Une étude de Paillot et al. a montré l’induction 

de la réponse à médiation cellulaire avec un vaccin entier inactivé. Une augmentation 

significative du pourcentage de cellules synthétisant l'IFN-γ spécifique à l’EIV a été mesurée 

chez les poneys vaccinés 3 semaines après une première immunisation et 2 semaines après une 

seconde immunisation par rapport au niveau de pré-vaccination et aux poneys témoins (Paillot 

et al., 2013). Les auteurs soulignent que, dans cette étude, les effets observés sur la réponse 

IFN- γ sont probablement dus aux adjuvants présents dans le vaccin (hydroxyde d'aluminium 

et Carbopol 943P). Il a été mis en évidence un certain niveau de protection croisée vis-à-vis des 

différentes souches de l’EIV. En effet, les vaccins entiers inactivés contre l’EIV entraînent une 

réponse immunitaire contre des régions variables des glycoprotéines de surface HA et NA mais 

également contre des protéines plus conservées NP et M1 (Daly et al., 2004). Plus récemment, 

une étude menée par Palvuraj et al, (2021) a montré une stimulation de la réponse à médiation 

cellulaire après la vaccination de chevaux avec un vaccin entier inactivé 

multivalent (EIV/EHV-1) comprenant un adjuvant à base de carbomère. L’immunisation avec 

ce vaccin a entraîné une réponse à médiation cellulaire et humorale plus élevée et pendant une 

plus longue durée par rapport à un vaccin similaire adjuvanté avec une préparation sous forme 

d’émulsion (Pavulraj et al., 2021). Cependant l’étude comportait deux groupes de chevaux non 

homogènes en termes d’âge, le groupe ayant reçu le vaccin à base d’émulsion était constitué de 

11 jeunes chevaux (< 6 mois) alors que le groupe ayant reçu le vaccin adjuvanté avec un 

carbomère comprenait 15 chevaux adultes de 4 à 12 ans. Or, plusieurs études ont montré les 

problèmes de l’'interférence des anticorps maternels avec la vaccination des jeunes poulains par 

l’EIV en particulier avec les vaccins à virus inactivé (Fougerolle et al., 2016; Oladunni et al., 

2021). 
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b) Vaccin sous-unitaire 

 

Les vaccins sous-unitaires sont composés de fragments antigéniques de l’EIV (HA ou NA) 

purifiés et non du virus entier. Les vaccins sous-unitaires nécessitent également l’utilisation 

d’adjuvants tels que la saponine ou des complexes immunostimulants (ISCOM), afin 

d’augmenter leur pouvoir immunogène. Tout comme les vaccins entiers inactivés, les vaccins 

sous-unitaires sont généralement efficaces sur de courtes durées et nécessitent des rappels 

annuels ou semi-annuels chez le cheval. La réponse induite par ces vaccins est donc 

principalement basée sur la stimulation de la réponse humorale (Figure 21). Comme présenté 

sur la figure 21 les antigènes contenus dans les vaccins contre l’EIV adjuvantés avec 

ISCOM/ISCOM-Matrix sont traités par des voies endogènes et exogènes et présentés par 

l'intermédiaire des molécules de classe I et II du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH), 

respectivement (Paillot, 2014).  

Figure 20 Réponse immunitaire induite par des vaccins inactivés à base d'EIV entiers ou 

de sous-unités. La vaccination par injection intramusculaire induit une réponse 

immunitaire humorale, produisant des anticorps sériques capables de neutraliser l'EIV 

entrant. En cas de faible niveau d'anticorps une infection peut survenir. Schéma adapté 

d’après Paillot et al., 2006a. 
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Figure 21 Constitution de vaccins EIV à base complexe d’ISCOM ou matrice d’ISCOM (A) et 

mécanismes d’absorption et de présentation du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) 

après la vaccination (B). Les antigènes EIV purifiés (HA et NA) sont directement mélangés à 

la saponine de Quillaja, au cholestérol et aux phospholipides dans les vaccins à base d'ISCOM 

(1) ou mélangés à un ISCOM préformé pour produire un vaccin à base d'ISCOM-matrice (2). 

Le complexe antigène/ISCOM ou ISCOM-Matrice est englouti dans les phagosomes (3) et entre 

dans la voie exogène de présentation de l'antigène après dégradation par les protéases en 

peptides courts dans les endosomes acidifiés (4). Le complexe CMH-II/peptide est reconnu par 

le récepteur des cellules T (TCR) des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l'antigène. Le 

complexe antigène/ISCOM ou ISCOM-matrice peut pénétrer dans la cellule par interaction 

avec la membrane cellulaire, par phagocytose, par endocytose (5). Les antigènes sont 

transloqués dans le cytosol et atteignent la voie endogène de présentation des antigènes (6). Le 

peptide complexe du CMH-I est reconnu par le TCR des lymphocytes T CD8+ spécifiques de 

l'antigène. D’après Paillot 2014. 
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C’est pourquoi de nombreuses études se sont intéressées principalement à la mesure du taux 

d’anticorps. Mumford et al. ont montré par mesure du taux d’anticorps par la méthode SRH que 

pour des quantités équivalentes d’antigènes HA, le vaccin sous-unitaire à base d’ISCOM était 

plus efficace qu’un vaccin à virus inactivé (Mumford et al., 1994a).  Des vaccins à base 

d’ISCOM ont permis de protéger des poneys contre les signes cliniques de la maladie lorsqu’ils 

ont été soumis à une infection expérimentale (Crouch et al., 2004; Heldens et al., 2009, 2010; 

Paillot and Prowse, 2012; Paillot et al., 2015) et de réduire l’excrétion virale (Heldens et al., 

2009, 2010; Paillot and Prowse, 2012; Paillot et al., 2015). Cependant Heldens et al. ont montré 

que 57% des chevaux impliqués dans leur étude ont excrété du virus les trois premiers jours 

suivant l’infection, ce qui indique que la protection n’est pas totale (Heldens et al., 2009). Des 

poneys ont présenté une augmentation du taux d’anticorps anti-EIV (IgGa et IgGb) mesuré par 

ELISA après une première injection et la réponse humorale a été renforcée après une deuxième 

injection (Crouch et al., 2004). Il a également été montré qu’une injection de ce vaccin par voie 

mucosale pouvait induire une protection en réduisant les signes cliniques de la maladie et la 

durée d’excrétion du virus. Les auteurs suggèrent qu’une augmentation de l’induction d’IgA 

nasal serait à l’origine de cette protection (Crouch et al., 2005). 

 

c) Vaccin ADN 

 

La technologie des vaccins ADN a révolutionné la vaccination en santé animale. Ces 

vaccins sont basés sur l’injection d’ADN plasmidique codant pour des protéines antigéniques 

entraînant leur traduction et donc leur expression in vivo permettant la stimulation du système 

immunitaire et des réponses humorales et cellulaires (Figure 22). Contrairement aux vaccins 

entiers inactivés et sous-unitaires, les vaccins ADN permettent de mimer une infection naturelle 

par une synthèse de novo de l’immunogène sur une période plus ou moins longue assurant une 

présentation efficace de l’antigène dans sa conformation native et la stimulation des molécules 

du CMH-I et CMH-II (Oladunni et al., 2021). Chez le cheval, ce type de vaccin n’est pas 

autorisé dans tous les pays mais les recherches expérimentales continuent de progresser pour 

lever les zones d’ombres sur l’action de ces vaccins. Une première étude menée chez la souris 

en 1997 avait montré que l’injection d’ADN plasmidique codant pour la protéine HA du virus 

de la grippe équine permettait la production d’anticorps neutralisants, d’IgG et d’IgA sériques. 

Olsen et al. ont montré, lors d’une infection expérimentale sur modèle souris que la production 

d’anticorps était suffisante pour protéger les souris (Olsen et al., 1997). Ces travaux ont permis 

de poursuivre les recherches sur le modèle équin. En 1999, l’équipe de Lunn et al. a réalisé une 
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infection expérimentale sur des poneys. Les animaux immunisés avec un vaccin ADN codant 

la protéine HA, à raison de 3 immunisations à 60 jours d’intervalle, ont été soit partiellement 

soit totalement protégés des signes cliniques et de l’excrétion virale. La vaccination a entraîné 

la production d’IgGa et IgGb sériques spécifiques de l’EIV mais contrairement au modèle 

souris, aucune sécrétion d’IgA n’a été détectée au niveau des muqueuses (Lunn et al., 1999). 

Soboll et al. (2003) se sont intéressés aux réponses immunitaires locale et systémique entraînées 

par la vaccination avec un vaccin ADN. La vaccination et l’infection ont entraîné la sécrétion 

locale d’IgGa et d’IgGb et la production d’ARNm d’IFN-γ. Les auteurs ont également tenté 

une approche avec la modification du vaccin ADN visant à induire une réponse IgA au niveau 

des muqueuses chez le cheval par co-injection d’ADN codant l’IL-6. Cette modification n’a 

pas permis d’améliorer la synthèse d’IgA ni la protection contre l’infection, cependant la 

réponse Th2 a été stimulée via l’augmentation de la production d’IgG(T) au niveau systémique 

(Soboll et al., 2003). Une étude s’intéressant aux vaccins ADN contre la grippe équine ainsi 

qu’à leurs différentes voies d’administration confirme une immunogénicité et une protection 

comparable à celle des vaccins vivants modifiés ou des vaccins à base de vecteurs, bien que les 

effets du vaccin ADN soit légèrement retardés. Cette étude montre également la capacité d’un 

vaccin ADN dirigé contre l’EIV à conférer une protection similaire lorsque l’injection est 

réalisée par voie intra-dermique à l’aide d’une technologie de jet à ressort sans aiguille (Ault et 

al., 2012). Les vaccins à base d’ADN plasmidique contre l’EIV sont peu couteux donc 

intéressants pour la filière équine. De plus ils sont stables et leur lyophilisation permet un 

stockage à long terme (Paillot et al., 2006a). 
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d) Vaccin à base de vecteur recombinant 

 

Les vaccins vivants à vecteur recombinant sont constitués de virus génétiquement 

modifié pour coder des segments de gènes d’un autre virus. Leur conception diffère des autres 

types de vaccins car, si le virus ne possède que certaines parties du matériel génétique du 

pathogène ciblé, les antigènes viraux sont exprimés et synthétisés de novo dans les cellules 

infectées. Les antigènes sont donc présentés aux molécules du CMH-I et II stimulant ainsi une 

réponse immunitaire à médiation humorale et cellulaire importante et permettant la 

neutralisation virale et l’élimination des cellules infectées (Figure 22) (Ura et al., 2014). Les 

vaccins à base de vecteur recombinant sont très étudiés notamment chez le cheval, les vecteurs 

utilisés sont des poxvirus recombinant dérivés d’un avipoxvirus : les canarypoxvirus. Ainsi, les 

gènes d’intérêts codants pour les glycoprotéines HA et NA sont insérés dans le vecteur viral 

Figure 22 Réponse immunitaire induite par des vaccins à base d'ADN ou de vecteurs 

recombinants vivants. Une immunisation cutanée par l'ADN ou l'injection intramusculaire de 

vaccins à vecteur vivant induit l'expression d'antigènes EIV et stimule les réponses 

immunitaires humorale et cellulaire. Les anticorps sériques neutralisent les EIV infectieux et 

les CTL spécifiques des EIV lysent les cellules épithéliales infectées. Schéma adapté d’après 

Paillot et al., 2006a. 
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canarypox (Plotkin et al., 1995; Minke et al., 2004). La voie d’administration privilégiée de ces 

vaccins est la voie systémique, chez le cheval la voie des muqueuses n’a pas été étudiée avec 

ce type de vaccin. Une première étude impliquant ce type de vaccin a montré son aptitude à 

induire une réponse en anticorps anti-EIV mesurée par SRH, HI et VN lorsque le vaccin 

recombinant exprimait les glycoprotéines HA et NA (Powell, 1988). Le premier vaccin 

recombinant avec le vecteur viral canarypox contre la grippe équine a été homologué en 2003 

dans l’Union Européenne. Son efficacité a été étudiée et a montré sa capacité à établir une 

immunité protectrice robuste caractérisée par l’induction d’anticorps anti-EIV mesurée en SRH 

ou en HI ainsi que sa capacité à stimuler la réponse cellulaire via l’augmentation des cellules 

sécrétant l’IFN-γ (Paillot et al., 2006a; El-Hage et al., 2022). Les poneys infectés 

expérimentalement avec une souche terrain isolée au Royaume-Uni ont présenté des signes 

cliniques légers et l’excrétion virale a été très réduite lorsqu’ils étaient immunisés avec un 

protocole impliquant une dose unique ou deux doses du vaccin (Edlund Toulemonde et al., 

2005). L’utilisation de ce premier vaccin homologué a présenté un avantage dans le suivi de 

l’épizootie de 2007 en Australie. En effet, ce vaccin codant seulement pour l’HA a permis 

l’utilisation du test DIVA afin de différencier les chevaux infectés naturellement (exprimant la 

NP) des chevaux vaccinés (n’exprimant pas la NP)(Paillot and El-Hage, 2016). Des résultats 

similaires avaient été observés dans une étude menée par Soboll et al. (2010). Cette étude 

démontrait la capacité des vaccins contenant le vecteur recombinant canarypox à stimuler des 

réponses élevées en IgGa lors d’une première injection et d’IgGa et IgGb avec deux injections 

à 35 jours d’intervalle. Les poneys étant ensuite soumis à une infection expérimentale ont 

montré une réduction ou une absence de signes cliniques ainsi qu’une réduction de l’excrétion 

virale 14 jours après une première injection et 6 mois après un protocole comprenant deux 

injections (Soboll et al., 2010). Ces résultats confirment la capacité de protection clinique et 

virologique d’un vaccin utilisant un vecteur viral canarypox sur la base de la mesure d’anticorps 

par le test SRH. Récemment, Entenfellner et al. (2020) ont comparé l’efficacité d’un vaccin 

recombinant avec le vecteur canarypox à des vaccins entiers inactivés et sous-unitaires chez des 

jeunes chevaux évoluant dans le domaine sportif. Un autre vecteur viral a été étudié chez le 

cheval, il s’agit du vecteur viral modifié de la vaccine Ankara (Modified vaccinia Ankara 

(MVA)). Une augmentation des titres d'anticorps sériques IgGa et IgGb spécifiques de l’EIV a 

été détectée après l'administration de rappels de ce vaccin exprimant les gènes de la 

glycoprotéine HA ou de la NP. Les réponses lymphoprolifératives spécifiques et la production 

d'ARNm de l’IFN-γ ont été induites (Breathnach et al., 2004). Les chevaux ont été protégés 

contre les signes cliniques de la maladie suite à une infection expérimentale, bien que le vaccin 
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exprimant la NP ait fourni une protection plus limitée que le vaccin exprimant l’HA 

(Breathnach et al., 2006). La réponse au vaccin recombinant a été retardée jusqu'à trois mois 

après la vaccination, les titres d'anticorps étaient inférieurs à ceux obtenus en réponse à la 

vaccination avec les deux autres vaccins. Les différences entre les vaccins ont disparu entre le 

3ème et le 6ème mois après la vaccination (Entenfellner et al., 2020). Ces études ont démontré le 

potentiel de ce vecteur et ses propriétés immunogènes dans le cadre d’une vaccination contre 

la grippe équine chez le cheval. Cependant, les études sur ce vecteur viral ne semblent pas avoir 

été poursuivies. 

La crainte soulevée par ce type de vaccin concerne la présence d’une immunité pré-

existante contre le vecteur canarypox ce qui entraînerait une réduction de l’immunité lors des 

vaccinations suivantes avec le même vecteur. Deux études ont signalé la réduction de la réponse 

en anticorps spécifiques de l’antigène avec l’utilisation du vecteur poxvirus chez l’Homme dans 

un vaccin contre le virus de l’encéphalite japonaise et chez la souris dans un vaccin contre 

l’herpes simplex virus (Rooney et al., 1988; Kanesa-thasan et al., 2000). Cette observation ne 

semble pas avoir été constatée chez les chevaux lors de l’utilisation du vecteur viral canarypox 

(Paillot et al., 2006a). 

 

5.2.2. Vaccins inertes contre la rhinopneumonie 

 

Depuis les premières vaccinations contre l’EHV-1 dans les années 1960, la majorité des 

vaccins commercialisés sont des vaccins à virus inactivés ou sous-unitaires.  

 

a) Vaccin à virus inactivé  

 

La majorité des vaccins EHV-1 commercialisés sont des vaccins inactivés. 

L’inactivation des virus EHV se fait par contact avec du formaldéhyde ou de la β-

propriolactone. Les vaccins inactivés et adjuvantés ont fait l’objet de nombreuses recherches et 

les résultats expérimentaux obtenus chez des hamsters et des chevaux sont à la base de 

nombreux vaccins commercialisés en Europe (Patel and Heldens, 2005). 

Après avoir réalisé que l’EHV-1 et l’EHV-4 étaient des virus distincts (Sabine et al., 

1981; Telford et al., 1992; Roizmann et al., 1992), les nouveaux vaccins inactivés ont inclus les 

2 types de virus pour lutter contre la rhinopneumonie. Des juments gestantes et des poulains 

ont été vaccinés avec Duvaxyn® EHV-1/4, vaccin bivalent inactivé et adjuvanté (Heldens et 
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al., 2001a). Deux semaines après la première immunisation, une augmentation du taux 

d’anticorps neutralisants et des anticorps fixant le complément a été mesuré, le niveau 

d’anticorps a également été augmenté à la suite d’une deuxième injection. Cependant, les 

niveaux d’anticorps n’ont jamais atteint le niveau induit après une infection naturelle. Les 

animaux vaccinés de cette même étude ont montré une réduction des signes cliniques ainsi que 

de l’excrétion virale en comparaison des animaux non vaccinés. L’incidence des avortements 

dû à EHV-1 chez les juments vaccinées au 5ème, 7ème et 9ème mois de gestation a été réduit par 

rapport aux juments non vaccinées (Heldens et al., 2001a). Les juments vaccinées ont présenté 

des titres en anticorps anti-EHV-1 plus élevés dans le sérum et dans le colostrum comparés aux 

juments non vaccinées (Di Francesco et al., 2020). Une autre étude a montré que le schéma de 

vaccination avec un vaccin EHV-1 inactivé impliquant 4 doses au 1er, 4ème, 6ème mois et 1 

semaine avant le poulinage donnait des titres en anticorps anti-EHV-1 plus élevés que le 

protocole classique (Attili et al., 2020). Cependant cette étude n’a pas apporté d’élément pour 

mesurer les effets de protection d’un tel protocole contre les avortements dus à l’EHV-1.   

La vaccination à base d’un vaccin inactivé EHV-1/4 a permis aux chevaux de développer une 

réponse immunitaire induisant une protection partielle contre les signes cliniques respiratoires 

et une réduction de la virémie pendant 6 mois (Heldens et al., 2001b). Une étude menée sur la 

séroconversion de 159 juments et 101 poulains a montré que moins de 30% des juments et 

moins de 50% des poulains présentaient une séroconversion (suivi par ELISA). De plus, 

seulement 17% des juments ont maintenu leur niveau d’anticorps dans le temps (Foote et al., 

2003). Les résultats de cette étude mettent en lumière les différences au niveau individuel avec 

les réponses immunitaires vis-à-vis d’un vaccin inactivé à EHV-1 et révèlent les limites de ce 

type de vaccins à engendrer une séroconversion avec une majorité d’individus. 

Ainsi, bien que ce type de vaccins limite l’excrétion virale, l’EHV-1 et 4 continuent 

d’être excrétés dans les populations de juments vaccinées pouvant entraîner l’infection 

subséquente de leurs poulains non sevrés au cours des cinq premières semaines suivant leur 

naissance ce qui peut entretenir le cycle infectieux au sein d’une population de chevaux (Foote 

et al., 2004, 2006). La plupart des vaccins inactivés actuels ne revendiquent qu’une protection 

contre les maladies respiratoires dues à EHV-1 et 4 (Patel and Heldens, 2005). Malgré une 

utilisation dans le monde entier des vaccins entiers inactivés, des cas d’EHV et notamment 

d’avortements dus à EHV-1 sont fréquemment signalés (Sutton et al., 2019; Moore et al., 2019; 

Tong et al., 2022). 
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b) Vaccin sous-unitaire  

 

Les vaccins sous unitaires sont obtenus de 2 manières : la fragmentation des virions 

généralement par traitement chimique ou par expression à partir de baculovirus recombinants 

ou de E. coli (Ruitenberg et al., 2001) ; ils sont constitués d’un ou plusieurs antigènes viraux et 

notamment les protéines virales immunogènes gB, gC ou gD. L’immunisation avec la 

glycoprotéine gC a permis de produire des anticorps neutralisants, de stimuler les réponses 

immunitaires à médiation cellulaire et d’augmenter la clairance de l’EHV-1 dans les voies 

respiratoires des souris après une infection expérimentale (Tewari et al., 1994). Une étude s’est 

intéressée à l’efficacité d’un vaccin sous-unitaire contenant la gD de l’EHV-1 en fonction de la 

voie d’administration. Chez la souris, il a été montré qu’une vaccination avec la gD provoque 

une augmentation des titres en anticorps neutralisants et des réponses des LT CD4+ après une 

immunisation par voie sous-cutanée et intranasale. La vaccination par voie sous-cutanée a 

permis de protéger les souris contre l’infection des voies respiratoires par l’EHV-1 (Zhang et 

al., 1998; Ruitenberg et al., 2001). Plusieurs immunisations répétées avec les gB, gC et gD 

(seules ou en combinaison) à intervalles de 2 semaines ont induit une protection contre la forme 

respiratoire chez la souris. Cette protection survient 2 semaines après la dernière immunisation 

(Stokes et al., 1996; Packiarajah et al., 1998), et entraîne la production d’anticorps fixant le 

complément (Hannant et al., 1993). Ruitenberg et al. ont montré que trois doses de vaccins à 

base de gD seule, injectés à 1 mois puis 3 mois d’intervalle, permettait d’entraîner une 

augmentation du niveau d’anticorps neutralisants plus élevée qu’avec une seule injection, chez 

une majorité de chevaux (Ruitenberg et al., 1999a; Foote et al., 2005). L’analyse des isotypes 

a montré une augmentation des IgG chez les chevaux vaccinés. Les poulains issus de juments 

gestantes vaccinées avec la gD ont présenté des niveaux significativement plus élevés 

d’anticorps anti-gD (Foote et al., 2005). Il a également été montré que les vaccins EHV sous-

unitaires permettaient de réduire l’excrétion virale et la quantité de virus isolé dans les PBMC 

(Hannant et al., 1993). Les réponses immunitaires humorales et cellulaires engendrées par les 

vaccins sous-unitaires contenant la gC ou la gD et les vaccins inactivés ont finalement montré 

des résultats similaires (Tewari et al., 1994; Foote et al., 2005). 

Les vaccins sous-unitaires contre les herpesvirus ont fait l’objet d’études chez d’autres 

espèces telles que : les bovins, les éléphants et l’Homme (Hou et al., 2022; Spencer Clinton et 

al., 2022; Chentoufi et al., 2022). Une étude chez le bovin a établi la preuve de concept d’un 

vaccin sous-unitaire contenant la gB de l’herpesvirus bovin de type 1. Les cobayes testés avec 

ce vaccin ont produit des niveaux élevés d’anticorps anti-gB et d’anticorps neutralisants et une 
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réduction de l’excrétion virale et des lésions des tissus pulmonaires a été observée (Hou et al., 

2022). Un constat similaire a été fait chez des souris immunisées avec un vaccin contenant la 

gB de l’herpesvirus endothéliotrope de l’éléphant de type 1, et une augmentation des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ a été constatée (Spencer Clinton et al., 2022). Chez l’Homme, 

le vaccin sous-unitaire contre l’herpes simplex virus de type 2 à base de gD recombinante a été 

le vaccin sous-unitaire le plus prometteur (Chentoufi et al., 2022). Cet antigène a été testé en 

combinaison avec la gB et avec différents adjuvants tels que les sels d’aluminium et le MF59 

mais n’a montré qu’une faible protection clinique malgré une forte réponse en anticorps 

neutralisants et en lymphocytes T CD4+, CD8+ (Chentoufi et al., 2022). L’ensemble des études 

semble montrer l’efficacité des vaccins sous-unitaires à stimuler des cellules immunitaires 

humorales et cellulaires, cependant, ces études s’accordent à dire que la protection qu’ils 

confèrent doit être améliorée. 

 

c) Vaccin ADN 

 

Les vaccins ADN sont reconnus pour avoir une bonne stabilité ce qui facilite leur 

stockage à long terme une fois lyophilisés. Des études d’efficacité de la vaccination par la 

technologie ADN contre l’EHV-1 ont été menées chez la souris et le cheval. Un vaccin ADN 

codant pour la gD a entraîné des réponses immunitaires à médiation humorale et cellulaire après 

deux immunisations intramusculaires chez la souris. Des réductions de lésions respiratoires, de 

la quantité et durée de l’excrétion virale ont été observées in vivo (Ruitenberg et al., 1999a, 

1999b) ainsi que la diminution de la fréquence des avortements après une infection 

expérimentale chez la souris (Walker et al., 2000). Par la suite des études portant sur les 

protocoles de vaccination avec des vaccins à ADN ont montré une amélioration de la protection 

contre la maladie en modifiant le schéma de vaccination avec immunisation de rappel avec la 

gD, 4 semaines après une première immunisation (Ruitenberg et al., 2000). Ce nouveau 

protocole de vaccination a permis l’augmentation du niveau d’anticorps gD chez les chevaux 

vaccinés par voie intramusculaire (Ruitenberg et al., 2000). Cependant, une étude similaire n’a 

pas mis en évidence l’induction significative d’anticorps chez des chevaux ayant reçu une ou 

deux injections d’une préparation à base d’ADN de la gD (Foote et al., 2005). Un autre vaccin 

ADN codant les gB, gC et gD de l’EHV-1 a fait l’objet d’études. Les différents modèles ont été 

testés seuls ou en combinaison avec des adjuvants : le phosphate d’aluminium, le carbopol, ou 

compléxé avec un lipide cationique DMRIE-DOPE associé à un plasmide ADN codant pour le 

GM-CSF. Cette dernière formulation a permis l’augmentation significative du niveau 
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d’anticorps neutralisants, la réduction de l’excrétion virale et de sa durée (Minke et al., 2006). 

Une étude a montré que des chevaux vaccinés avec un schéma à 4 doses de vaccins ADN codant 

pour la gB, gC et gD présentaient des réponses en anticorps gC et gD mais pas d’augmentation 

des CTL spécifiques de l’EHV-1 (Soboll et al., 2006). L’ensemble des études montre la capacité 

des vaccins ADN à stimuler la réponse humorale. En outre, l’étude d’un vaccin ADN codant 

pour une flagelline de Salmonella abortus equi et la gD de l’EHV-1 a montré la capacité de ce 

vaccin à augmenter de manière significative ce taux d’anticorps spécifiques de la gD mais 

également les niveaux d’IFNγ et d’IL-4 chez les chevaux, témoignant d’une amélioration quant 

à la stimulation de la réponse immunitaire cellulaire. Les charges virales et la morbidité ont été 

nettement réduites chez les souris ayant reçues le vaccin après exposition à l’EHV-1 (Zhao et 

al., 2019). Il semble plus difficile de conclure sur l’efficacité de ces vaccins à stimuler la réponse 

cellulaire car celle-ci reste très peu étudiée et les rares études montrent que les réponses 

immunitaires cellulaires sont à améliorer. 

 

d) Vaccin à base de vecteur recombinant 

 

La préparation des vaccins vecteurs recombinants EHV-1 requière généralement 

l’utilisation de poxvirus recombinants (Moss, 1996; Paoletti, 1996). Ceux-ci sont 

génétiquement stables et sont conditionnés pour permettre l’insertion d’un segment d’ADN de 

grande taille codant des protéines de l’agent pathogène. Les vaccins équins recombinants à base 

de poxvirus ont été régulièrement utilisés (Minke et al., 2006) (Figure 23). Un vaccin à base de 

« modified vaccina Ankara » contenant le gène codant pour la glycoprotéine gC de l’EHV-1 a 

été évalué chez le hamster. L’utilisation de ce vaccin en combinaison avec une vaccination de 

rappel avec un vaccin ADN codant pour la gC a permis l’induction de réponses immunitaires 

humorales et cellulaires (Huemer et al., 2000). Un vecteur poxvirus recombinant (souche 

NYVAC) codant pour une protéine cible connue des lymphocytes T cytotoxiques a fait l’objet 

d’une étude en tant que vaccin équin. La vaccination des chevaux a permis d’augmenter 

l’activité des lymphocytes T cytotoxiques et la synthèse d’IFN-γ spécifique de l’EHV-1 

notamment lorsque les chevaux ont reçu plusieurs injections (Paillot et al., 2006b). Cependant 

bien que l’immunité, notamment l’immunité à médiation cellulaire, des chevaux ait été stimulée 

de manière efficace, ceux-ci n’ont pas été protégés lors de l’infection expérimentale par EHV-

1. Le peu d’études disponibles sur les vaccins recombinants à base de poxvirus ne permet pas 

de conclure définitivement sur les effets protecteurs de ces vaccins, et les vaccins EHV-1 à 

vecteurs recombinants poxvirus ne sont actuellement pas commercialisés. 
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e) L-particules   

 

La réplication des alphaherpesvirus dans les cellules entraîne la formation de nouveaux 

virions infectieux (H-particules) ainsi que de particules légères également appelées L-

particules. Les L-particules diffèrent des H-particules car elles sont seulement composées de 

protéines d’enveloppe et de tégument, elles ne contiennent pas de nucléocapside et ne 

présentent pas de caractère infectieux (Dargan et al., 1995). Les informations sur leur rôle 

biologique sont rares mais il semble qu’elles aient un rôle de leurre immunitaire en permettant 

le recrutement des anticorps et en préparant les cellules non infectées à une future infection 

Figure 23 Vaccin contre l'EHV-1 à base de poxvirus recombinant. Sélection des 

protéines virales d'intérêt et insertion des gènes codant pour ces protéines dans le 

génome du poxvirus. Le poxvirus recombinant utilisé pour l'immunisation stimule 

les réponses immunitaires humorales et cellulaires. D’après Paillot et al., 2008. 
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(Dargan and Subak-Sharpe, 1997). Une étude réalisée par spectrométrie de masse sur la 

caractérisation des L-particules d’HSV-1 des cellules dendritiques dérivées des monocytes a 

montré une quantité élevée de gD, deux fois supérieure à celle retrouvée dans les H-particules 

(Birzer et al., 2020a). La gD ayant pour rôle la pénétration dans les cellules et la propagation 

de cellule à cellule, la présence d’une quantité plus élevée de gD dans des particules non 

infectieuses semble être en faveur de la capacité de leurre des L-particules. De plus, la présence 

élevée de gD avec les L-particules provoque une interférence compétitive avec les H-particules 

infectieuses ce qui montre un puissant potentiel de mécanisme d’évasion immunitaire de la part 

des L-particules. Au vu de leurs propriétés, les L-particules ont été suggérées comme des bons 

candidats pour les vaccins. Leur rendement et facilité de production, comme il a été montré 

pour les L-particules de l’Herpèsvirus bovin 1 en font de bons candidats (Russell et al., 2018). 

Concernant l’EHV-1, une étude menée chez des souris immunisées avec des L-particules non 

réplicatives a montré le potentiel à induire une réponse en anticorps (Mohd-Azmi et al., 2002a). 

Une étude similaire a été conduite sur des poulains exempts de pathogène. Les L-particules 

d’EHV ont induit une réponse en anticorps fixant le complément. Un challenge expérimental 

réalisé sur ces mêmes poulains a montré une réduction des signes cliniques, de l’excrétion virale 

et de la virémie associée aux cellules (Mohd-Azmi et al., 2002b). Plus récemment, il a été 

montré que les L-particules produites par les cellules dendritiques dérivées de monocytes 

infectées par l’HSV-1 régulent à la baisse l’expression de la protéine co-stimulatrice CD83 et 

du récepteur de l’IL6. Cette constatation a été faite sur des cellules dendritiques dérivées de 

monocytes venant d’être infectées et sur les cellules à proximité infectées par la suite (Birzer et 

al., 2020b). Entre autres, les L-particules semblent avoir un effet immunomodulateur sur les 

cellules dendritiques et suppriment leur capacité à stimuler les lymphocytes T (Birzer et al., 

2020a). L’ensemble de ces données est en faveur d’un potentiel des L-particules en tant que 

vaccin, cependant aucun vaccin équin utilisant cette technologie n’est à ce jour commercialisé. 

 

5.3. Vaccins vivants 

5.3.1. Vaccins vivants contre la grippe équine 

a) Vaccin vivant atténué 

 

Les vaccins vivants atténués contre la grippe équine sont composés de l’EIV modifié 

afin qu’il perde son pouvoir infectieux tout en gardant sa capacité à induire une réponse 

immunitaire et donc une protection chez le cheval vacciné. En conséquence, l’antigène vaccinal 
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doit être incapable de se propager dans l’organisme du cheval ou d’être transmis aux chevaux 

contacts (Chambers et al., 2001). Le premier vaccin vivant atténué a été homologué en 2000 et 

est disponible aux États-Unis (Flu Avert® I.N.). Ce vaccin a été produit par passages successifs 

d’une souche d’EIV dans des œufs embryonnés en réduisant progressivement la température 

d’incubation à 26°C (Youngner et al., 2001). Les virus inclus dans ce type de vaccin sont 

modifiés de sorte qu’ils sont sensibles à la température. Ainsi, le virus atténué se réplique dans 

les voies respiratoires supérieures et non dans les voies respiratoires inférieures où la 

température est trop élevée (Paillot et al., 2006a). Une étude a montré l’absence d’effets 

secondaires lorsque le vaccin est administré par voie intranasale (vaccination seule ou 

vaccination et dose de rappel) chez des jeunes chevaux de moins de 2 ans. Ces chevaux n’ont 

présenté aucun signe de la maladie (Tabynov et al., 2014). Cependant, Il a été montré qu’un 

cheval récemment vacciné (jusqu’à 72h) avec un vaccin vivant atténué administré par voie 

intranasale et présentant des symptômes respiratoires pouvait être positif à l’EIV en qPCR 

(Harms, 2014). Les auteurs ont également montré la capacité de ce vaccin à générer une 

protection clinique et virologique à la suite d’une infection expérimentale chez les jeunes 

chevaux ayant reçu une dose unique (Tabynov et al., 2014). Alors que l’étude de Whitaker-

Dowling, Youngner et Chambers (2001) montrait une protection d’une durée de 6 mois, 

Tabynov et al (2014) ont montré que les jeunes chevaux étaient protégés jusqu’à 1 an. De plus 

une vaccination avec deux doses à intervalle de 42 jours a permis d’empêcher l’excrétion virale 

pendant les 3 mois suivant l’immunisation de rappel (Whitaker-Dowling et al., 2001; Tabynov 

et al., 2014). Récemment, il a été montré qu’une dose unique d’un vaccin vivant atténué contre 

l’EIV inoculé 7 jours avant le sevrage des poulains a permis une bonne protection clinique 

contre l’infection naturelle par l’EHV-4. Les améliorations cliniques observées peuvent être 

associées à la protection croisée des vaccins vivants atténués contre l’EIV contre des agents 

respiratoires équins (Salco et al., 2020). Cependant cette étude possède plusieurs limites 

notamment les résultats dépendaient d’une infection naturelle plutôt que d’une infection 

expérimentale et bien que l’EHV-4 ait circulé il est possible que certains poulains n’aient pas 

été en contact avec l’EHV-4. Enfin, les vaccins à base de virus vivants atténués sont l’objet de 

nombreuses controverses en raison de leur taux de mutation élevée et du réassortiment potentiel 

du virus. En effet, un réassortiment avec une souche de terrain circulante est envisageable en 

raison de la nature segmentée du génome de l’EIV et ceci pourrait entraîner une perte de 

l’atténuation du virus modifié. La crainte de l’émergence d’un nouveau virus de la grippe 

hautement pathogène fait également partie des craintes actuelles. Cependant, chez l’Homme un 

vaccin vivant atténué contre la grippe est utilisé aux États-Unis, au Canada, en Russie, en Inde 
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et en Chine notamment (Rodriguez et al., 2019), et aucun réassortant n’a été rapporté malgré 

une vaccination à grande échelle. 

 

b) Vaccin généré par génétique inverse 

 

La génétique inverse permet de générer des virus recombinants artificiels à partir de 

plasmides d’ADN clonés. La technique la plus utilisée est celle utilisant des plasmides ambisens 

permettant l’expression de l’ARN viral à brin négatif et de l’ARNm à brin positif à partir du 

même plasmide dans des cellules transfectées. Une copie d’ADN complémentaire de tous les 

segments d’ARN viral est alors clonée puis les plasmides sont co-transfectés dans des co-

cultures de cellules humaines 293 T et canines MDCK. Les plasmides recombinants générés 

sont ensuite amplifiés sur cellules MDCK ou sur cultures d’œufs de poules embryonnés 

(Oladunni et al., 2021). Il a été vu dans un chapitre précédant que la protéine NS1 jouait un rôle 

important au cours de la réplication virale. La NS1 de l’EIV est notamment capable de 

neutraliser la réponse IFN. Les vaccins générés par génétique inverse avec des EIV 

recombinants avec une modification de NS1 empêchent donc la réplication virale dans l’hôte. 

Une telle construction a été évaluée chez la souris (Quinlivan et al., 2005). Contrairement à ce 

qui a pu être observé dans d’autres espèces, notamment pour la grippe humaine, la longueur de 

la protéine NS1 n’est pas corrélée avec le niveau d’atténuation du virus. L’étude montre que les 

virus recombinants générés sont altérés dans leur capacité à inhiber la production d’IFN in vitro 

sur cellules MDCK et in vivo chez la souris (Quinlivan et al., 2005). Un autre modèle 

récemment mis au point est celui de la génération d’un vaccin vivant atténué contre l’EIV 

sensible à la température obtenu par réverse génétique (Rodriguez et al., 2018). Les auteurs ont 

montré la capacité de cette construction à induire une protection contre la grippe équine chez le 

cheval par une administration unique par voie intranasale. Hormis l’apparition d’un gonflement 

des ganglions lymphatiques sous-mandibulaires, les chevaux ont été protégés de l’apparition 

des signes cliniques lors d’une infection expérimentale. Le vaccin n’a pas empêché la sécrétion 

du virus mais le taux d’excrétion virale était inférieur chez les chevaux vaccinés. Plus 

récemment, un vaccin vivant atténué bivalent contre la grippe équine contenant 2 souches 

d’EIV (une souche Clade 1 et une souche Clade 2) a donné des résultats prometteurs quant à sa 

capacité à stimuler la réponse humorale (Blanco-Lobo et al., 2019). Les chevaux vaccinés ont 

présenté des scores cliniques, un taux et une durée d’excrétion plus faibles que les chevaux non 

vaccinés. Bien que l’immunité stérilisante n’ait pas été atteinte, les résultats de cette étude 

semblent prometteurs et il serait intéressant de poursuivre notamment pour connaitre les doses 
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et les schémas de vaccination avec un tel vaccin. Le principal avantage de ce type de vaccins 

est la facilité de mise à jour des souches vaccinales (Rodriguez et al., 2018), ce qui est 

actuellement plus complexe avec les autres technologies vaccinales. 

 

5.3.2. Vaccins vivants contre la rhinopneumonie 

a) Vaccin vivant atténué 

 

L’immunisation avec un virus EHV-1 vivant atténué ou modifié est très similaire à une 

infection naturelle. Deux voies d’administration semblent offrir une approche intéressante : la 

voie intranasale et la voie intramusculaire. Cependant, il reste une préoccupation quant au 

risque de retour à la virulence. On distingue deux principaux mutants : le mutant pour la 

thymidine kinase négative (TK-) et le mutant sensible à la température (Ts). La virulence et la 

capacité de ces mutants à établir une latence sont réduites (R. Paillot et al., 2008). Lors d’une 

infection expérimentale par l’EHV-1, avec le mutant TK-, des chevaux vaccinés ont présenté 

une réduction des signes cliniques et de l’excrétion virale (Cornick et al., 1990; Slater et al., 

1993). L’immunisation intranasale de juments gestantes a permis de réduire les risques 

d’avortement lors d’une infection par l’EHV-1, 4 à 6 mois après immunisation avec le mutant 

Ts (Patel et al., 2003). Une étude similaire, chez des jeunes poulains immunisés avec le mutant 

Ts, a permis une protection partielle des animaux (i.e. réduction des signes cliniques, de 

l’excrétion du virus et de la virémie associée aux cellules) (Patel et al., 2004). Une observation 

similaire a été faite dans une étude utilisant un vaccin vivant atténué contenant une souche 

EHV-1 responsable d’avortement pour immuniser les chevaux (Van de Walle et al., 2010). 

L’infection expérimentale avec une souche EHV-1 hautement virulente et neuropathogène n’a 

causé aucun signe clinique neurologiques et aucune virémie n’a été détectée chez les chevaux 

vaccinés avec le vaccin à virus vivant atténué. Cependant dans le groupe de chevaux non 

vaccinés un seul cheval sur les quatre a présenté des signes cliniques neurologiques. Ces 

observations montrent les difficultés à reproduire l’EHM lors d’une expérimentation et de ce 

fait les conclusions de l’effet protecteur d’un vaccin vivant atténué dans le cas d’infection par 

une souche EHV-1 neuropathogène sont plus difficiles à établir. Toutes les études ne sont pas 

d’accord concernant les effets de ces vaccins sur les anticorps des muqueuses. Une étude sur ce 

sujet a d’abord montré que l’immunisation des chevaux avec des vaccins vivants atténués contre 

l’EHV-1 par voie intranasale ne stimulait pas des anticorps muqueux et donc ne permettait pas 

de prévenir l’excrétion virale (Breathnach et al., 2001). Il a été supposé que l’atténuation du 
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virus EHV-1 pouvait réduire l’immunogénicité du virus au niveau des muqueuses (Breathnach 

et al., 2001). Au contraire, plus récemment, il a été montré que les deux voies d’administration 

des vaccins vivant atténués intranasale et intramusculaire, permettaient d’augmenter les titres 

sériques en anticorps neutralisants. Plus précisément, l’administration intranasale permettrait 

une production d’anticorps IgA plus élevé dans les sécrétions nasales tandis que 

l’administration intramusculaire permettrait une sécrétion plus élevée des anticorps IgGa et 

IgGb (Bannai et al., 2023). Il a été montré que les deux voies d’administration permettaient de 

réduire la pyrexie et l’excrétion virale de manière similaire (Bannai et al., 2018). 

L’immunisation par l’alternance des voies intranasale et intramusculaire n’a pas montré de 

différence significative. En outre, la protection conférée par ce protocole vaccinal était similaire 

aux programmes conventionnels recommandés pour chacun des vaccins (Bannai et al., 2023). 

Ces différences peuvent s’expliquer par le fait que les chevaux des deux études citées n’avaient 

pas le même âge (i.e. 5 à 7 mois pour l’étude de Breathnach et al, 2001 et 16 à 21 mois dans 

l’étude de Bannai et al, 2018) ou encore que les souches des deux études étaient différentes. La 

comparaison entre les vaccins vivants atténués et inactivés contre l’EHV-1 présente également 

des divergences selon les études. Les vaccins vivants atténués induisent généralement moins ou 

autant d’anticorps neutralisants que les vaccins inactivés. Les excrétions virales au niveau du 

nasopharynx étaient plus faibles ou équivalentes d’une technologie vaccinale à l’autre 

(Goodman et al., 2006; Goehring et al., 2010; Spann et al., 2023). Plus récemment il a été 

montré qu’un vaccin vivant atténué fournissait des réponses en anticorps neutralisants plus 

importantes qu’un vaccin inactivé et une meilleure prévention des épizooties sur une période 

de 3 ans (Bannai et al., 2019). Une étude a montré que 3 injections de vaccin vivant atténué à 

27 et 70 jours d’intervalle permettait une réduction des signes cliniques lorsque les chevaux 

sont infectés 24 jours après la dernière injection (Goodman et al., 2006; Goehring et al., 2010; 

Spann et al., 2023). Dans le cas des juments gestantes, il semble que deux injections de vaccin 

vivant atténué au 5ème et 8ème mois de gestation permettent d’obtenir des réponses humorales 

similaires à un vaccin inactivé tant en termes d’ampleur que de durée et le nombre 

d’avortements dû à EHV-1 a été réduit chez les juments vaccinées avec le vaccin à virus vivant 

atténué (Bresgen et al., 2012). Enfin, l’EHV-1 issu d’un vaccin vivant atténué a été détecté par 

PCR dans les sécrétions nasales chez la majorité des chevaux immunisés par voie intranasale 

pendant les 4 jours suivant l’injection (Spann et al., 2023). Cette caractéristique est importante 

à prendre en compte dans le cas de l’interprétation diagnostique de l’EHV-1 en cas d’épizootie, 

il est impératif dans ce cas de prendre en compte le calendrier vaccinal des chevaux. 
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5.4. Nouvelles approches vaccinales  

 

Depuis la mise au point du premier vaccin par Edward Jenner en 1796, la vaccinologie 

n’a eu de cesse d’évoluer et offre actuellement un large panel de technologies. L’éventail de 

pathogènes contre lesquels il existe un vaccin s’accroit au cours du temps, cependant, 

l’apparition régulière de pathogènes émergents pousse les chercheurs à développer de nouvelles 

technologies vaccinales plus adaptées. L’étape la plus importante de ces dernières années en 

termes d’approche vaccinale est celle du développement et de la mise sur le marché des vaccins 

à ARNm suite à la survenue du SARS-Cov2 responsable de la pandémie COVID-19. La 

recherche sur les vaccins à ARNm ne date pas d’hier, en effet les recherches sur le potentiel 

thérapeutique de l’ARN remontent aux années 90. Une avancée qui a ouvert la voie au 

développement des vaccins ARNm est l’autorisation de mise sur le marché, dans l’espèce 

équine, d’un vaccin ADN contre le virus du Nil occidental également appelé West Nile Virus 

(WNV) (Barakat, 2020). Les vaccins ARNm ont un processus similaire mais la traduction en 

protéine se fait plus tôt suite à l’injection du vaccin car celui-ci est déjà prêt à être traduit (Gote 

et al., 2023). Les protéines antigéniques sont ensuite libérées à l’extérieur des cellules où elles 

déclencheront une puissante réponse immunitaire cellulaire et également humorale. La 

recherche pour la mise au point de vaccins ARNm dans le domaine vétérinaire est actuellement 

moins développée. Il n’existe que deux vaccins ARN autorisés : un vaccin porcin contre le 

coronavirus de la diarrhée épidermique porcine et chez la volaille contre l’influenza aviaire 

hautement pathogène (Dory and Jestin, 2021). Bien que cette technologie ne soit pas encore 

utilisée dans des vaccins équins, il serait intéressant de mener des recherches pour tester son 

efficacité. 

Les vaccins vivants atténués à base d’iADN® ont été développés ces dernières années. 

Cette nouvelle technologie se distingue des vaccins ADN par le fait que les vaccins iADN® 

transcrivent l’ARN génomique complet du virus vaccinal vivant atténué et plus seulement celui 

d’une seule sous-unité antigénique (Pushko et al., 2016). L’ARN viral complet déclenche une 

réplication limitée du virus vivant atténué ce qui permet le déclenchement d’une réponse 

immunitaire proche d’une infection naturelle. Les vaccins iADN® ont la particularité de 

combiner une stabilité chimique et génétique ainsi que l’efficacité d’induction de réponse 

immunitaire engendrée par les vaccins vivants atténués (Pushko et al., 2016). Des études 

prometteuses ont été réalisées sur des vaccins contre le WNV ou le Virus de l'encéphalite équine 

vénézuélienne (VEEV) utilisant la technologie iADN® (Pushko et al., 2016; Tretyakova et al., 

2013).  
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Un vaccin inactivé contre l’EHV-1 a été étudié dans une formulation en poudre 

épidermique. La technique par poudre épidermique permet de délivrer des antigènes inactivés 

ou de l’ADN en utilisant un système d’administration sans aiguille directement dans 

l’épiderme. Une étude s’est intéressée à comparer l’effet d’un vaccin EHV-1 délivré sous forme 

de poudre épidermique à celui des vaccins classiques inactivés ou à ADN délivrés par injection 

intra-musculaire ou intra-nasale chez des souris. La protection contre l’EHV-1 conférée par le 

vaccin en poudre épidermique était similaire à celle induite par les autres vaccins (Kondo et al., 

2004). Cependant au vu de la littérature la recherche sur ce type de vaccin chez le cheval ne 

semble pas avoir été poursuivie. 

 

5.5. Problématique des faibles répondeurs et facteurs d’influences de la 

réponse vaccinale 

 

Le type de vaccin est un facteur primordial dans la réussite de la mise en place d’une 

protection suite à la vaccination. Cependant, d’autres facteurs plus individuels entrent en jeu. 

 

5.5.1. Faibles répondeurs 

 

Certains chevaux ne sont pas aptes à développer une réponse immunitaire optimale à la 

suite d’une vaccination. Ces chevaux sont appelés faibles répondeurs, et bien que ce phénomène 

soit désormais admis il reste mal caractérisé. Les faibles répondeurs peuvent se caractériser par 

l’absence de réponse immunitaire suffisante pour développer une protection contre la maladie 

où l’incapacité à maintenir une protection dans le temps.  Au sein d’un troupeau, ces chevaux 

représentent un risque car leur faible ou absente protection peut être à l’origine d’épizooties. 

Les chevaux faibles répondeurs peuvent développer une forme sub-clinique de la maladie et 

passer inaperçus, l’excrétion virale participera alors à la propagation du virus. Une étude menée 

sur 66 poulains sevrés non vaccinés a permis de comparer leurs réponses en anticorps après une 

primo-vaccination avec cinq vaccins différents contre la grippe équine. Cette étude a montré 

que 43 poulains n’ont pas séroconverti après une primo-injection. Des faibles répondeurs ont 

été retrouvés dans tous les groupes de poulains vaccinés sauf dans le groupe ayant reçu le 

Duvaxyn IET Plus, la 2ème injection a permis de réduire les faibles répondeurs de 7% et une 

3ème  injection a permis la séroconversion de tous les poulains (Gildea et al., 2011b). En 2007, 

l’épizootie survenue en Australie a fait l’objet d’un rapport dans lequel l’hypothèse des faibles 
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répondeurs est avancée comme la cause possible du départ de la propagation rapide du virus 

aux sein de la population équine (Callinan, 2008). Une étude menée par Cullinane et al. (2014) 

sur l’efficacité de différents protocoles de primovaccinations a mis en évidence la présence de 

faibles répondeurs suite à la première injection dans différents groupes d’âges de 1 à 3 ans. En 

outre, le plus grand nombre de faibles répondeurs se trouvait chez les pur-sang âgés d’un an 

(Cullinane et al., 2014). Plus récemment, une étude visant à comprendre les faibles réponses à 

la primo vaccination contre l’EI a montré que l’âge et la présence d’anticorps d’origine 

maternelle avaient un rôle important dans l’établissement des niveaux d’anticorps lors d’une 

première immunisation avec un vaccin contre la grippe équine (Fougerolle et al., 2016). Ces 

différentes études soulignent l’importance des facteurs individuels ainsi que l’intérêt de 

surveiller les réponses immunitaires au sein des populations équines. 

 

5.5.2. Facteurs liés à l’âge 

 

Les mécanismes immunitaires chez les chevaux adultes et les poulains sont similaires, 

mais la réaction du système immunitaire des jeunes poulains face à une infection virale ou à la 

vaccination diffère de celle du cheval adulte. Le système immunitaire du poulain est immature, 

ses capacités sont donc plus faibles que celles d’un cheval adulte. A la naissance les poulains 

ne possèdent donc pas d’immunité adaptative et par conséquent ils sont très sensibles aux 

pathogènes respiratoires. Les poulains présentent des réponses en anticorps et en cellules T 

réduites par rapport aux chevaux adultes (Perkins and Wagner, 2015). Les poulains répondent 

mal aux préparations vaccinales qui sont formulées pour des chevaux adultes. Dès les premières 

heures de vie, le poulain qui ingère le colostrum bénéficie du transfert d’anticorps maternels. 

Le colostrum, riche en IgG4/7, ayant un rôle essentiel dans la protection contre les infections 

virales, les IgG1, 3, 5 et les IgA contribuent à protéger le poulain contre les pathogènes (Perkins 

and Wagner, 2015). L’évolution théorique des IgG chez le poulain au cours de sa première 

année de vie est présentée en figure 24. Des études se sont intéressées à la possibilité 

d’interférences des anticorps des poulains avec les anticorps maternels. Des poulains, dont les 

mères avaient été vaccinées contre la grippe, ont été vaccinés à leur tour avec 3 injections, et 

les résultats ont montré que 4 mois après la dernière injection les poulains n’avaient pas 

développé d’anticorps contre les souches H7N7 et H3N8 de l’EIV présentes dans le vaccin 

utilisé (Van Oirschot et al., 1991; Van Maanen et al., 1992; Wilson et al., 2001). Les niveaux 

d’anticorps des poulains étaient similaires à ceux de leur mère au moment de la naissance et les 

titres se sont maintenus pendant plusieurs mois (Van Oirschot et al., 1991). Après la disparition 
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des anticorps maternels certains poulains ont réagi au protocole de vaccination contre l’EIV. 

Les auteurs ont conclu que les poulains ne doivent être vaccinés contre la grippe équine que 

lorsque les anticorps maternels ont disparu (Van Maanen et al., 1992; Wilson et al., 2001). 

Wilson et al. (2001) ont montré qu’une vaccination des poulains à 6 mois engendrait une 

augmentation de la réponse en anticorps contre l’EIV (mesurée par test ELISA) mais qu’une 

vaccination plus précoce à 3 mois nécessitait plusieurs rappels avant d’observer une 

augmentation en anticorps (Wilson et al., 2001). Ces travaux ont été confirmés par l’étude de 

Fougerolle et al. (2019). Des poulains âgés de 1 à 3 mois vaccinés avec un vaccin vivant contre 

l’EHV-1 administré par voie intranasale ont été partiellement protégés lorsqu’ils ont été soumis 

à une infection expérimentale et ont présenté des excrétions virales et une virémie réduites 

malgré la présence d’anticorps maternels (Patel et al., 2004). Les anticorps maternels jouent un 

rôle important dans les premiers mois de vie du poulain. Les interférences qu’ils engendrent 

rendent cependant la protection du poulain par une vaccination trop précoce très compliquée. 

Cependant, l’interférence des anticorps maternels n’explique pas à elle seule les faibles 

réactivités des poulains au vaccin. Il est probable que les faibles réponses à la vaccination 

réalisée tôt dans la vie du poulain puissent être liées au développement encore immature du 

système immunitaire du poulain lui-même (Perkins and Wagner, 2015). La faible réactivité du 

système immunitaire du poulain à la vaccination est un élément important qui doit faire l’objet 

d’études plus approfondies. 

Figure 24 Évolution dans le sérum des IgGa, IgG(T), IgGb depuis la naissance à un an 

chez le poulain. (Schéma inspiré de Perkins and Wagner, 2015). 
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Les chevaux âgés de plus de 15 ans peuvent également présenter un système 

immunitaire sous-optimal. Un processus connu chez l’Homme et les animaux est 

l’immunosénescence. C’est un processus de dysfonctionnement de l’immunité au cours du 

vieillissement. Ce processus entraîne une sensibilité plus ou moins accrue aux agents 

pathogènes et diminue l’efficacité de la vaccination. Chez les chevaux, de manière générale, 

l’immunosénescence semble plus légère que chez d’autres espèces. Il a été montré que le 

nombre de lymphocytes CD4+, CD8+, Treg et B diminuait chez les chevaux âgés (McFarlane 

et al., 2001; Horohov et al., 2002; Adams et al., 2008; DeNotta and McFarlane, 2023). A 

l’inverse, le rapport CD4/CD8, un marqueur pro-inflammatoire, augmente chez les équidés âgés 

(McFarlane et al., 2001). Les chevaux âgés présentent des profils cytokiniques responsables 

d’inflammation, avec une augmentation de l’expression du TNF-α, de l'IL-6, de l'IL-1β, de l'IL-

8, de l'IFN-γ, de l'IL-15 et de l'IL-18 ((McFarlane et al., 2001; Horohov et al., 2002; Adams et 

al., 2008). Newton et al. ont montré que les chevaux âgés présentaient un risque plus élevé 

d’être infectés par l’EIV (Newton et al., 2006). Concernant l’EHV-1, Allen (2008) a montré 

qu’il existait une forte association entre l’évolution de signes cliniques lors d’infection à EHV-

1 et l’âge des chevaux (>20 ans) (Allen, 2008). Des études ont montré que les chevaux âgés 

avaient tendance à moins bien répondre (Muirhead et al., 2008, 2010; Adams et al., 2011) et 

présentaient des titres en anticorps (IgG) plus faibles que des jeunes chevaux suite au processus 

de vaccination contre la grippe équine (Horohov et al., 1999). Cependant ces études ont été 

réalisées avec des vaccins inactivés. Une étude menée par Adams et al. a montré que les 

chevaux âgés vaccinés avec un vaccin contre l’EIV recombinant avec le virus canarypox 

déclenchait des réponses immunitaires permettant de protéger les chevaux contre les signes 

cliniques de la maladie suite à une infection expérimentale (Adams et al., 2011). Les chevaux 

âgés semblent répondre davantage avec un vaccin recombinant qu’avec un vaccin inactivé 

(Horohov et al., 1999 ; Adams et al., 2011). Les facteurs responsables de ce déclin n’ont pas 

encore été documentés et les études sur l’impact de l’âge des chevaux sur la réponse 

immunitaire aux infections et à la vaccination doivent être poursuivies. 

 

5.6. Calendrier vaccinal et réglementation 

 

L’État français ne rend, à ce jour, aucun vaccin équin obligatoire (en dehors des étalons 

utilisés en insémination artificielle) et la vaccination est l’affaire de la filière et des différents 

stud-books. La vaccination contre le tétanos, qui n’est pas une maladie contagieuse, n’est pas 

obligatoire cependant elle est vivement conseillée du fait de la gravité de la maladie. Les vaccins 
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contre la grippe équine et la rhinopneumonie sont soumis à obligation seulement dans certains 

cas de figure tels que toute participation à des manifestations équestres ou la reproduction 

(Figure 25).  

Ainsi, pour les chevaux de course au galop, le règlement à suivre est celui du Code des 

courses au galop de France Galop (France Galop, 2023). La primo-vaccination avec des vaccins 

contre la grippe équine et la rhinopneumonie doit avoir lieu dès l’âge de 6 mois et avant la fin 

de l’année de naissance du poulain. Cette primo-vaccination est composée de trois injections : 

avant le 5 mai 2021, un intervalle de 21 à 92 jours devait être respecté entre les deux premières 

injections et la troisième injection devait être réalisée entre le 150 et 215 jours pour les deux 

vaccins (EIV et EHV-1-4) ; pour les primo-vaccinations réalisées après le 5 mai 2021, les délais 

ont été raccourcis (21 à 60 jours, et 120 à 180 jours). Puis les chevaux doivent recevoir 

obligatoirement un rappel tous les 6 mois et pas d’injection dans les 4 jours précédant la course.  

Pour les trotteurs, le règlement à suivre est celui du Code des courses au trot. La primo-

vaccination doit être effectuée dans les 12 mois suivant la naissance du poulain avec un 

protocole harmonisé avec celui des galopeurs à l’exception du rappel tous les 6 mois qui est 

recommandé et au maximum annuel.  

Les chevaux participant à des compétitions équestres internationales sous l’égide de la 

Fédération Équestre Internationale (FEI) ou nationales sous l’égide de la Fédération Française 

d’Équitation (FFE) sont soumis à l’obligation vaccinale contre la grippe équine uniquement. 

Pour les compétitions FEI, les chevaux doivent avoir reçu leur rappel annuel et doivent avoir 

été vaccinés au moins 7 jours avant la compétition et dans la période des 6 derniers mois qui 

précède celle-ci avec une tolérance de 21 jours. Pour les compétitions FFE, le rappel annuel est 

obligatoire, et, seule l’obligation de respecter un délai de 7 jours sans injection avant la 

compétition est exigée.  

Les jeunes chevaux de sport qui participent aux épreuves d’élevage et de valorisation 

organisées par la Société Hippique Française (SHF) sont soumis à l’obligation de vaccination 

contre la Rhinopneumonie en plus de la Grippe. Depuis le 1er janvier 2022, la primo 

vaccination doit être réalisée par 3 injections espacées de 21 à 60 jours (vs 21 à 92 jours avant 

cette date) puis une 3ème injection de primo-vaccination après 4 à 6 mois, puis un rappel tous 

les 6 mois est recommandé (avec un maximum d’un an).  

Certains équidés reproducteurs sont concernés par l’obligation de vaccination contre la 

grippe et/ou la rhinopneumonie. Les étalons utilisés en insémination artificielle sont soumis à 

une obligation ministérielle de vaccination contre la grippe (AM 4 novembre 2010). Pour les 

autres étalons utilisés en monte naturelle et pour les juments les règles de vaccination sont fixées 
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par les règlements des Stud-books de chaque race. 

Afin d’être conforme, les vaccinations doivent avoir été réalisées par un vétérinaire et faire 

l’objet d’un enregistrement sur le document d’identification du cheval avec apposition des 

vignettes, de la date, du cachet et de la signature du vétérinaire. Bien que la vaccination contre 

la rhinopneumonie ne soit pas obligatoire pour toutes les compétitions, les instances de 

référence telles que l’OMSA recommandent maintenant des rappels semi-annuels. 

 

Figure 25 Différents protocoles de vaccination contre la grippe équine et la rhinopneumonie 

en fonction des différentes situations : courses de galop (France Galop), de trot (Le Trot), 

les compétitions organisées par la société hippique française (SHF), par la fédération 

internationale d’équitation (FEI), par la fédération française d’équitation (FFE) et les 

chevaux de la société française des équidés de travail (SFET). V1, V2 et V3 : première, 

deuxième et troisième injection du cycle de primo-vaccination, respectivement ; RA : rappel 

annuel ; RSA : rappel semi-annuel.(Selon la réglementation en Mai 2023). 
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6. Adjuvants et immunostimulants 

6.1. Les adjuvants utilisés dans les vaccins équins : Review (Veterinary 

Research) 

 

La vaccination étant l’une des stratégies les plus utilisées pour protéger les chevaux 

contre les agents pathogènes les vaccins doivent toujours faire l’objet d’un suivi de leur 

efficacité sur le terrain. Toutefois, les vaccins équins disponibles présentent parfois des limites, 

car ils n'offrent pas toujours une protection efficace à long terme et des injections de rappel sont 

souvent nécessaires. Les recherches doivent se poursuivre pour développer des vaccins 

efficaces contre les pathogènes équins émergents. Dans ce chapitre, présenté sous forme de 

revue, un inventaire des adjuvants approuvés pour les vaccins équins dans le monde entier a été 

dressé, et leur composition ainsi que leur mode d'action lorsqu'ils sont disponibles a été discuté. 

Une large gamme d'adjuvants est utilisée dans les vaccins commercialisés pour les chevaux, les 

principales familles étant les sels d'aluminium, les émulsions, les polymères, les saponines et 

les ISCOM. Les adjuvants vétérinaires déjà utilisés pour la vaccination chez d'autres espèces et 

qui sont actuellement évalués chez les chevaux afin d'améliorer la vaccination et de répondre 

au niveau de protection attendu contre les agents pathogènes dans l'industrie équine sont 

présentés. Enfin, les nouveaux adjuvants tels que les liposomes, les polymères d'acide 

polylactique, l'inuline, les nanoparticules de poly-ε-caprolactone et les co-polymères qui sont 

en cours de développement sont décrits dans ce chapitre. Dans un contexte de défiance vis-à-

vis des vaccins, l’objectif de cette revue était d'aider les acteurs et chercheurs de la filière équine 

à comprendre la composition des vaccins équins commercialisés. Par ailleurs, cette revue 

fournit une liste d'adjuvants, approuvés ou au moins évalués chez le cheval, qui pourraient être 

utilisés seuls ou en combinaison pour développer de nouveaux vaccins. 
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6.2. Molécule immunostimulante : l’iPPVO 

6.2.1. Généralités 

 

Le parapoxvirus ovis (PPVO) est un virus à ADN responsable de zoonoses qui affectent 

souvent les chèvres et moutons domestiques. Ce pathogène est connu pour être responsable de 

la production d’une variété de facteurs modulateurs qui sont maintenus même lorsque le virus 

subit un processus d’inactivation (Mayr and Mayr, 1999). Une souche du PPVO inactivée 

(iPPVO) : D1701 a d’abord été commercialisée sous le nom Baypamun® dans les années 90 

par Bayer Animals Health, DE, puis plus récemment sous le nom de Zylexis® par Zoetis®. 

L’iPPVO est recommandé dans le traitement prophylactique et métaphylactique de maladies 

infectieuses chez plusieurs espèces animales. Il a en outre été montré que l’iPPVO active les 

cellules présentatrices d’antigènes permettant une régulation à la hausse de cytokines pro-

inflammatoires. Ce composé est un bon candidat pour renforcer l’immunité avant des épisodes 

de stress tels que le sevrage ou le transport des animaux ou pendant une infection par un 

pathogène. Les effets immunostimulants de l’iPPVO sont étudiés depuis une trentaine d’années. 

L’effet immunostimulant de ce composé a fait l’objet de recherches in vitro et in vivo chez 

plusieurs espèces notamment les animaux d’élevage, les animaux de compagnie, les poissons 

ou encore in vitro sur cellules humaines. Quelques études sont également rapportées dans 

l’espèce équine. 

 

6.2.2. Activités immunostimulantes dans différentes espèces  

a) Chez le bovin 

 

C’est en 1989, que la première étude sur l’iPPVO, Baypamun® au moment de l’étude, 

a démontré les premiers effets de cet immunostimulant chez le bovin (Strube et al., 1989). Le 

Baypamun® s’est révélé capable de prévenir les signes cliniques de la rhinotrachéite infectieuse 

bovine (IBR) chez 88% des bovins soumis à une infection expérimentale par le BHV-1 3 à 7 

jours après le traitement (Strube et al., 1989). Quelques années plus tard Castrucci et al. (1995) 

ont réalisé une étude similaire incluant une infection expérimentale sur des veaux ayant été 

traités au Baypamun®. Il a été montré que si le Bayparmun® est administré au moment de 

l’infection, celui-ci entraîne une réduction de la gravité des symptômes. Ce composé influence 

également le taux de réplication virale et le titre viral obtenu par seroneutralisation a été réduit 

de 2,5 à 4,5 log. Le Bayparmun® a été à ce stade qualifié par les auteurs de Non Immune 
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Defense Mecanism (NIDM) (Castrucci et al., 1995). Ces études s’accordent à conclure que 

l’iPPVO permet principalement d’empêcher l’apparition des signes cliniques, de réduire 

l’excrétion virale, le taux de réplication virale et enfin la mortalité des veaux due à l’infection 

par l’herpèsvirus bovin de type 1 (Castrucci et al., 2000, 1995; Strube et al., 1989).  

Enfin il a été démontré très récemment que l’iPPVO pouvait être utilisé en traitement 

prophylactique et thérapeutique pour lutter contre les mammites chez les vaches laitières 

(Demirlek et al., 2021). Dans cette étude, le lait de vache a été analysé afin de caractériser les 

bactéries présentes lors de mammites et des tests de sensibilité aux antibiotiques ont été réalisés. 

Les espèces bactériennes les plus retrouvées dans l’étude étaient Staphylococus spp. et E. coli. 

L'iPPVO s’est montré capable de protéger les animaux contre l’apparition de mammite.  

Si plusieurs expériences apportent des preuves d’effets immunostimulants contre 

plusieurs maladies infectieuses chez les bovins, en revanche le mécanisme d’action de l’iPPVO 

reste à élucider. 

 

b) Chez les poissons 

 

Deux études ont testé le potentiel immunostimulant de l’iPPVO chez les poissons. La 

première menée par Ortega et al. (1996) a montré que le Bayparmun® permettait une réduction 

significative de la furonculose chez la truite arc-en-ciel, une infection due à des bactéries du 

genre Pseudomonas et Aeromonas qui affectent fréquemment la peau des poissons. L’iPPVO 

pourrait être associé à une réduction significative du taux de mortalité, à la réduction des signes 

cliniques et de la présence de la bactérie dans le sang et les organes des poissons (Ortega et al., 

1996). Une seconde étude chez le poisson chat argenté a montré que l’iPPVO pouvait réduire 

le taux de monocytes circulants, augmenter celui des hétérophiles, des granulocytes et des 

thrombocytes qui sont dans cette espèce les principales cellules de l’immunité innée assurant la 

liaison avec l’immunité acquise. L’iPPVO a donc un potentiel immunostimulant chez les 

poissons. C’est la première fois que l’iPPVO est associé au terme adjuvant dans la littérature 

(Pavan et al., 2016). L’utilisation de l’iPPVO chez les poissons pourrait donc constituer une 

méthode intéressante pour prévenir mais également traiter certaines infections.  

 

c) Chez le porc 

 

Les facteurs de stress sont connus pour provoquer des changements immunitaires 



114 
 

pouvant impacter de manière plus ou moins importante les organismes vivants. C’est le cas 

notamment chez le porc lors du sevrage du porcelet. Ce facteur de stress est à l’origine du 

syndrome diarrhéique post-sevrage et du syndrome de dépérissement du porc. Des 

complications dues à des pathogènes opportunistes peuvent alors survenir compromettant ainsi 

la survie du porcelet. L’iPPVO a été étudié in vivo chez le porcelet pour son rôle dans la lutte 

contre le syndrome diarrhéique post-sevrage et le syndrome de dépérissement du porc (Kyriakis 

et al., 1998). Il a été démontré que l’iPPVO avait amélioré les performances post-sevrages des 

porcelets traités comparativement à celles des porcelets non traités. Ce constat a été fait lorsque 

les porcelets avaient reçu une dose d’iPPVO en intramusculaire 2 jours avant le sevrage suivi 

d’une seconde dose le jour du sevrage soit à un âge d’environ 25 jours. Une étude in vivo sur 

des PBMC porcins a montré les capacités de l’iPPVO à activer et augmenter la prolifération 

des cellules T auxiliaires ainsi que la production et la libération d’IL2, d’IFNα et γ (Fachinger 

et al., 2000b, 2000a). Fachinger et al. ont  montré que les souches de poxvirus de 3 genres 

différents (Orthopoxvirus, Avipoxvirus et Parapoxvirus) possédaient des capacités similaires à 

activer les cellules du système immunitaire inné et spécifique chez le porc in vitro et in vivo 

(Fachinger et al., 2000a). Cette même étude a permis d’identifier la principale cible des 

poxvirus inactivés chez le porc : les cellules T helper. Ces cellules présentaient un phénotype 

CD4+, CD25+ et CMHII+, et étaient la principale source de cytokines sécrétées. L’iPPVO a 

également démontré un effet contre la maladie d’Aujeszky qui est une maladie hautement 

contagieuse de type herpesvirus chez les porcs et sangliers. Les effets observés sont 

principalement la réduction ou la prévention des signes cliniques de la maladie tels que la 

réduction de la température, de l’incidence de la diarrhée et de la perte de poids (Biuk-Rudan 

et al., 2004). Cependant, des porcelets ayant reçu un traitement par iPPVO 4 jours avant un 

vaccin inactivé contre la maladie d’Aujeszky n’ont pas présenté une augmentation significative 

dans la proportion des cellules T CD4+ et CD8+ (Andrišić et al., 2022). Chez le porc ces 

différentes études s’accordent à dire que l’iPPVO est capable d’activer le système immunitaire 

inné chez les porcs in vivo et in vitro (Biuk-Rudan et al., 2004; Fachinger et al., 2000b, 2000a; 

Kyriakis et al., 1998). 

 

d) Chez le chat 

 

Les effets de l’iPPVO chez le chat sont plus controversés. Dans les années 90, le 

Baypamun® était le traitement le plus utilisé en Allemagne et dans divers pays européens pour 

traiter les infections des chats par le virus de la leucémie féline (feline leukemia virus-FeLV) 
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(Hartmann et al., 1998). Une étude menée par Hörber et Mayr en 1991 rapporte la guérison de 

80 à 100 %  des chats atteints de FeLV (Hörber and Mayr, 1991). Cependant une seconde étude 

indique que le Baypamun® n’a pas eu d’influence détectable sur l’infection par le FeLV et les 

résultats précédents n’ont pas pu être reproduits, laissant penser que l’iPPVO ne peut être 

recommandé pour le traitement d’une telle infection (Hartmann et al., 1998). 

 

e) Chez les ovidés 

 

De manière assez surprenante, l’iPPVO a fait l’objet de très peu d’étude chez les ovins. 

Une étude menée en 2000 par Winnicka et al. s’est intéressée à l’effet du Baypamun® sur les 

leucocytes de chèvre (Winnicka et al., 2000). L’iPPVO a renforcé la réponse immunitaire non 

spécifique chez la chèvre en particulier lors de cas d’immunosuppression. L’immunosupression 

avait été provoquée volontairement par l’injection de Dexafort (principalement composé de 

dexamathasone ayant des propriétés anti-inflammatoires). En phase initiale 

d’immunosupression, l’iPPVO n’a pas montré d’efficacité. Cependant 10 jours après la prise 

du traitement il a permis d’augmenter significativement le nombre de cellules 

immunocompétentes : CD2+, CD4+ et CD8+. 

 

f) Chez le chien 

 

Chez le chien, 2 études présentent des données similaires et complémentaires sur l’effet 

de l’iPPVO sur la réponse immunitaire. La capacité immunostimulante sur le système 

immunitaire inné a fait l’objet d’une étude in vitro dans laquelle l’évaluation du burst oxydatif, 

la modulation de la phagocytose par les leucocytes, l’activation des lymphocytes T ainsi que la 

production d’anticorps spécifiques de l’iPPVO ont été étudiées. L’iPPVO a été capable de 

stimuler les mécanismes immunitaires phagocytaires et d’activation des lymphocytes T dans 

les leucocytes sanguins chez le chien (Schütze et al., 2009). L’augmentation de la production 

des anticorps spécifiques de l’iPPVO en réponse aux injections de l’immunostimulant chez le 

chien a eu un impact sur le burst oxydatif en permettant son augmentation (Schütze et al., 2010, 

2009). L’étude va même plus loin dans le temps et présente des résultats collectés 4 ans après 

un traitement par le Zylexis®, montrant que le burst oxydatif était maintenu (Schütze et al., 

2010). 
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g) Chez la souris 

 

Le modèle murin représente un modèle d’étude in vitro et in vivo courant. Les 

recherches sur l’iPPVO ne font pas exception. Les réponses immunitaires liées à l’injection de 

l’iPPVO ont été étudiées chez la souris dans des modèles physiologiques et dans le cadre de 

recherche de traitements contre les cancers épithéliaux. Chez la souris, il semble que l’iPPVO 

soit un excellent stimulant des réponses interféron type I (IFN-α et -β) (Siegemund et al., 2009; 

Anziliero et al., 2014a; Von Buttlar et al., 2014),  type II (IFN-γ) (Anziliero et al., 2014b, 2014a) 

et type III (Von Buttlar et al., 2014). Il a également pu être constaté que l’iPPVO augmentait 

significativement le niveau des cytokines pro-inflammatoires in vitro et in vivo dans les 48 

premières heures post-injection (Anziliero et al., 2014b, 2014a; Avci et al., 2016; Siegemund 

et al., 2009; von Buttlar et al., 2014). Les CMH I et II sont régulés à la hausse par les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes dérivées de la moelle osseuse mais pas par les cellules dendritiques 

conventionnelles, suite à un traitement par iPPVO (Siegemund et al., 2009). Il a également été 

montré que l’iPPVO se retrouvait dans le compartiment endosomal et dans le cytosol des 

cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse. Une étude de Siegmund et al. (2009) a 

montré que l’iPPVO provoquait, dans ces cellules, la libération d’IFN-α et -β par des voies 

indépendantes des TLR. En effet, la libération d’IFN a été constatée en absence du gène MyD88 

ou de la protéine adaptatrice contenant le domaine TIR qui induit l’interféron (TRIF). Il 

semblerait que l’induction d’IFN soit dépendante du facteur de régulation de l’IFN 7 (IRF7) 

mais pas de l’IRF3. En revanche et contrairement aux IFNs, la libération du TNF-α induite par 

l’iPPVO et l’augmentation de l’expression du CMH-I et du CD86 nécessite la présence de 

MyD88, suggérant des mécanismes dépendants et indépendants des TLR (Siegemund et al., 

2009). Von Buttlar et al. ont identifié le TLR9 endosomal comme principal récepteur de 

reconnaissance de l’iPPVO dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes (von Buttlar et al., 

2014). Un traitement par cet immunostimulant entraînerait également une activité bactéricide. 

En effet les sérums de souris traitées par iPPVO ont montré une activité bactéricide sur 

Escherichia coli dans les 1 à 3 jours qui suivent le traitement (Anziliero et al., 2014b). Une 

étude de Fiebig et al. a pu montrer pour la première fois dans des modèles de tumeurs 

transplantables, qu’un virus inactivé était capable d’induire in vivo des réponses biologiques 

entraînant une activité anti-tumorale via les cellules NK (Fiebig et al., 2011). L’effet est 

également visible lorsque l’individu est en condition d’immunodéficience sévère. Cette étude 

ne permet cependant pas de conclure sur les mécanismes d’action de l’iPPVO en tant que 

traitement anti-tumoral. Dans un modèle d’infection du foie par le virus de l’herpes simplex 1, 
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les injections d’iPPVO ont permis de protéger les souris contre une infection létale (Weber et 

al., 2003). De manière générale les études sur modèle murin s’accordent à dire, et ce comme 

pour de nombreuses autres espèces, que l’iPPVO est lié à l’activation d’un mécanisme 

immunitaire inné contribuant à un effet antiviral et antibactérien in vivo (Siegemund et al., 2009; 

Fiebig et al., 2011;Anziliero et al., 2014a, 2014b). Les cytokines liées au Th1, autorégulatrices 

et Th2 sont, entre autres, des facteurs importants de l’activité de l’iPPVO et sont en grande 

partie responsables de son effet immunostimulant (Anziliero et al., 2014a; Avci et al., 2016).  

 

h) Chez l’Homme 

 

L’effet de l’iPPVO a également été étudié chez l’Homme et des études ont montré un 

potentiel antiviral et immunostimulant. Une étude de Weber et al., a montré l’effet stimulateur 

de l’iPPVO sur  les leucocytes du sang périphérique dans leur capacité à induire la sécrétion de 

cytokines inflammatoires (IL-1, IL-18, TNF-α , IL-6, IL-8) mais aussi d’IL-12 , IL-4, IL-10 et 

de l’IFN-γ ( Weber et al., 2003; Friebe et al., 2004). Il semble que l’iPPVO entraîne une cascade 

de cytokines favorisant la lutte contre certaines infections virales. Friebe et al. ont montré que 

l’activation des monocytes et CPA se faisait via la signalisation sur CD14 et un TLR, sans doute 

TLR4, lorsque l’iPPVO se retrouve au contact des cellules immunitaires (Friebe et al., 2004). 

S’en suit une cascade de réactions pro-inflammatoires puis anti-inflammatoires permettant une 

auto-régulation de la réponse. Paulsen et al. ont montré une approche thérapeutique avec 

l’iPPVO contre 2 pathogènes infectant le foie humain : le virus de l’hépatite B et celui de 

l’hépatite C (VHB et le VHC) (Paulsen et al., 2013). Dans cette étude, les auteurs ont fait la 

démonstration de l’activité antivirale de l’iPPVO sur les virus VHB et VHC et également d’une 

activité anti-fibrotique dans un modèle de fibrose hépatique. L’incubation de cellules 

réplicatives du VHC avec des cellules immunitaires humaines traitées avec deux souches 

d’iPPVO (D1701 et NZ2) pendant 3 jours a permis une inhibition significative de la réplication 

du VHC in vitro. De même, des souris infectées par le VHB et traitées avec l’iPPVO (D1701 

ou NZ2) ont présenté une réduction significative de l’infection virale (Paulsen et al., 2013). 

Récemment une étude s’est intéressée au potentiel anti-leucémique de l’iPPVO chez l’homme. 

Bien que des analyses plus approfondies soient nécessaires, l’iPPVO a pu induire une activation 

précoce (après 24 h d’incubation en présence d’iPPVO) des cellules T (CD8+) et altèrer la 

différenciation des cellules T effectrices et de ce fait avoir des effets prometteurs en tant que 

thérapie potentielle contre la leucémie myéloïde chez l’homme (Ansprenger et al., 2018).  

Depuis fin 2019 le SARS-CoV-2 a fait son apparition avec la pandémie de Covid-19. 
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La recherche de traitements et de vaccins pour stopper ce virus a conduit à tester de nombreuses 

molécules. Parmi les différents composés testés, une équipe s’est intéressée à l’effet de l’iPPVO 

(souche OV-SY17) sur la transmission aérienne du SARS-CoV-2. En effet, les petites particules 

(< 5 µm) restent plus longtemps dans l’air facilitant la propagation des particules virales et donc 

la transmission du virus (Morawska et al., 2009; Ehsanifar, 2021). Dans cette étude, les auteurs 

ont montré que l’iPPVO avait la capacité de modifier la distribution des tailles des particules 

aérosols excrétées chez des hamsters (modèle petit animal recommandé pour étudier le SARS-

CoV-2). La modification de la taille des particules aérosols a bloqué la transmission virale par 

voie aérienne et a également accéléré la clairance virale à la suite d’une infection expérimentale 

avec une souche SARS-CoV-2 dans ce modèle (Cui et al., 2022). 

 

6.2.3. Activités immunostimulantes chez le cheval 

 

Du fait de sa commercialisation en tant qu’immunomodulateur chez différentes espèces 

animales dont les chevaux, l’iPPVO a fait l’objet de quelques études chez les équidés sur 

modèle cellulaire équin et sur animal.  

In vitro, la caractérisation du profil cytokinique a mis en évidence la capacité de 

l’iPPVO à augmenter l’expression de l’IFN-γ et de l’IFN-β à des niveaux supérieurs à ceux 

observés avec la Concanavaline A sur des cultures de PBMC équins (Horohov et al., 2008). Le 

traitement par l’iPPVO a montré sa capacité à entraîner une expression élevée et transitoire 

d’IFN-α et IFN-β et de manière plus modérée d’IFN-γ, de TNF-α et d’IL10 dans les premières 

48h post-traitement sur PBMC équins (Horohov et al., 2008; Hue et al., 2017). En revanche, 

l’expression de cytokines comme l’IL1-β et l’IL6 n’a pas été observée (Hue et al., 2017).  

L’effet de l’iPPVO a été étudié sur des herpèsvirus de diverses espèces dont le cheval 

(Figure 26). Les différents effets de l’iPPVO lors d’une infection par les herpesvirus ont 

également fait l’objet d’une étude in vitro. Comparativement à la condition sans traitement, 

l’expression des cytokines IFN-α et IFN-β était plus précoce et plus forte lorsque les PBMC 

infectés par l’EHV-1 avaient été traités par l’iPPVO. L’expression des IFN-γ, TNF-α, IL-6 et 

IL-10 était plus modérée mais également supérieures en présence d’iPPVO (Hue et al., 2017). 

Sur un modèle de culture de PBMC équins, l’iPPVO n’a pas démontré d’effet sur la réplication 

virale d’EHV-1. Il est à noter que les réponses cytokiniques ne sont pas toujours homogènes et 

qu’il faut prendre en compte les effets liés à l’hôte qui peuvent entraîner des différences dans 

les réponses enregistrées. Mais les différents résultats montrent que l’iPPVO stimule 

globalement la production de certaines cytokines également dans le modèle équin. De manière 
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générale l’iPPVO est associé à une stimulation de la réponse inflammatoire. L’augmentation 

d’IFN-γ montre également la capacité de l’iPPVO à stimuler la réponse innée (Figure 27). Il y 

a cependant peu d’études et aucune récente n’a été réalisée avec l’iPPVO chez le cheval. In 

vivo, le traitement par l’iPPVO a induit l’augmentation de l’ARNm de l’IL-15 et l’IL-18 24h 

après une première injection (Horohov et al., 2008).  

 

L’étude de l’effet de l’iPPVO sur des poulains infectés par Rhodococcus equi, bactérie 

intracellulaire responsable de pneumonies chez les jeunes poulains, a montré une augmentation 

des cellules sécrétant l’IFN-γ chez des poulains âgés de 7 à 14 jours mais cette capacité n’a pas 

été observée chez les poulains plus jeunes (Sturgill et al., 2011). Il est à noter que l’iPPVO n’a 

pas eu la capacité de réduire le développement des signes cliniques. Ryan et al. ont montré que 

l’iPPVO était capable d’augmenter la capacité des neutrophiles à phagocyter Rhodococcus equi 

et le burst oxydatif de 12 jours à 24 jours suivant les injections d’iPPVO (Ryan et al., 2010). 

Comme lors des études précédentes, une augmentation de l’expression de l’ARNm du TNF-α 

dans les macrophages a été observée. L’iPPVO a également permis d’augmenter l’expression 

de l’IL-1 p40 dans les macrophages du liquide broncho-alvéolaire infecté par Rhodococcus equi 

au 12èmejour suivant l’injection.  

Figure 26 Etude de l’effet de l’iPPVO sur des herpèsvirus de diverses espèces 

(in vitro et in vivo). 
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Une étude menée par Ziebell et al. sur des jeunes chevaux a montré la capacité de 

l’iPPVO à réduire les signes cliniques dûs à l’EHV-1 et -4 (Ziebell et al., 1997). Les scores 

cliniques des chevaux traités avec l’iPPVO ont été réduits de 40% et 50% des chevaux (n=13) 

n’ont pas présenté d’écoulement nasal purulent. Une autre étude a montré la réduction des 

signes cliniques (écoulement nasal, hypertrophie des ganglions lymphatiques, température 

rectale) suite au traitement à l’iPPVO. Lors de cette étude l’excrétion virale a été réduite chez 

les chevaux du groupe traité par rapport au groupe témoin, en particulier sur la période du 11ème  

au 16ème  jour (Ons et al., 2014). Dans cette dernière étude, l’effet de l’iPPVO sur Streptococcus 

equi a pu être mesuré suite à une infection naturelle. Les auteurs ont montré que le traitement 

par l’iPPVO n’empêchait pas l’excrétion de la bactérie chez les chevaux infectés.  En revanche 

l’excrétion de Streptococcus equi a été réduite au bout de 14 jours dans la population traitée 

contrairement à la population témoin.  
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Figure 27 Mécanisme d’action supposé de l’iPPVO.  L’iPPVO déclenche les mécanismes de la 

réponse immunitaire innée. L’iPPVO est pris en charge par les cellules présentatrices d’antigènes 

(CPA). Cette action entraîne la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-

18 et déclenche également la réponse interféron (IFN-α, -β et -γ). La sécrétion d’IL-15 par les CPA 

permet d’activer les cellules tueuses (NK), lesquelles sécrètent en retour de l’IFN-γ. Les CPA 

présentent également l’antigène (iPPVO) aux lymphocytes T (LT) naïfs via le CMH-II ce qui entraîne 

le déclenchement de la réponse adaptative. Les LT naïfs activent la voie Th2 grâce à l’IL-4 et à l’IL-

10 ce qui permet aux lymphocytes B (LB) de produire des anticorps spécifiques. Ils peuvent 

également activer la voie Th1 grâce à l’IL-18 et à l’IFN-γ ce qui permet l’activation des lymphocytes 

T cytotoxiques (LTC). 
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Ce travail de thèse a pour objectif de tester une nouvelle approche vaccinale chez le cheval 

afin de favoriser une réponse plus importante en amplitude et dans la durée, pour répondre à 

des problématiques actuelles de limites d’efficacité de certains vaccins mais également de 

rupture d’approvisionnement. Ce projet concerne deux maladies d’importance pour la filière 

équine, la grippe équine et la rhinopneumonie. Si des vaccins sont disponibles pour lutter contre 

ces deux maladies, l’efficacité du vaccin contre la rhinopneumonie est parfois remise en cause 

contrairement à celle du vaccin contre la grippe. 

Nous avons donc choisi de tester l’effet d’un composé aux propriétés adjuvantes, l’iPPVO, 

sur la réponse humorale induite par différents vaccins. La grippe équine présentant l’avantage 

de permettre un suivi de la réponse en anticorps par la méthode SRH associée à des corrélats 

de protection bien définis, nous avons choisi de réaliser la mise au point du protocole avec ce 

vaccin et ainsi de faire la preuve de concept sur ce modèle. Ceci nous a donné l’opportunité de 

tester une nouvelle méthode de quantification des anticorps par mesure d’impédance, grace à 

l’appareil xCELLigence®, qui présente l’avantage d’être automatisée et à haut débit. 

L’effet de l’iPPVO a été étudié, l’année suivante, en co-administration avec un vaccin contre 

la rhinopneumonie par deux méthodes de séroneutralisation, l’une classique recommandée par 

l’OMSA et l’autre basée sur une technologie xCELLigence®. 

Les deux premières parties de cette thèse concerneront l’ensemble des résultats obtenus 

dans l’espèce cible lors d’expériences in vivo. Un premier article, publié dans Vaccines, 

présente l’effet de l’iPPVO sur la vaccination contre la grippe équine. Un second article 

présente le développement d’une méthode de mesure des anticorps contre l’EIV par 

impédancemétrie. Un troisième article présentera les effets de l’iPPVO dans un protocole de 

vaccination contre la rhinopneumonie. Une dernière partie, sera consacrée à un travail 

préliminaire in vitro portant sur l’expression des cytokines et des différentes voies de 

signalisation potentiellement impliquées dans la réponse à l’iPPVO.  
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Les travaux de recherche ont nécessité de travailler sur des échantillons sanguins prélevés 

sur des chevaux. Pour la réalisation du projet, il a fallu identifier une population de chevaux 

accessible sur une période définie pour l’étude. Nous avons travaillé en partenariat avec 

l’Institut Français du Cheval et de l’Equitation (IFCE) et en particulier avec la Jumenterie du 

Pin. Ce travail a nécessité d’instruire des dossiers de demande d’autorisation de projet utilisant 

des animaux à des fins scientifiques auprès d’un Comité d’Éthique et du Ministère de la 

Recherche. De plus, ce projet de thèse impliquait l’utilisation du Zylexis®, un immunostimulant 

ne possédant pas d’autorisation de mise sur le marché (AMM) en France. L’importation du 

Zylexis® a dû faire l’objet d’une demande d’importation auprès de l’Agence du médicament de 

l’Anses. Dans le cadre de ma thèse, j’ai été en charge de la gestion et du suivi des relations avec 

ces différentes instances. Les différentes étapes sont schématisées sur la figure 28. 
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Figure 28 Schématisation des différentes démarches pour la réalisation des études in vitro et 

in vivo (i.e. étude de l’effet de l’iPPVO en co-injection avec un vaccin contre la grippe équine 

et avec un vaccin contre la rhinopneumonie) du projet de thèse. 
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1. Preuve de concept de l’efficacité de l’iPPVO en co-administration avec 

un vaccin EIV et développement d’une nouvelle méthode de 

séroneutralisation en temps réel de l’EIV  

 

1.1. Effet adjuvant de l’iPPVO en co-administration avec le vaccin Equilis 

Prequenza® Te 

 

1.1.1. Introduction 

 

Depuis le premier isolement du virus de la grippe équine en 1956, le virus a évolué et 

est aujourd’hui endémique dans de nombreux pays. L’EIV est à l'origine d'importantes 

épidémies dans le monde, malgré des mesures de surveillance et de prévention. En 2019, 

l'Europe a été confrontée à une importante circulation d’EIV, avec de multiples foyers en 

France, en Belgique et en Allemagne. Le Royaume-Uni a signalé à lui seul plus de 200 foyers 

de grippe équine, provoquant l'arrêt des courses de chevaux pendant 6 jours et des pertes 

économiques considérables (Fougerolle et al., 2019). Au cours des 10 dernières années, le 

nombre de foyers a considérablement augmenté en Amérique du Nord et du Sud, en Europe, en 

Asie et en Afrique (Oladunni et al., 2021). La lutte contre ce virus repose principalement sur 

un moyen de prévention qu’est la vaccination. Les premiers vaccins contre la grippe équine ont 

été développés dans les années 1960 (Daly et al., 2004) et n’ont cessé d’être améliorés pour 

faire face à l’évolution du virus et limiter la survenue d’épizooties. L'évolution de l’EIV a 

conduit l'OMSA à émettre des recommandations, sur la base des rapports de surveillance des 

différents pays et d’études réalisées par les laboratoires experts, auprès des fabricants de vaccins 

pour effectuer des mises à jour afin de maintenir leur efficacité (OIE, ESP, 2019). Malgré cela, 

à cette date, tous les vaccins ne contiennent pas les souches recommandées par l’OMSA (Clade 

1 : A/eq/South Africa/04/2003-like ou A/eq/Ohio/2003-like et Clade 2 : 

A/eq/Richmond/1/2007) (Oladunni et al., 2021). La mesure du taux d’anticorps présent dans 

les sérums équins et le suivi de ce taux, notamment lors de la vaccination, fournissent des 

données importantes sur l’efficacité d’un vaccin. Chez le cheval, la méthode SRH est utilisée 

pour mesurer les taux d’anticorps anti-EIV. Cette méthode, pour laquelle des corrélats de 

protection ont pu être déterminés, a permis de caractériser différents niveaux de protection chez 

le cheval contre le virus de la grippe équine : la protection clinique et la protection virologique 

(Mumford et al., 1994b; Newton et al., 2000). Ainsi, ces données bien caractérisées permettent 

d’envisager des protocoles afin d’améliorer le niveau et la durée de protection. Le Parapoxvirus 

ovis inactivé ou iPPVO est un immunostimulant commercialisé sous le nom de Zylexis par 
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Zoetis®. L'injection d’iPPVO entraîne notamment une stimulation non spécifique de la réponse 

immunitaire innée (Rush and Flaminio, 2000). 

 

Cette première étude vise à améliorer le protocole lors de la vaccination contre la grippe 

équine par l’ajout du Zylexis en tant que potentiel adjuvant. L’étude a été réalisée à la 

Jumenterie du Pin (61) sur le plateau technique de l’IFCE. La première étape a consisté à 

sélectionner une population de chevaux présentant des réponses en anticorps mesurées par SRH 

relativement homogènes suite à un rappel vaccinal annuel pour permettre d’objectiver une 

hausse des valeurs après traitement. Puis l’effet de l’iPPVO lors d’un rappel 6 mois après la 

vaccination a été mesuré. Il s’agissait d’établir une preuve de concept qui visait à démontrer le 

potentiel adjuvant de l’iPPVO pour augmenter le niveau d’anticorps et de ce fait maintenir un 

bon niveau de protection des chevaux lors de la vaccination contre la grippe équine. 

 

1.1.2. Article 1 

 

Article accepté en Décembre 2022 dans le journal « Vaccines » (Impact factor : 4,961). 
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Table S1. Rectal temperature (°C) and injection site effects before injection and 6 days after 

the first injection of iPPVO. 
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1.1.3. Résultats et discussion 

 

Au cours de cette étude, la réponse en anticorps mesurée par SRH a été suivie lors de 

rappels semi-annuels avec le vaccin EQUILIS® Prequenza Te en présence et en absence 

d’iPPVO.  

 

Dans un premier temps, nous avons sélectionné, sur la base des taux obtenus par SRH, 

une population de 20 chevaux parmi les 62 chevaux présents sur le plateau technique de l’IFCE. 

En effet, en l’absence d’information sur l’effet de l’iPPVO sur les anticorps dirigés contre le 

virus de la grippe équine, nous avons choisi de sélectionner 20 chevaux présentant des réponses 

homogènes suite à un rappel vaccinal annuel. Ainsi, les niveaux d’anticorps anti-EIV mesurés 

étaient similaires dans les 2 groupes sur les mesures des 6 mois précédant le démarrage de 

l’étude.  

 

 Dans un deuxième temps, l’effet de l’iPPVO en tant qu’adjuvant du vaccin contre la 

grippe équine a été mesuré lorsque celui-ci est administré au moment d’un rappel vaccinal semi-

annuel à proximité de la zone d’injection du vaccin. Nous avons mesuré la capacité de l’iPPVO 

à augmenter la réponse en anticorps grâce à deux tests SRH utilisant des souches d’EIV de 

Clade 1 et de Clade 2. Nous avons constaté la capacité de l’iPPVO à maintenir les niveaux 

d’anticorps jusqu’à 6 mois après les injections pour la souche EIV de clade 2. Une étude réalisée 

par Lunn et al. (2004) avait montré la capacité immunostimulante de l’iPPVO chez des chevaux 

lors d’une infection expérimentale en mesurant par SRH une augmentation du taux d’anticorps 

anti-EIV. L’effet de l’iPPVO sur la production d’anticorps contre la grippe équine a pu être 

observé. Les corrélats de protection associés à la méthode SRH ont permis d’établir que 

l’iPPVO était capable d’augmenter le niveau de protection des chevaux lors d’une vaccination 

semi-annuelle pour les souches EIV de Clade 1 et 2. Un cheval qui ne présente pas un niveau 

d'anticorps suffisant pour assurer une protection clinique après la vaccination annuelle peut être 

considéré comme un faible répondeur à la vaccination. Cette étude comprenait trois faibles 

répondeurs dans le groupe iPPVO et deux dans le groupe de contrôle pour la souche EIV Clade 

1 et un mauvais répondeur dans le groupe iPPVO vis-à-vis de la souche EIV Clade 2. Les 

résultats montrent le potentiel de l'iPPVO à augmenter la réponse immunitaire chez un cheval 

faible répondeur. Si cette capacité était confirmée, l’iPPVO pourrait être intéressant pour 

renforcer la réponse immunitaire des chevaux faibles répondeurs. Ceci permettrait de limiter 

les risques à l’introduction de chevaux dans les haras. L’intérêt de ce travail réside également 
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dans la facilité d’utilisation car l’iPPVO est administré au même moment qu’un vaccin inactivé 

contenant un adjuvant de type ISCOMatrix, mais sur un autre site d’injection. Les vaccins 

inactivés et adjuvantés avec des ISCOMatrix ont entraîné dans de précédentes études une forte 

production d’anticorps (Hannant et al., 1993; Paillot et al., 2008). Les ISCOM ont également 

été associés à une bonne stimulation des réponses Th1 et Th2 (Paillot, 2014) et à une capacité 

à améliorer la présentation des antigènes par les cellules présentatrices d’antigènes (Sjölander 

et al., 1998; Villacres et al., 1998). De ce fait, l’iPPVO pourrait renforcer la capacité des ISCOM 

à potentialiser la réponse en anticorps contre l’EIV lorsqu’ils sont utilisés en combinaison. Des 

études in vitro menées sur des PBMC équins ont montré que le traitement par l’iPPVO 

entraînait une expression élevée d’IFN-α et IFN-β et de manière plus modérée d’IFN-γ, de TNF-

α et d’IL10 dans les premières 48h suivant le traitement (Horohov et al., 2008; Hue et al., 2017). 

De manière générale l’iPPVO est associé à une stimulation de la réponse inflammatoire. 

L’augmentation d’IFN-γ montre également la capacité de l’iPPVO à stimuler la réponse innée. 

Les effets immunostimulants de l’iPPVO combinés à ceux d’un vaccin inactivé contre la grippe 

équine contenant un adjuvant ISCOMatrix, pourraient expliquer l’augmentation et le maintien 

des anticorps chez les chevaux ayant reçu l’iPPVO. Une étude sur différentes combinaisons 

d’adjuvant dans un vaccin contre la fièvre aphteuse a montré qu'une combinaison de protéines 

recombinantes ISCOM et d’émulsion (Montanide ISA 206) était le meilleur choix pour obtenir 

des titres protecteurs précoces et une immunité plus durable (Bayry et al., 1999). Les 

combinaisons d’adjuvants comprenant les ISCOM sont peu étudiées à ce jour mais les résultats 

de notre étude montrent qu’il serait intéressant d’explorer davantage cette piste. 

 

Cette étude a permis d’établir la preuve de concept de l’utilisation de l’iPPVO, sous sa 

forme commerciale, en tant qu’immunostimulant au cours du processus de vaccination des 

chevaux contre la grippe équine pour i) augmenter le niveau d’anticorps et ii) par conséquence 

le niveau de protection des chevaux et iii) maintenir ce niveau plus longtemps. De plus, cette 

étude a confirmé qu’un vaccin ne contenant pas de souche de Clade 2 était capable d’augmenter 

les niveaux d’anticorps anti-EIV contre une souche de Clade 1 et de Clade 2. 
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1.2. Preuve de concept de l’utilisation de l’impédancemétrie pour l’analyse 

de la réponse en anticorps neutralisant l’EIV 

 

1.2.1. Introduction 

 

Les anticorps neutralisants, produits en réponse à l'infection ou après l'immunisation, 

représentent la ligne de défense la plus importante contre l'infection par l’EIV. Ces anticorps 

ciblent l'hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA) du virus et perturbent le cycle de la 

réplication virale en empêchant le virus de se fixer à la surface des cellules cibles (anticorps 

spécifique HA) ou d’être libérés (anticorps spécifique NA). Afin de déterminer le statut 

immunitaire des chevaux et de suivre l’évolution du taux d’anticorps faisant suite à une 

vaccination ou une infection, il est nécessaire d’avoir à disposition des outils spécifiques, 

sensibles et si possible faciles à mettre en œuvre.  

 

Un indicateur pertinent de la stimulation de la réponse humorale est l’augmentation des 

anticorps neutralisants. Les principaux outils permettant de mesurer la réponse humorale chez 

le cheval sont aujourd’hui : le test d’hémolyse radiale simple (SRH) qui permet de mesurer le 

niveau d’anticorps fixant le complément, le test d’inhibition de l’hémagglutination qui permet 

de mesurer les anticorps dirigés contre l’hémagglutinine et des tests ELISA qui détectent les 

anticorps dirigés contre les nucléoprotéines virales du virus de la grippe équine. Le test de 

séroneutralisation actuel repose sur l’utilisation d’œufs de poules embryonnés (Yamanaka et 

al., 2015). Cette méthode nécessite un grand nombre d’œufs et la mise en œuvre ne peut être 

réalisée que dans des laboratoires spécialisés. Une nouvelle approche de la séroneutralisation 

basée sur le suivi en temps réel de la neutralisation du virus a été développée sur le système 

xCELLigence® (ACEA, Biosciences, CA, USA) et permet le suivi de la croissance cellulaire 

en temps réel. Ce système présente l’avantage de pouvoir analyser 6 plaques de culture de 96 

puits simultanément, et le réseau de microélectrodes permet de mesurer les variations de valeurs 

d’impédance traduisant les modifications du nombre de cellules et de leurs morphologies (Solly 

et al., 2004). Ces variations sont retranscrites en un signal arbitraire appelé l’index cellulaire 

(CI – « Cell Index ») qui permet de quantifier le statut cellulaire de manière non invasive au 

cours du temps. Witkowski et al. ont développé un modèle de titrage des anticorps de poxvirus 

à l’aide de cette technologie (Witkowski et al., 2010). Récemment, une étude réalisée dans 

l'espèce équine a décrit pour la première fois le suivi en temps réel de la réponse immunitaire 

par un test de neutralisation des anticorps (RTNA) utilisant la technologie RTCA. Ce suivi des 
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anticorps sériques dirigée contre l'EHV-1 peut être réalisé chez des chevaux suite à une 

infection ou après vaccination (Sutton, 2021).  

  

Si la méthode SRH est bien reconnue dans le suivi de la réponse à la vaccination contre la 

grippe chez le cheval, elle demeure une technique assez lourde à mettre en œuvre et la lecture 

qui fait appel à l’œil de l’expérimentateur peut présenter des biais. Aussi la mise en œuvre d’une 

méthode automatisée pouvant être réalisée sur un grand nombre d’échantillons présente un réel 

intérêt. 

Ce travail présente la mise au point du suivi en temps réel (sur xCELLigence®) sur cellules 

MDCK, des anticorps anti-EIV issus de sérums équins caractérisés. La deuxième partie de 

l’étude porte sur l’analyse de la corrélation entre les mesures obtenues par ce système innovant 

et celles obtenues par la technique SRH. 

 

1.2.2. Article 2 

 

Flora Carnet, Gabrielle Sutton, Christine Fortier, Romain Paillot, Pierre-Olivier Vidalain & 

Stéphane Pronost. Measurement of the antibodies neutralisation of the equine influenza 

virus by impedancemetry. (En préparation pour soumission dans le journal Veterinary 

Microbiology). 
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1.2.3. Résultats et discussion 

 

Lors de ce travail, nous avons pu établir la preuve de concept de l’utilisation de 

l’appareil xCELLigence® pour suivre l’infection en temps réel des cellules MDCK par une 

souche de virus de la grippe (A/equine/Jouars/4/2006 (H3N8)) et démontrer l’utilisation de 

l’outil pour mesurer en temps réel la séroneutralisation du virus suite à l’ajout de sérums. 

 

Dans un premier temps, nous avons défini les conditions de suivi de la formation d’ECP 

induits par la souche A/equine/Jouars/4/2006 (H3N8) sur cellules MDCK par l’appareil 

xCELLigence®. Pour cela le développement d’un modèle d’infection par l’EIV a été établi en 

réalisant un suivi par impédancemétrie et en parallèle par microscopie. Le modèle développé a 

mis en évidence une diminution du Cell Index au cours du temps lors de l’infection cellulaire 

par l’EIV lorsque les conditions optimales ont été définies. Comme décrit dans le manuel de 

l’OMSA la culture de l’EIV sur les cellules MDCK nécessite l’ajout, dans le milieu de culture 

cellulaire, de trypsine-TPCK au moment de l’infection virale (OIE, 2019). La concentration 

optimale de trypsine-TPCK permettant l’infection des cellules et induisant le minimum de 

cytotoxicité a donc été déterminée dans notre modèle (0,25 µg/ml). Parallèlement, la 

concentration virale induisant l’infection totale du tapis cellulaire et entraînant un CI nul au 

bout de 48 heures suivant l’infection a été déterminée (inoculum 4.9x103 TCID50/ml ; dilution 

0,1). La détermination des conditions d’infection optimales est un élément indispensable et 

déterminant pour effectuer des analyses sur l’infection virale (i.e. mesure de neutralisation 

virale). 

 

Dans un second temps nous avons vérifié s’il existait une corrélation entre les mesures 

d’anticorps par SRH et les mesures d’aire sous la courbe obtenues avec le modèle de 

séroneutralisation en temps réel. En effet, l’incubation de l’EIV avec des sérums équins non 

dilués permet d’obtenir une corrélation avec la protection induite par les anticorps présents dans 

le sérum avec une analyse par le test ROC (R² = 0,56). Cette étude a permis de déterminer le 

seuil de protection (71%) d’un sérum par RTNA en utilisant les valeurs de pourcentage d’aire 

sous la courbe. La possibilité de déterminer le niveau de protection d’un sérum contre l’EIV en 

utilisant une faible quantité de sérum et un temps de manipulation restreint peut s’avérer 

intéressante. 
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Enfin, les mesures d’anticorps par la méthode SRH étant associées à des corrélats de 

protection bien définis (Mumford et al., 1994 ; Newton et al., 2000) (i.e. valeur < 85 mm² : pas 

ou peu de protection ; 85 mm² < valeur < 150 mm² : protection clinique ; valeur > 150 mm² : 

protection virologique), nous avons cherché si une corrélation existait avec les valeurs obtenues 

par RTNA. L’approche utilisée dans cette étude est basée sur celles développées par Witkowski 

et al. (2010) et Sutton (2021). La mesure de l’activité neutralisante des anticorps contre la grippe 

équine peut être réalisée à partir de la dilution des sérums et permet d’obtenir un titre en 

anticorps basé sur les mesures d’aire sous la courbe et la détermination d’IC50. L’analyse des 

valeurs RTNA comparées aux valeurs SRH par un test ROC a révélé que celles-ci, bien que 

plus dispersées, présentent une relation avec les niveaux de protections établis en SRH (R² = 

0,65 et R= 0,80). Yamagishi et al. ont trouvé une corrélation entre le test SRH et le test de 

neutralisation (R = 0,75) (Yamagishi et al., 1982). Par ailleurs, une étude de Scott et al. menée 

sur 20 sérums équins a montré une corrélation entre un test de seroneutralisation utilisant un 

pseudovirus et le test SRH (R= 0,65) (Scott et al., 2012). Plus récemment, la comparaison des 

valeurs de ces deux derniers tests sur un nombre plus important de sérums équins (n=134) a 

permis d’améliorer la corrélation (R= 0,70) (Kinsley et al., 2020). Nos résultats sont en accord 

avec les coefficients de corrélation obtenus dans des études comparant une méthode de 

séroneutralisation de l’EIV aux valeurs obtenues par SRH. 

Ainsi, les sérums dont les valeurs en SRH ne sont pas associées à une protection contre 

l’EIV ont été corrélés à un titre inférieur à 1:44 en RTNA. Les sérums dont les valeurs en SRH 

sont associées à une protection clinique contre l’EIV présentent un titre compris entre 1:44 et 

1:134 en RTNA. Enfin, les sérums dont les valeurs en SRH sont associées à une protection 

virologique contre l’EIV présentent un titre supérieur à 1:134 en RTNA. Un modèle de 

séroneutralisation du virus influenza chez l’homme (A/Shanghai/37T/2009 (H1N1) et 

A/Shanghai/143T/2009 (H1N1)) développé par impédancemétrie, a montré une corrélation 

entre les titres obtenus avec cette méthode et les titres obtenus avec le test d’inhibition de 

l’hémagglutination (R= 0,78) (Tian et al., 2012). Il est intéressant de noter que chez l’homme, 

un titre HI de 1:40 est davantage considéré comme protecteur vis-à-vis de la grippe (Hannoun, 

Megas et Piercy, 2004). Dans l’étude de Tian et al. (2012), les sérums présentant un titre HI de 

1 :40 présentaient un titre similaire en RTNA. Ces résultats sont en accord avec le titre 

d’anticorps protecteurs obtenu dans notre étude (1 :44). 

 

Le système a permis de collecter de nombreuses informations en temps réel en minimisant 

les manipulations et indépendamment de l’utilisation d’œufs embryonnés contrairement à la 
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méthode de séroneutralisation de l’EIV actuelle. L’étude a mis en évidence une corrélation 

entre la méthode SRH traduisant les niveaux d’anticorps dirigés contre le complément présents 

dans le sérum et la méthode de séroneutralisation en temps réel qui mesure les niveaux 

d’anticorps neutralisants l’EIV. La méthode SRH est actuellement la méthode de référence pour 

le suivi des taux d’anticorps contre la grippe équine. C’est une méthode pour laquelle des 

corrélats de protection sont associés. Il serait intéressant d’employer la méthode RTNA à plus 

large échelle. L’utilisation d’un tel outil par exemple lors de manifestations équestres de grande 

ampleur pourrait présenter des avantages, notamment afin de réaliser le criblage haut débit de 

sérums et réduire les temps de manipulation ainsi que le temps nécessaire à l’obtention de 

résultats et ainsi renseigner sur le statut vaccinal des chevaux. 
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2. Effet adjuvant de l’iPPVO en co-administration avec le vaccin 

EQUIP® EHV 1,4 

2.1. Introduction 

 

La recherche de vaccins contre la rhinopneumonie équine est au cœur de nombreux 

travaux. La vaccination contre l’EHV-1 a débuté dans les années 1940 aux Etats-Unis. Les 

premiers vaccins, dont les antigènes avaient été produits in vivo se sont révélés inefficaces (Doll 

and Bryans, 1963). En revanche, la production d’EHV-1 sur des cultures cellulaires a permis 

l’élaboration des vaccins inactivés auquel a été ajouté un adjuvant revendiquant une efficacité 

contre l’EHV-1 (Bryans, 1978). Ces premiers vaccins inactivés ont finalement montré qu’ils ne 

protégeaient pas contre les avortements et la forme nerveuse de la maladie engendrés par 

l’EHV-1 (Burrows et al., 1984 ; Bürki et al., 1990 ; Mumford et al., 1991). Actuellement, parmi 

les vaccins utilisés, un vaccin inactivé contre l'EHV-1 et l'EHV-4 adjuvanté avec un carbomère, 

a montré une protection contre les avortements à EHV-1 (Heldens et al., 2001a) avec un 

protocole précis de trois injections au 5ème, 7ème et 9ème mois de gestation. Malgré une 

augmentation de la vaccination contre la rhinopneumonie dans la population équine, de 

nombreux foyers d’infection par l’EHV-1 sont recensés dans le monde. De manière générale, 

les vaccins présentent une efficacité dans leur capacité à réduire les signes cliniques notamment 

ceux observés lors de la forme respiratoire (Marenzoni et al., 2022). Cependant la capacité des 

vaccins à maintenir un niveau d’anticorps élevé dans le temps semble plus difficile à maintenir 

et une diminution des titres en anticorps contre l’EHV-1 est généralement observée à partir du 

3ème mois suivant la dernière vaccination (Hannant et al., 1993; Wagner et al., 2015; El Brini et 

al., 2021). Ce constat a poussé les organisations telles que l’OMSA à recommander la 

vaccination semi-annuelle. 

 

La mise au point de nouveaux vaccins est généralement un processus long et couteux. 

Notre précédente étude (étude 1.1) a établi la preuve de concept de la mesure d’un effet positif 

sur la réponse humorale de l’iPPVO administré en tant qu’adjuvant lors de la vaccination contre 

la grippe équine. Lors de cette nouvelle étude, nous présentons la possibilité d’utiliser l’iPPVO 

au moment de la vaccination contre la rhinopneumonie pour stimuler la réponse en anticorps 

contre l’EHV-1. L’étude a été réalisée en étroite collaboration avec la Jumenterie du Pin, dans 

l’Orne, sur le plateau technique de l’IFCE. Le protocole est inspiré de celui mis en place lors 

de l’étude réalisée sur la vaccination contre la grippe : mesure du taux d’anticorps dans une 

population ciblée ; identification d’un panel de 20 chevaux présentant un taux d’anticorps 
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relativement homogène et répartition de manière aléatoire des 20 chevaux dans les 2 

populations de l’étude (10 chevaux contrôles et 10 chevaux traités à l’iPPVO). Cette étude 

montre la capacité de l’iPPVO à maintenir un titre en anticorps neutralisants l’EHV-1, 5 mois 

après les injections de rappel, plus élevé par rapport à un rappel classique en l’absence d’iPPVO. 

Nous proposons donc l’utilisation de l’iPPVO, sous sa forme commerciale, lors d’un protocole 

de vaccination contre l’EHV-1 pour permettre un maintien du taux d’anticorps neutralisants, 

étape essentielle pour une meilleure protection des chevaux. 

 
 

2.2. Article 3 

 
 

Flora Carnet, Romain Paillot, Christine Fortier, Erika Hue, Laurie Briot, Frédéric de Geoffroy, 

Pierre-Olivier Vidalain, Stéphane Pronost. Booster effect of inactivated parapoxvirus ovis 

on EHV-1 neutralizing antibodies when co-injecting with equine herpesvirus 1/4 vaccine. 

(En préparation pour soumission dans le journal « Vaccines »). 
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2.3. Résultats et discussion 

 
 

Au cours de cette étude, la réponse immunitaire humorale et notamment la réponse en 

anticorps neutralisants l’EHV-1 a été mesurée par séroneutralisation classique et par la méthode 

de séroneutralisation en temps réel chez des juments ayant reçu un rappel vaccinal annuel puis 

semi-annuel avec ou sans iPPVO. 

 

Dans un premier temps, une population de 20 chevaux a été étudiée. La sélection des 20 

juments est basée sur la réponse en anticorps neutralisants contre l’EHV-1 mesurée lors d’un 

rappel vaccinal annuel puis 1 et 3 mois après la vaccination contre la rhinopneumonie. Ce 

modèle d’étude a été statistiquement validé avec un nombre de chevaux limité à 20 lors de notre 

précédente étude sur l’effet immunostimulant de l’iPPVO sur la réponse en anticorps contre la 

grippe équine. Les chevaux sélectionnés ont ensuite été divisés en 2 groupes de 10 chevaux. 

Les chevaux ont reçu une injection de vaccin inactivé EHV-1/4, 6 mois après la vaccination 

annuelle, et seuls 10 chevaux ont reçu simultanément des injections d’iPPVO au moment de la 

vaccination (T0, T+48h et T+96h). 

 

 Notre étude a d’abord montré qu’une majorité de chevaux ne conservait pas un taux 

d’anticorps élevé 6 mois après un rappel vaccinal annuel. Cette observation est en accord avec 

les données de la littérature. En effet, plusieurs études ont montré une diminution de la réponse 

humorale entre 3 et 6 mois après la vaccination et en particulier avec l’utilisation de vaccins 

inactivés (Hannant et al., 1993; Heldens et al., 2001b; Wagner et al., 2015; El Brini et al., 2021). 

 

 La méthode de séroneutralisation classique a permis de constater que l’iPPVO augmente 

les réponses en anticorps neutralisants l’EHV-1 au 3ème et 5ème mois suivant les injections 

contrairement à un boost semi-annuel seul. La méthode de séroneutralisation par RTNA, quant 

à elle, a permis de constater que l’iPPVO augmente les réponses en anticorps neutralisants 

l’EHV-1 au 5ème mois suivant les injections contrairement à un boost semi-annuel seul. Même 

si des différences sont observées entre les deux approches, pouvant être dues aux modèles 

cellulaires et au mode de calcul qui diffèrent, l’effet observé avec ces deux approches renforce 

la validité des résultats. 
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Cette étude nous a également permis de constater que les réponses individuelles à la 

vaccination EHV-1/4 mesurées par séroneutralisation présentaient une grande variabilité chez 

les chevaux de notre étude. Peu de données sont publiées dans la littérature qui présentent les 

résultats individuels sur les chevaux (Stokes et al., 1991). La majorité des travaux rapportent 

les données par populations d’étude (Heldens et al., 2001a; Goodman et al., 2006; Goehring et 

al., 2010; Bresgen et al., 2012). Ce mode de présentation a également été publié par Thieulent 

et al. dans notre laboratoire, sur le suivi des anticorps anti-EHV-1, mesurés par SN, lors d’une 

étude expérimentale démontrant l’effet du valganciclovir (Thieulent et al., 2022). L’analyse 

fine des résultats au niveau individuel montrait également une variation (communication 

personnelle).  

 

En l’absence de corrélat de protection, comme cela est bien décrit pour la grippe, la 

capacité des vaccins à protéger les chevaux ne peut être clairement établie. Sur la base de la 

réponse moyenne des 20 chevaux soumis à une vaccination annuelle et semi-annuelle, nous 

avons proposé un titre RTNA moyen : RTNA Mab = 1:101 ± 1:59. Les 10 chevaux du groupe 

iPPVO ont présenté un titre supérieur à cette moyenne 1 mois et 3 mois après les injections puis 

seulement 1 cheval a présenté un titre inférieur au 5ème mois. Dans le groupe témoin au 6ème 

mois, 4 chevaux ont présenté un titre supérieur à cette valeur moyenne. Cette approche ne peut 

à ce stade avoir valeur de référence au vu du faible nombre de sérums considéré et de la 

différence (5 mois/6 mois) du moment d’analyse entre les deux populations. Néanmoins elle 

pourrait constituer une première piste pour établir des comparaisons de valeurs.  

 

 Cette étude a permis de déterminer l’effet de l’iPPVO sur la production d’anticorps 

neutralisants l’EHV-1 lorsque celui-ci est administré au même moment et à proximité du site 

d’injection du vaccin inactivé contre l’EHV-1/4 adjuvanté avec des carbomères. L’iPPVO a 

permis d’augmenter la réponse immunitaire humorale de façon significative par rapport à la 

population contrôle non traitée. Cette étude montre également que l'iPPVO peut être utilisé sous 

sa forme commerciale pour renforcer le pouvoir immunogène d'un vaccin EHV-1/4 inactivé 

contenant des carbomères en tant qu’adjuvant sans qu'il soit nécessaire de modifier les 

formulations des produits. 
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3. Etude préliminaire du mécanisme d’action de l’iPPVO sur les cellules 

mononucléées du sang périphérique 

3.1. Introduction 

 

Le Parapoxvirus ovis (PPVO) est un membre du genre Parapoxvirus de la famille des 

Poxviridae. Lorsque celui-ci est inactivé (iPPVO) il possède des propriétés 

immunomodulatrices (Siegemund et al., 2009; Schütze et al., 2010). In vitro, la caractérisation 

du profil cytokinique a mis en évidence la capacité de l’iPPVO à augmenter l’expression de 

l’IFN-γ et de l’IFN-β à des niveaux supérieurs à ceux observés avec la Concanavaline A sur 

des cultures de PBMC équins (Horohov et al., 2008). Le traitement par l’iPPVO a montré sa 

capacité à entraîner une expression élevée et transitoire d’IFN-α et IFN-β et de manière plus 

modérée d’IFN-γ, de TNF-α et d’IL-10 dans les premières 48h sur PBMC équins (Horohov et 

al., 2008; Hue et al., 2017). En revanche, la variation de l’expression de cytokines comme l’IL1-

β et l’IL-6 n’a pas été observée (Hue et al., 2017). Des études ont montré l’effet 

immunostimulateur de l’iPPVO sur les leucocytes du sang périphérique humain et in vivo chez 

la souris (Weber et al., 2003; Friebe et al., 2004). L’iPPVO induit notamment la sécrétion de 

cytokines inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-1, IL-6, IL-8 mais également des cytokines 

anti-inflammatoires telles que l’IL-4 et l’IL-10 et de l’IFN-γ (Weber et al., 2003; Friebe et al., 

2004). Les cytokines pro-inflammatoires sont significativement augmentées par l’iPPVO in 

vitro et in vivo dans les 48 premières heures post-injection  (Siegemund et al., 2009; Anziliero 

et al., 2014b, 2014a; von Buttlar et al., 2014; Avci et al., 2016). Chez la souris, il semble que 

l’iPPVO stimule également les réponses interféron type I (IFN-α et -β) (Siegemund et al., 2009; 

Anziliero et al., 2014b; von Buttlar et al., 2014), de type II (IFN-γ) (Anziliero et al., 2014b, 

2014a) et de type III (von Buttlar et al., 2014). De manière générale, l’iPPVO renforce les 

mécanismes immunitaires innés tels que l’augmentation des cytokines pro-inflammatoires et la 

production d’IFN. 

Les IFN de type I sont divisés en plusieurs sous-types dont les IFN-α et -β font partie. 

Plusieurs voies de signalisation cellulaire permettent la synthèse des IFN de type 1, soit par la 

détection de motifs microbiens via les TLR, soit par le biais de voies de signalisation 

intracellulaire telle que la voie « stimulator of interferon genes » (STING) au sein des cellules 

infectées (Figure 29). Une étude de Siegmund et al. (2009) a montré que l’iPPVO entraînait la 

libération d’IFN-α et -β par des voies indépendantes des TLR sur des cellules dendritiques 

dérivées de la moelle osseuse de souris.  La libération d’IFN a été constatée en absence du gène 
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MyD88 ou de la protéine adaptatrice contenant le domaine TIR qui induit l’interféron (TRIF). 

Il semblerait que l’induction d’IFN soit dépendante du facteur de régulation de l’IFN 7 (IRF7) 

mais pas de l’IRF3. Cependant, Von Buttlar et al. (2014), ont identifié le TLR9 endosomal 

comme le principal récepteur reconnaissant le PPVO et l’iPPVO dans les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes de souris. Le TLR9 est impliqué dans la reconnaissance des acides nucléiques 

viraux présents dans les voies endosomales. 

 

 

Figure 29 Reconnaissance des pathogènes par des récepteurs de surface cellulaire et 

intracellulaire et différentes voies de signalisation des gènes codant pour les interférons de type 

I (IFN). Les encadrés rouges indiquent les molécules inhibitrices utilisées dans l’étude. Schéma 

adapté d’après (McNab et al., 2015). 

 

L’activation des TLR ou de la voie STING après reconnaissance d’un pathogène 

entraîne l'activation de TBK1 et d'IKKε. Ces deux kinases phosphorylent et induisent la 

translocation nucléaire des facteurs de transcription IRF3 et 7 qui contrôlent l’expression des 

IFN de type I (Manes and Nita-Lazar, 2021). La production d’IFN permet d’induire 

l’expression de gènes appelés ISG (Interferon Stimulated Genes) par l’intermédiaire du 

récepteur aux interférons de type I IFNAR. Les IFN de type 1 ainsi produits agissent 

indirectement sur les particules infectieuses en propageant un signal cellulaire permettant la 

synthèse de protéines à action antivirale. Pour cela, ils se lient à leurs récepteurs membranaires 

(IFNAR1/IFNAR2) et génèrent un signal d’activation propagé dans la cellule par la voie de 
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signalisation JAK/STAT (Au-Yeung et al., 2013). Les JAK sont des kinases qui activent par 

phosphorylation les facteurs de transcription STAT1 et STAT2, permettant leur dimérisation et 

leur association à la protéine IRF9. Le complexe ISGF3 (Interferon-Stimulated Gene Factor 3) 

ainsi formé, composé de STAT1, STAT2 et IRF9, agit comme facteur de transcription 

nucléaire. Il se fixe en amont des gènes ISG pour induire leur expression et l’expression de 

protéines aux propriétés immunostimulatrices et antivirales (Bonjardim, 2005). 

L’objectif de cette étude préliminaire était de mieux documenter le profil cytokinique 

induit par l’iPPVO sur les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC), et de 

caractériser les voies d’activation mises en jeu. 

 

3.2. Matériels et méthodes 

 

PBMC 

Trois chevaux (3 hongres, Selle français, âgés de 4 ans) ont été impliqués dans cette 

étude.  L'étude et tous les travaux sur les animaux impliqués ont reçu l'approbation du comité 

d'éthique et du ministère de l'enseignement supérieur de la Recherche et de l'innovation 

(APAFIS 2020041610351986 _V4 (#25880)). Des échantillons de sang héparinés ont été 

prélevés au niveau de la veine jugulaire. Les cellules mononucléaires du sang périphérique 

équin (PBMC) ont été purifiés par centrifugation par gradient de densité sur Ficoll® et 

Diatrizoate (d = 1,077+/- 0,001) et lavés deux fois dans une solution saline stérile tamponnée 

au phosphate (PBS) (pH = 7,2). Les PBMC (4 × 105 cellules/puits) de chaque cheval ont été 

placés dans une plaque 24 puits et cultivés dans un milieu (RMPI 1640, Sigma-Aldrich, Saint 

Quentin Fallavier, France) supplémenté de 5 % de sérum bovin fœtal (FBS), 200 UI/mL de 

pénicilline et 200 ng/mL de streptomycine (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). 

La cytotoxicité de l’iPPVO sur les PBMC équins a été mesurée 48 heures post traitement (hpt) 

par des tests d'exclusion au bleu trypan (Figure 35). 

Les PBMC humains ont été isolées à partir de sang total de donneurs sains fourni par 

l’Etablissement Français du Sang. Les cellules ont été purifiées par centrifugation sur la base 

de leur densité sur un coussin de Ficoll (Lymphoprep ; StemCell Technologies), et cultivées 

dans du RPMI-1640 (Sigma-Aldrich ; R8758) contenant 10% de sérum bovin fœtal (4 × 105 

cellules/puits). 

 

Lignée cellulaire et analyse de l’activité luciférase 

Les cellules HEK-293-ISRE-Luc ont été maintenues dans du milieu Eagle modifié de 
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Dulbecco (DMEM ; Gibco-Invitrogen) contenant 10% de sérum de veau fœtal (FCS), de la 

pénicilline et de la streptomycine à 37 °C et 5% de CO2. Les cellules HEK-ISRE-Luc, 

préalablement décrites (lignée STING-37 ; (Lucas-Hourani et al., 2013)), sont stablement 

transfectées avec un gène rapporteur ISRE-Luc et produisent de la luciférase après stimulation 

par les IFN de type I, II ou III. Ces cellules ont été utilisées pour mesurer l’activité IFN dans 

les surnageant de culture des PBMCs. Pour cela, 35 000 cellules HEK-ISRE-Luc sont cultivées 

pendant 24h en présence de 50 µl de surnageant de PBMCs dans un volume final de 200 µl en 

plaques 96 puits. La production luciférase par les cellules HEK-ISRE-Luc est mesurée après 

élimination de 100 µl de surnageant et ajout de 50 µl/puits du réactif Bright-GLO (Promega) et 

acquisition du signal lumineux pendant 0,1 s avec un luminomètre. 

 

Composé immunostimulant et molécules inhibitrices 

Un lot de Zylexis® (Zoetis) produit dans des conditions commerciales a été utilisé 

(Grovet, Pays-Bas). Le Zylexis® est composé de la souche PPVO D1701 inactivée et 

lyophilisée. 

Nous avons utilisé les composés BX795 (1 µM; Sigma-Aldrich) et MRT67307 (1 µM; 

Tocris Bioscience) pour inhiber TBK1 et d'IKKε, ODN INH-18 (5 µM; Invivogen) pour inhiber 

TLR9 et H151 (10 µM; Tocris Bioscience) pour inhiber STING (Figure 29). 

 

Analyse des concentrations en cytokines  

Par LegendPlex 

Les surnageants de culture de PBMC humains ont été recueillis après 24h et 48h de 

traitement et conservés à -20 °C. Les cytokines ont été dosées à l'aide du test multiplex 

LEGENDplex (Human Anti-Virus Response Panel, BioLegend). Le signal de fluorescence a 

été analysé à l'aide d'un FACS Canto II (BD Biosciences). Les cytokines testées étaient : IL-1β, 

IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, TNF-α, IFN-α2, IFN-λ1, IFN-λ2/3, IFN-β et IFN-γ. 

 

Par kit ELISA 

Les surnageants de culture de PBMC équins ont été recueillis et conservés à -20°C. les 

cytokines équines IL-6 (Equine IL-6, DuoSet, DY1886), IL-10 (Equine IL-10, DuoSet, 

DY1605) et TNF-α (Equine TNF-α, DuoSet, DY1814) ont été dosées à l’aide du kit DuoSet® 

ELISA development system (R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA). Les analyses ont été 

réalisées selon les recommandations des fournisseurs. Les lectures ont été effectuées à 450 nm 

avec le luminomètre Infinite® M200 (Tecan, Lyon, France). 
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Analyse de l’expression des cytokines par RT-qPCR en temps réel 

Extraction d’ARN et Reverse transcription 

L'ARN cellulaire total a été extrait à l'aide du mini kit RNeasy® (Qiagen, Courtaboeuf, 

France) et traité avec le RNase-Free DNase Set (Qiagen) directement sur les colonnes RNeasy 

pour éliminer l'ADN génomique selon les instructions du fabricant. La qualité et la quantité 

d'ARN ont été déterminées à l'aide d'un spectrophotomètre NanoDrop® 2000c 

(Thermoscientific, Courtaboeuf, France). Les échantillons ont été conservés à -80°C jusqu'à 

leur traitement ultérieur. Environ 500 ng d'ARN total ont été rétrotranscrits avec le 

Superscript® First Strand System for RT-PCR (Life Technologies, Courtaboeuf, France) en 

combinaison avec des amorces Oligo(dT) 12-18 et RNase-OUT en suivant les instructions du 

fabricant. Un échantillon a été traité en l'absence de transcriptase inverse pour valider l'absence 

d'ADN génomique. Tous les échantillons d'ADNc ont été conservés à -20°C jusqu'à leur 

traitement ultérieur. 

 

Analyse de l’expression des gènes des cytokines 

Les amorces spécifiques de la séquence et les sondes TaqMan utilisées pour la 

quantification relative des cytokines ont été décrites dans l’article de Hue et al. (2017). Les 

cytokines analysées étaient IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, IFN-α, IFN-β et IFN-γ. Pour 

chaque réaction, 2,5 μL d'ADNc dilué au 1:10 ont été amplifiés dans une réaction standard de 

25 μL (Taqman® Universal PCR Master Mix, Life Technologies). Le thermoprofil utilisé était 

10 min à 95°C, suivi de 50 cycles de 15 s à 95°C et de 1 min à 60°C. Les PCR ont été réalisées 

sur un système QuantStudio™ 12 K Flex RealTime PCR System (Life Technologies).   

Tous les échantillons ont été normalisés par rapport à la moyenne géométrique de trois 

gènes de ménage: la β-actine (ACTB), la β-glucuronidase (β-GUS) et la glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase (GAPDH). Les changements dans l'expression des gènes des 

cytokines ont été calculés par quantification relative à l'aide de la méthode des ∆∆Ct. 

∆∆Ct = (Ct gène cytokine - Ct HKG moyen) échantillon stimulé - (Ct gène cytokine - Ct HKG 

moyen) échantillon témoin 

Les changements induits par le traitement dans l'expression des gènes des cytokines pour 

chaque cheval ont été calculés comme quantification relative RQ = 2-∆∆Ct. Les résultats (RQ) 

sont exprimés en tant que changement de RQ moyen ± SEM dans l'expression du gène 

cytokinique. 
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Statistiques : 

L'analyse statistique a été réalisée à l'aide de GraphPad PRISM® 7.04 (San Diego, CA, USA). 

Les analyses statistiques ont été effectuées après un test de Shapiro-Wilk pour évaluer si les 

données suivaient une distribution normale. Les échantillons de groupes normalement 

distribués ont été analysés en utilisant une ANOVA à un facteur pour tester les différences 

significatives entre les échantillons. Le niveau de significativité a été fixé à une valeur p <0,05.  

 

3.3. Résultats 

 

Effet de l’iPPVO sur l’expression des ARNm d’un ensemble de cytokines dans des PBMC 

équins  

Pour étudier l’effet immunostimulateur de l’iPPVO sur des PBMCs équins, des cellules ont été 

purifiées à partir de sang périphérique puis incubées pendant 24h en présence d’iPPVO à 

différentes doses. Une analyse par RT-qPCR en temps réel a permis d’analyser le profil 

d’expression de six gènes codant des cytokines : IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-α, -β et –γ (Figure 

30). L’iPPVO induit significativement l’expression d’ARNm de l’IL-10 (p < 0,05) mais pas de 

l’IL-6, du TNF-α, IFN-α, -β et -γ lorsque les PBMC sont incubés avec 2,5 µl d’iPPVO. Un 

volume d’iPPVO de 10 µl a permis d’induire significativement l’expression d’ARNm de l’IL-

10 (p < 0,005), du TNF-α (p < 0,05), de l’IFN-α (p < 0,05) et -β (p < 0,0001). Bien que 

l’induction de l’expression des ARNm de l’IL-6 et de l’IFN-γ ait montré en moyenne une 

augmentation dose réponse, les différences n’étaient pas significatives avec les cellules 

incubées sans iPPVO. 
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Figure 30 Expression d’un panel de cytokines mesuré par RT-qPCR en temps réel après 

traitement des PBMC équins avec des volumes croissants d’iPPVO. Les cytokines mesurées 

étaient l’IL-6 (A), l’IL-10 (B), le TNF-α (C), l’IFN-α (D), l’IFN-β (E) et l’IFN-γ (F). Les 

données sont présentées sous la forme de moyennes des résultats de 3 chevaux ± SEM en tant 

qu'augmentation par rapport au contrôle qui a été normalisé à 1. Les étoiles correspondent à 

une augmentation significative de la quantité relative des cytokines exprimée par rapport à la 

valeur contrôle (test ANOVA à un facteur ; *p < 0.05, **p < 0.005, ****p<0.0001). 
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Effet de l’iPPVO sur la sécrétion de cytokines par des PBMC équins 

 

Les données obtenues par test ELISA ont permis d’analyser la sécrétion des cytokines 

dans des surnageants de culture de PBMC équins cultivés en présence d’iPPVO pendant 24h. 

Les résultats obtenus pour l’IL-6, l’IL-10 et le TNF-α sont présentés sur la figure 31. Les 

résultats obtenus montrent que l’iPPVO induit la sécrétion d’IL-6 de façon proportionnelle à la 

dose utilisée. Les quantités d’IL-6 étaient significativement plus élevées pour les volumes 2,5 

µl d’iPPVO (p=0.0012), 5 et 10 µl d’iPPVO (p < 0.0001). L’iPPVO induit également la 

sécrétion d’IL-10 dans le surnageant après 24h d’incubation. Les quantités d’IL-10 étaient 

significativement plus élevées pour 10 µl d’iPPVO (p = 0.0451). L’iPPVO a induit la sécrétion 

de TNF-α dans le surnageant après 24h d’incubation pour les volumes de 0,31 à 10 µl. Les 

quantités de TNF-α étaient significativement plus élevées pour les volumes de 0,625 à 10 µl 

d’iPPVO (p= 0,0770 ; 0,0188 ; 0,0370 ; 0,0056 ; 0,0013, respectivement). L’ensemble de ces 

résultats montre que l’iPPVO est capable de stimuler la production de cytokines inflammatoires 

(IL-6, TNF-α) et immunorégulatrices (IL-10) dans les PBMC équins. 
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Figure 31 Quantification par ELISA d’un ensemble de trois cytokines dans les surnageants de 

culture de PBMC équins stimulés avec des volumes croissants d’iPPVO pendant 24h. Les 

cytokines mesurées étaient l’IL-6 (A), l’IL-10 (B) et le TNF-α (C). Les données montrent le 

facteur d’augmentation par rapport au contrôle et correspondent à une moyenne des résultats 

de 3 chevaux ± SEM. Les étoiles correspondent à une augmentation significative de la quantité 

relative des cytokines exprimée par rapport à la valeur contrôle (test ANOVA à un facteur ; 

*p < 0.05, **p < 0.005 et ****p<0.0001). 
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Effet de l’iPPVO sur la sécrétion de cytokines par des PBMC humains 

 

L’analyse des surnageants de culture par ELISA multiplex a permis de quantifier un ensemble 

de cytokines sécrétées dans le surnageant de culture de PBMC humains incubés pendant 24h 

en présence d’iPPVO (Figure 32). L’iPPVO n’a pas eu d’effet sur l’expression du TNF-α et de 

l’IFN-λ2/3. Une légère augmentation de niveau d’IFN-γ est observée pour les volumes 

d’iPPVO les plus importants mais celle-ci n’est pas statistiquement significative. L’iPPVO a 

en revanche induit de façon significative la sécrétion des cytokines suivantes : IL-6, IL-8, IL-

10, IFN-α2, IFN-β et IFN-λ1. Ainsi, les quantités d’IL-6, IL-10, IFN-α2 et IFN-β sécrétées sont 

significativement plus élevées lorsque les PBMC ont été incubés en présence de 5 et 10 µl 

d’iPPVO (p < 0.05). La quantité d’IL-8 sécrétée dans le surnageant est significativement plus 

élevé lorsque les PBMC ont été incubés avec 10 µl d’iPPVO (p= 0,0357). L’iPPVO a également 

induit une forte production d’IFN-λ1 pour des volumes allant de 0,625 à 10 µl (p < 0.05). Enfin, 

les quantités d’IP-10 sont significativement plus élevées pour l’ensemble des volumes d’iPPVO 

testés (p < 0,001). 
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Figure 32 Analyse des cytokines présentes dans les surnageants de culture de PBMC humains 

stimulés avec des volumes croissants d’iPPVO pendant 24h : TNF-α (A), l’IL-6 (B), l’IP-10 

(C), l’IL8 (D), l’IL-10 (E), l’IFN-α2 (F), l’IFN-β (G), l’IFN-λ1 (H), l’IFN-λ2/3 (I) et l’IFN-γ 

(J). Les données montrent le facteur d’induction par rapport au contrôle et correspondent à 

une moyenne des résultats de deux donneurs ± SEM. Les étoiles correspondent à une 

augmentation significative de la quantité relative des cytokines exprimées par rapport à la 

valeur contrôle (test ANOVA à un facteur ; *p < 0.05, **p < 0.005, ***p< 0.0005 et 

****p<0.0001). 
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Mesure de l’effet de l’iPPVO sur la réponse interféron sur des PBMC humains 

 

L’effet de l’iPPVO sur l’activité IFN a été mesuré par un test d’activité biologique sur 

une lignée rapportrice HEK-293-ISRE-Luc (Figure 33). L’incubation de volumes croissants 

(0,15 à 10 µl) d’iPPVO a permis d’observer un effet dose réponse de l’iPPVO sur l’induction 

de l’activité IFN après 24h d’incubation. L’induction de l’activité IFN était significativement 

plus élevée pour les volumes d’iPPVO de 0,625 à 10 µl (p < 0,005). L’induction la plus élevée 

a été observée pour une incubation avec un volume de 10 µl d’iPPVO (53,20 ± 4,71 ; p = 0, 

0015). 

 

  

iPPVO (µl) 

F
a
ct

eu
r 

d
’i

n
d

u
ct

io
n

 

Figure 33 Mesure de l’effet de l’iPPVO sur la réponse interféron. Mesure de l’activité 

luciférase sur les cellules HEK293 après traitement iPPVO pendant 24h dans les 

surnageants de culture. L’expression de la luciférase est mesurée par luminescence avec 

le kit Bright-Glo®. Les données représentent la moyenne de la luminescence de 4 individus 

en tant que facteur d’induction par rapport à la valeur sans iPPVO ± SEM. Les étoiles 

correspondent à une augmentation significative de la quantité relative des cytokines 

exprimées par rapport à la valeur contrôle (test ANOVA à un facteur ; **p < 0.005). 
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Analyse des voies de signalisations impliquées dans la réponse interféron en présence 

d’iPPVO 

 

Afin de caractériser les voies de signalisation impliquées dans l’activation des PBMC 

par l’iPPVO, des inhibiteurs de TLR9, de STING et des kinases TBK1/IKKε ont été testés 

(Figure 34). Comme précédemment, les PBMC ont été stimulés avec l’iPPVO en absence ou 

présence de ces inhibiteurs. Puis les surnageants ont été collectés et l’activité IFN a été mesurée 

à l’aide de la lignée rapportrice HEK293-ISRE-Luc. En absence d’inhibiteur, l’activité IFN 

était significativement plus élevée 48h après l’ajout d’iPPVO par rapport aux contrôles sans 

iPPVO à 24h et 48h (p < 0,05). Les résultats obtenus montrent que les inhibiteurs de la voie 

TBK1/IKKε (BX795 et MRT67307) bloquent totalement la production d’IFN par les PBMC 

stimulés avec l’iPPVO. En revanche, l’oligodéoxynucléotide INH-18, inhibiteur de TLR9, est 

sans effet sur la production d’IFN induite par l’iPPVO dans les PBMC. De même, le composé 

H151 inhibiteur de la voie STING ne semble avoir aucun effet sur la production d’IFN. 

L’ensemble de ces résultats suggère que ni TLR9 ni STING ne sont impliqués dans l’activation 

des PBMC par l’iPPVO. Cette conclusion peut sembler surprenante dans la mesure où le PPVO 

est un virus à ADN on pouvait s’attendre à ce que l’un ou l’autre de ces deux récepteurs soient 

impliqués dans la détection du virus par le PBMC. Les doses de INH-18 et H151 ont été choisies 

à partir de données de la littérature. A l’avenir, il semble nécessaire d’ajouter un contrôle positif 

permettant de valider l’inhibition de ces deux récepteurs dans les conditions expérimentales 

employées. En revanche, les kinases TBK1/IKKε semblent jouer un rôle clé dans l’activation 

des PBMC par l’iPPVO. Ces kinases se trouvent en aval de nombreux récepteurs de l’immunité 

innée et nos résultats suggèrent que l’un d’entre eux, autre que TLR9 ou STING, serait 

impliqué.   
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Figure supplémentaire :  

* 
* 

Figure 34 Effet de différents inhibiteurs (BX795, MRT67307, INH-18 et H151) des voies de 

signalisation impliquées dans la réponse interféron en présence ou absence d’iPPVO pendant 

24 et 48h. L’activité interféron est mesurée dans les surnageants de culture, à l’aide de la lignée 

rapportrice HEK293-ISRE-Luc. Les données représentent la moyenne de la luminescence de 2 

individus en tant qu’augmentation du signal par rapport à la valeur sans iPPVO ± SEM. Les 

étoiles correspondent à une augmentation significative de la quantité relative des cytokines 

exprimées par rapport à la valeur contrôle (test ANOVA à un facteur ; *p < 0.05 et 

***p<0.0005). 

Figure 35 Évaluation de la toxicité de l’iPPVO sur les PBMC. Viabilité cellulaire mesurée à 48 

hpt par des tests d'exclusion au bleu trypan. Chaque histogramme représente le pourcentage de 

viabilité des PBMC contrôles (points noirs sur fond blanc) et des PBMC avec des volumes 

croissants d’iPPVO (µl) (dégradé de gris). Les données correspondent aux moyennes ± SD de 

trois échantillons indépendants. Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide de l'ANOVA un 

facteur (* : P < 0,05). 
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3.4. Discussion 

 

Le profil cytokinique obtenu sur PBMC équins traités avec l’iPPVO a mis en évidence 

une réponse à la fois pro-inflammatoire (TNF-α) et anti-inflammatoire (IL-10) mais également 

l’induction de facteurs clés de l’immunité innée antivirale comme les IFN de type I (IFN-α et 

–β). Ces résultats sont en accord avec de précédentes études qui avaient montré une 

augmentation de l’expression des ARNm du TNF-α, de l’IFN-α et de l’IFN–β (Horohov et al., 

2008; Hue et al., 2017). L’induction de ces trois cytokines a été mise en évidence ex vivo à 

partir de 18h et jusqu’à 48h post traitement sur PBMC équins (Hue et al., 2017). Dans une autre 

étude réalisée sur des PBMC équins isolés de 12 chevaux, il a été montré que l’expression de 

l’ARNm du TNF-α était induite par l’iPPVO après 48h de traitement (Horohov et al., 2008). 

Dans cette même étude, l'expression des ARNm de l’IFN-α et de l’IFN-β n'a pas augmenté de 

manière significative sur PBMC isolés après des injections d’iPPVO chez le cheval. Cependant, 

l'expression de l’ARNm de l’IFN-γ a été multipliée par deux 24h après le traitement. Bien que 

l’expression de l’ARNm de l’IFN- γ ait présenté une augmentation dans notre étude pour le 

volume le plus élevé d’iPPVO après 24h d’incubation, cette augmentation n’était pas 

significative. Cette différence peut s’expliquer par le nombre d’individus dans notre étude (n=3) 

plus faible que dans l’étude réalisée par Horohov et al. (2008). En effet, avec des variations des 

quantités relatives d’IFN-γ plus faibles que pour les autres cytokines étudiées et des variations 

des réponses individuelles élevées il est plus difficile d’obtenir une différence significative. Un 

constat similaire a été fait pour l’expression des ARNm de l’IL-6, pour laquelle l’augmentation 

observée n’est pas significative. Cette observation est en accord avec les travaux de Hue et al. 

(2017). Cependant, l’augmentation d’IL-6 détectée par un test ELISA dans les surnageants était 

significative pour les volumes les plus élevés d’iPPVO (2,5 à 10 µl). Il est possible que les 

ARNm de l’IL-6 soient exprimés très tôt au contact de l’iPPVO et que l’expression diminue au 

bout de 24h dans les PBMC. En effet, une étude utilisant le lipopolysaccharide (LPS) a montré 

la capacité de cet immunostimulant à augmenter les niveaux d'ARNm du TNF-α, de l’IL-6 et 

de l’IL-1β dans les leucocytes équins entre 2 et 6h après stimulation par le LPS (Martin et al., 

2017).   

 

Afin de mieux caractériser le profil cytokinique induit par l’iPPVO, les cytokines 

sécrétées dans le surnageant de PBMC humain ont également été analysées. Dans ce modèle, 

l’iPPVO stimule la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8), anti-inflammatoires 

(IL-10) mais également la réponse IFN (IFN-α2, IFN-β et IFN-λ1). Des résultats similaires ont 
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été préalablement obtenus pour la sécrétion d’IL-6, d’IL-8 et d’IL-10 sur des PBMC humains 

traités avec de l’iPPVO (Friebe et al., 2004). Dans notre étude, nous avons montré que l’iPPVO 

a également entraîné une augmentation significative d’IFN de type 1 et 3 mais pas d’IFN de 

type 2 (IFN-γ) après 24h de traitement. Friebe et al. (2004) avaient observé une légère 

augmentation de la quantité d’IFN-γ libéré dans le surnageant de PBMC humains par test 

ELISA, mais alertent sur le fait que les quantités mesurées était en limite de détection. Chez 

l’homme, il n’y a pas d’étude de l’effet de l’iPPVO sur la sécrétion d’IFN de type 1 et 3 à notre 

connaissance. Dans cette étude, nous avons montré qu’après 24h d’incubation l’iPPVO induit 

de façon significative la sécrétion d’IFN-α2 et d’IFN-β avec 5 et 10 µl d’iPPVO et la secrétion 

d’IFN-λ1 à partir de 0.625 µl. Par ailleurs, la chimiokine CXCL10 (ou IP10) est fortement 

induite après 24h de traitement pour tous les volumes d’iPPVO testés. L’IP-10 est une 

chimiokine sécrétée par les cellules stimulées par les IFN de type I et II dont la fonction est 

d’attirer les cellules T activées. Il a été montré que l'IP-10 jouait un rôle dans la différentiation, 

l’activation et le trafic des cellules T effectrices (Dufour et al., 2002). En revanche, l’iPPVO 

n’a pas entraîné d’augmentation d’IFN-λ2/3, du TNF-α et de l’IL-1β après 24h d’incubation. 

De la même manière, les travaux de Friebe et al. rapportent que l’iPPVO seul n’a pas induit la 

sécrétion du TNF-α sur des PBMC humains (Friebe et al., 2004). Il semble que les gènes 

humains IFN-λ1 et IFN-β aient une régulation transcriptionnelle similaire et contrôlée par IRF3 

ou IRF7, alors que les gènes d’IFN-λ2/3, comme la plupart des gènes d’IFN-α, dépendent 

principalement d'IRF7 (Osterlund et al., 2007). Ces observations sont cohérentes avec le fait 

qu’IRF3 est exprimé de manière constitutive et ubiquitaire dans les cellules et que la détection 

de l’entrée d’un virus active l’IRF3 qui va alors permettre l’augmentation de l'expression des 

gènes IFN-β et IFN-λ1. En revanche, les gènes IFN-λ2/3 nécessitent l’activation d’IRF3 et 

IRF7, ce dernier n'étant pas exprimé de manière constitutive dans la plupart des types cellulaires 

mais induit en réponse aux IFN (Kotenko, 2011). Par ailleurs, l’activité IFN mesurée dans les 

surnageants de PBMC humains après 24h de traitement par l’iPPVO a montré une augmentation 

significative de facteurs d’induction d’environ 30 et 50 pour des volumes de 0.625 à 10 µl 

d’iPPVO respectivement. Au vu des résultats observés sur les modèles humains et équins, il 

serait intéressant d’étudier des conditions similaires sur des PBMC équins afin d’observer 

davantage le rôle de la réponse IFN chez le cheval. 

 

L’utilisation des PBMC humains afin de mieux caractériser la réponse cytokinique à 

l’iPPVO et mieux comprendre les mécanismes induits est pertinente. En effet, les outils 

biologiques pour mesurer la réponse cytokinique chez l’homme sont davantage développés. Le 
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cheval n’est pas très éloigné phylogénétiquement de l’homme. En effet, le cheval est déjà 

reconnu comme modèle pour plusieurs maladies humaines, notamment les dérèglements 

métaboliques, l'asthme, les maladies ostéo-articulaires, les mélanomes et l'uvéite auto-immune 

(Turlej et al., 2001; Seltenhammer et al., 2004; Hodavance et al., 2007; Koch and Betts, 2007; 

Deeg et al., 2007; Bullone and Lavoie, 2016) mais également dans les mécanismes 

immunitaires impliquant les macrophages (Karagianni et al., 2021). Les différences observées 

entre les deux modèles (équins et humains) pourraient s’expliquer par les différences de 

méthodes utilisées. En effet, les outils de détection de cytokines chez le cheval sont moins 

sensibles que les méthodes disponibles chez l’homme. Une comparaison entre le test ELISA et 

le test multiplex utilisant les mêmes anticorps a montré que le test multiplex améliorait la 

sensibilité analytique pour les trois cytokines de 13 à 150 fois (Wagner and Freer, 2009). Cette 

augmentation de la sensibilité des tests multiplex par rapport à l’ELISA a également été 

rapportée pour la détection de cytokines humaines et de rongeurs. Les tests multiplex 

développés pour la détection des cytokines humaines permettent de détecter des quantités de 

l’ordre de quelques pg/ml à 10 ng/ml (Kellar and Douglass, 2003; Prabhakar et al., 2004), ce 

qui démontre leur sensibilité. 

 

Le matériel génétique de l'iPPVO correspond à de l'ADN double brin (Cottone et al., 

1998) riche en cytosine et en guanosine (63%) (Haig, 2006). Par conséquent, la détection par 

TLR9 des motifs ADN CpG double brin, qui sont courants dans l'ADN viral, est un candidat 

probable pour l'induction de l'IFN de type I par l'iPPVO. Dans cette étude, l’utilisation d’un 

inhibiteur de TLR9 n’a pas entraîné le blocage de l’induction d’IFN de type I sur des PBMC 

humains incubés avec l’iPPVO. Une étude de Siegemund et al. (2009) a montré l’implication 

du TLR9 dans la détection de l’iPPVO et l’induction de l’IFN de type I dans les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes. Il a été montré que des poxvirus qui se répliquent dans le cytosol 

sont susceptibles de déclencher la détection de l'ADN cytosolique par la voie cGAS-STING 

(Georgana et al., 2018). Dans notre étude, l’utilisation d’un inhibiteur de la voie STING n’a pas 

entraîné le blocage de l’induction d’IFN de type I sur des PBMC humains incubés avec 

l’iPPVO. Il a été montré que les voies cGAS-STING et TLR9 induisaient la synthèse d’IFN de 

type I et III par des mécanismes cellulaires distincts (Deb et al., 2020). Il a également été montré 

que l’activation de la voie cGAS-STING pouvait soit induire des facteurs inhibant la production 

d’IFN par la voie TLR9 dans des cellules dendritiques plasmacytoïdes humaines (Deb et al., 

2020) soit à l’inverse jouer un rôle synergique avec la production d’IFN par la voie TLR9 sur 

un modèle de PBMC murins (Temizoz et al., 2015). Il serait donc possible que l’iPPVO 
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déclenche la production d’IFN par ces deux voies ce qui expliquerait les résultats de l’étude. 

En revanche, les inhibiteurs de TBK1/IKKε ont bloqué la capacité de l’iPPVO à induire l’IFN 

de type I par les PBMC humains. Les voies cGAS-STING et TLR9 sont impliquées dans 

l’activation de TBK1/IKKε pour permettre la production d’IFN.  Ce constat implique donc que 

l’iPPVO a un rôle crucial dans la stimulation de la réponse IFN et notamment dans les réponses 

IFN de type 1 et 3. De plus, d’autres PRR sont également impliqués dans l’activation de 

TBK1/IKKε tels que TLR4, TLR7/8 et RIG-I/MDA5. La transcription des gènes de l’iPPVO 

lors de son entrée dans la cellule pourrait entraîner la production d’ARN qui pourrait être 

reconnu par ces différents PRR. Des études complémentaires en couplant des inhibiteurs des 

différentes voies étudiées permettraient d’apporter des réponses à ces hypothèses.  
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Chapitre 4 :  

Discussion générale et perspectives 
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Les virus de la grippe équine et de l'herpès équin-1 sont connus pour causer 

d'importantes pertes dans la filière équine. Les compétitions sportives et les mouvements de 

chevaux sont interrompus en cas d'épizooties, et l'EHV-1 peut entraîner des avortements et des 

troubles nerveux qui peuvent avoir de lourdes conséquences sanitaires et économiques. Bien 

qu'il existe des vaccins, des foyers infectieux dus à l’EIV ou à l’EHV-1 surviennent chaque 

année en France et dans le monde. Si les vaccins contre la grippe équine ont montré une bonne 

efficacité sur le terrain (Fougerolle et al., 2019), la durée de protection peut encore être 

améliorée (Couroucé et al., 2023). L’existence de corrélats de protection associés à une méthode 

de mesure du niveau des anticorps fixant le complément contre la grippe équine, permet de 

suivre l’efficacité des vaccins contre l’EIV. Les vaccins contre l’EHV-1 ont démontré une 

activité pour réduire les troubles respiratoires et diminuer l’excrétion virale mais ceux-ci 

pourraient être améliorés. Bien que l'introduction et l’utilisation à large échelle des vaccins aient 

réduit le nombre de foyers de rhinopneumonie et les cas d’avortement, des foyers de 

myéloencéphalopathie à EHV-1 sont toujours rapportés chaque année dans le monde (Vissani 

et al., 2009; Pronost et al., 2010; Stasiak et al., 2020; Lecollinet et al., 2020; Pusterla et al., 

2021; Vereecke et al., 2021). Il est donc important de continuer à améliorer les vaccins et les 

protocoles de vaccination pour favoriser une bonne couverture vaccinale dans la population 

équine et ainsi limiter la propagation de ces virus très contagieux. Une possibilité 

d’amélioration consiste à cibler la réponse immunitaire innée au moment de la vaccination. 

Dans les vaccins, ce rôle est attribué en grande partie aux adjuvants. Les adjuvants sont des 

composants indispensables pour stimuler la réponse immunitaire pour des vaccins inactivés ou 

sous-unitaires par exemple (Sarkar et al., 2019). Il est essentiel de stimuler les réponses 

humorales et/ou cellulaires ad hoc en fonction du pathogène ciblé. Cependant, peu de nouveaux 

adjuvants ou de combinaisons d’adjuvants sont étudiés dans les vaccins équins contre la grippe 

équine et la rhinopneumonie, et la modification d’une formulation vaccinale peut s’avérer 

longue et coûteuse. Parmi ces composés, l’iPPVO a fait l’objet d’études expérimentales chez 

l’espèce cible notamment pour son potentiel immunostimulant (Horohov et al., 2008; Hue et 

al., 2017; Ons et al., 2014). L'utilisation d'un adjuvant supplémentaire, tel que l'iPPVO, 

(Zylexis®, Zoetis®), composé commercialisé en tant qu’immunostimulant, lors de la 

vaccination pourrait être une stratégie intéressante pour améliorer la réponse humorale lors de 

la vaccination contre l'EIV et l'EHV-1. De plus, cette stratégie permettrait répondre rapidement 

aux besoins sur le terrain car l’iPPVO est déjà autorisé en médecine vétérinaire dans de 

nombreux pays. Ce sont ces approches que nous avons étudiées dans ce travail de thèse. 
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Dans un premier temps, afin de mesurer l’effet de l’iPPVO en temps qu’adjuvant 

vaccinal, le modèle de la vaccination contre la grippe équine a été choisi. En effet, afin d’établir 

la preuve de concept du potentiel adjuvant de l’iPPVO, le choix du modèle s’est porté sur un 

vaccin contre la grippe équine, pathogène pour lequel il existe une méthode avec des corrélats 

de protection bien définis en fonction du niveau d’anticorps mesuré. Plusieurs études ont 

démontré la corrélation entre le niveau de protection des chevaux et les taux d'anticorps mesurés 

par SRH (Mumford et al., 1994a, 1994b, 1994c; Newton et al., 2000). Cette méthode permet de 

caractériser avec précision le niveau de protection attendu. Dans cette première étude, le choix 

de la population équine était un élément déterminant à prendre en considération. En l'absence 

d'informations sur l'effet de l'iPPVO sur la réponse anticorps mesurée par le test SRH et pour 

une plus grande robustesse, un groupe de chevaux présentant une faible variabilité et des valeurs 

de SRH suboptimales a été constitué. Un processus de sélection a ensuite permis d’assembler 

deux sous-groupes homogènes où la détection des effets positifs des injections d'iPPVO serait 

possible avec un nombre limité d'animaux. Une précédente étude menée sur des chevaux 

infectés par l’EIV avait montré que l’iPPVO utilisé comme immunostimulant avait augmenté 

la réponse en anticorps chez les chevaux (Lunn and Rush, 2004). Les résultats de notre étude 

montrent pour la première fois que l'iPPVO co-injecté avec le vaccin Equilis prequenza® Te 

augmente significativement le niveau d'anticorps spécifiques de l’EIV lorsqu'il est mesuré par 

le test SRH de 1 à 6 mois après le rappel vaccinal semi-annuel. Le vaccin utilisé dans cette 

étude ne contenait pas de souche Florida Clade 2 mais a induit des niveaux d'anticorps similaires 

lorsqu'il a été testé contre des souches de EIV Florida Clade 1 et Florida Clade 2. Cette 

observation rejoint les études de Paillot et al. (2012) et de Reemers et al. (2020) dans lesquelles 

le vaccin Equilis prequenza® Te conférait une bonne protection clinique contre des souches 

récentes d’EIV (Florida Clade 2) isolées sur le terrain. De manière plus générale, nos résultats 

montrent qu’une vaccination entraînant une protection clinique entraîne, en présence d’iPPVO, 

une protection virologique à plus long terme sur l’ensemble du groupe. Certains chevaux ne 

présentent pas de niveaux d'anticorps suffisants pour assurer une bonne protection clinique et 

peuvent être considérés comme faibles répondeurs à la vaccination (Fougerolle et al., 2019). 

Nos résultats montrent la capacité potentielle de l'iPPVO à augmenter la réponse immunitaire 

chez un cheval faible répondeur. Si elle était confirmée, cette propriété serait intéressante pour 

renforcer la réponse immunitaire des chevaux, afin de limiter le risque lorsque ceux-ci sont 

introduits dans une nouvelle population. En effet, l'introduction de chevaux infectés de manière 

subclinique pourrait être à l'origine d'épizooties telle que celle de 2007 en Australie (Reeve-
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Johnson, 2007; Callinan, 2008). Cette observation renforce l’intérêt de l'utilisation de l'iPPVO 

comme immunostimulant dans le cadre de la vaccination contre l'EI.  

Cette étude a mis en évidence des propriétés intéressantes de l'iPPVO, une substance 

approuvée dans plusieurs pays en tant qu'immunostimulant mais pas, à ce jour, en tant 

qu'adjuvant de vaccin. Il convient de noter que dans ce protocole expérimental, l'iPPVO n'a pas 

été mélangé et co-injecté avec le vaccin, mais administré à proximité du site d'injection du 

vaccin. Nous avons émis l’hypothèse que l'effet de proximité est probablement dû au fait que 

l'iPPVO et les composants du vaccin convergent vers le même ganglion lymphatique drainant.  

Dans un premier temps, afin d’éviter que la combinaison du Zylexis® avec un vaccin à 

plusieurs valences contenant un adjuvant n’entraîne une réaction inflammatoire locale 

importante, le Zylexis® a été administré à la demi-dose des recommandations fournisseur. Il 

serait intéressant de tester si l’augmentation de la dose permet d’augmenter davantage la 

réponse en anticorps sans provoquer de réaction locale ou systémique indésirable. Afin d'élargir 

le panel des substances adjuvantes disponibles sur le marché et de maintenir des vaccins 

efficaces, il serait également justifié d'étudier les effets de l'iPPVO lorsqu'il est directement 

incorporé dans une préparation vaccinale, soit seul, soit en complément d'autres adjuvants. 

 

Sur la base des résultats de cette première étude ((Carnet et al., 2022) ; Article 1) 

établissant la preuve de concept de l’utilisation de l’iPPVO en tant qu’adjuvant pour augmenter 

la réponse en anticorps lors de la vaccination contre la grippe équine, nous avons testé l’effet 

de l’iPPVO sur les anticorps neutralisants contre l’EHV-1 induits lors de la vaccination des 

chevaux (Carnet et al., en rédaction : Article 3). Au cours de cette seconde étude nous avons 

montré pour la première fois que l'iPPVO co-injecté avec le vaccin inactivé Equip EHV-1,4® 

augmentait le taux d'anticorps neutralisant l'EHV-1, un et trois mois après un rappel vaccinal 

semi-annuel. Deux méthodes d'analyse de la réponse humorale ont été utilisées dans cette étude. 

La méthode classique de séroneutralisation, qui est la méthode de référence, et la méthode 

RTNA sur la base des travaux de thèse de Gabrielle Sutton (Sutton, 2021). 

L’iPPVO a permis aux chevaux de conserver un titre en anticorps plus élevé cinq mois après le 

rappel semi-annuel. Cette étude a également montré qu'une majorité de chevaux ne conservait 

pas de titres d'anticorps élevés six mois après un rappel vaccinal annuel ou cinq mois après un 

rappel vaccinal semi-annuel lorsqu'ils étaient vaccinés avec un vaccin inactivé. Des études ont 

montré que le titre en anticorps neutralisant l’EHV-1 commençait à diminuer trois à six mois 

après la vaccination (Heldens et al., 2001a; Minke et al., 2006). Nos résultats sont cohérents 

avec ces données de la littérature et montrent une diminution des titres d'anticorps anti-EHV-1 
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trois et six mois après le rappel vaccinal. D'après nos résultats, il semblerait que les réponses 

humorales des chevaux à la vaccination contre l'EHV-1,4 soient hétérogènes et fortement 

dépendantes de l'individu, ce qui est une limite lorsque les études portent sur un petit nombre 

d'animaux. Cette hétérogénéité de la réponse immunitaire a également été observée dans 

d'autres études réalisées au cours d'une infection expérimentale (Marenzoni et al., 2022; 

Thieulent et al., 2022), ce qui montre la difficulté d'interprétation des résultats au niveau 

individuel. Des divergences ont pu être observées entre les résultats de séroneutralisation 

classique et RTNA. Celles-ci peuvent être dues au fait que les deux méthodes n'utilisent pas les 

mêmes cellules ou la même méthode de calcul. L'effet immunostimulant de l'iPPVO a été testé 

lorsqu'il était administré en co-injection séparée mais proche du vaccin inactivé contre l'EHV-

1,4. Les résultats de cette deuxième étude viennent donc renforcer l’hypothèse selon laquelle 

l’injection d’iPPVO à proximité du site d’injection du vaccin permet aux deux substances de 

converger vers le même ganglion lymphatique drainant. Dans cette étude, la réponse en 

anticorps des chevaux vaccinés était faible (peu de chevaux ont séroconverti dans chaque 

groupe selon les critères établis par l’OMSA). Mais seule la réponse humorale pour l'EHV-1 a 

été mesurée et il pourrait être intéressant de mesurer un potentiel effet sur la réponse cellulaire. 

Enfin, seuls les anticorps anti-EHV-1 ont été étudiés bien qu'un vaccin à deux valences ait été 

utilisé. Il sera intéressant de mesurer la réponse en anticorps neutralisants contre l’EHV-4 et de 

comparer ces résultats avec ceux obtenus pour l’EHV-1 en prenant en compte les possibilités 

de réponses croisées dues au pourcentage d’homologie entre ces deux virus. 

Contrairement ce qui est décrit pour le virus de la grippe équine, il n'existe pas de 

corrélats de protection établis pour les taux d'anticorps lors de la vaccination contre l'EHV-1. 

À ce stade de l'étude, il n'est donc pas possible de déterminer le niveau de protection des 

chevaux et de savoir s'il est différent pour les chevaux ayant reçu l'iPPVO. Un challenge 

vaccinal portant sur la protection des chevaux ayant reçu l'iPPVO au moment de la vaccination 

contre l'EHV-1,4 serait intéressant pour apporter des éléments d’information et tenter d’établir 

des premières données. Le test RTNA utilisé dans notre étude pourrait également, du fait de 

son aspect quantitatif aider à la détermination de ces valeurs. 

Dans l’hypothèse où l’iPPVO aurait un mode d’action général en ciblant les mécanismes 

de l’immunité innée, il serait intéressant de le tester dans des préparations vaccinales, seul ou 

en combinaison avec d’autres adjuvants. Cependant, un tel test demande d’établir une ou 

plusieurs formulations vaccinales. Une nouvelle formulation entraînerait un test préalable 

d’innocuité sur un groupe défini de chevaux avant de tester l’effet de l’iPPVO. La mise au point 

de nouvelles formulations de vaccins s’avère longue et coûteuse. C’est pourquoi notre approche 
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a été de modifier le protocole de vaccination en ajoutant des injections d’iPPVO sous sa forme 

commercialisée lors de la vaccination. Cela peut s’appliquer au vaccin grippe qui est mis à jour 

selon les recommandations de l’OMSA mais également au vaccin herpès qui ne nécessite pas 

ces mises à jour régulières. En effet, la variabilité génétique et antigénique de l'EHV-1 est 

relativement limitée (environ une mutation ponctuelle impliquant une substitution d'un seul 

nucléotide pour 1 000 pb entre les souches Ab4 et V592 de l'EHV-1) (Nugent et al., 2006).  

Cette approche intéressante pour améliorer la protection immunitaire chez les chevaux 

pourrait également s'avérer utile lors d'une épizootie. La multiplication des cas signalés par les 

organismes de surveillance (RESPE et OMSA) ces dernières années témoigne de l'intérêt 

d'augmenter l'immunité de la population équine (AAEP, 2022). En outre, entre 2015 et début 

2017, de nombreux pays européens ont été confrontés à une pénurie de vaccins contre la 

rhinopneumonie (Paillot et al., 2017) et encore récemment avec des restrictions sur l’accès au 

vaccin contre la grippe. Selon nos résultats, l'utilisation de l'iPPVO en association avec la 

vaccination permettrait de renforcer et de maintenir dans la durée l'immunité individuelle et, 

par conséquent, celle du troupeau dans un contexte de pénurie de vaccins. 

Ces deux études réalisées sur l’effet de l’iPPVO en tant qu’adjuvant vaccinal (Article 1 

; Article 3) ont été menées sur une population de juments provenant du même haras (Jumenterie 

du Pin) pour des raisons de disponibilité des modèles d’études. Ces deux études ont chacune 

été menées sur une année, depuis la période de sélection jusqu’à l’analyse de l’effet de l’iPPVO. 

Il serait intéressant de mesurer les effets de l’iPPVO sur les anticorps contre l’EIV et l’EHV-1 

sur une période plus longue au-delà de 6 mois. En reproduisant les conditions expérimentales 

des articles 1 et 3, il serait intéressant de tester d’autres types de vaccins ainsi que la 

combinaison de l’iPPVO avec des vaccins contenants d’autres adjuvants. 

 

Une partie de ce travail a été consacré à l’apport de connaissances sur les mécanismes 

d’action de l’iPPVO. Des variations du niveau d’expression d’ARNm codant différentes 

cytokines ont pu être mises en évidences sous l’effet de l’iPPVO sur modèle de PBMC équins. 

La sécrétion de certaines cytokines dans les mêmes conditions expérimentales à pu être 

démontrée. Ces résultats démontrent l’effet de l’iPPVO sur la réponse innée.  

Les chevaux sont déjà reconnus en tant que modèle d’étude pour plusieurs maladies et 

mécanismes immunitaires humains (Turlej et al., 2001; Seltenhammer et al., 2004; Hodavance 

et al., 2007; Koch and Betts, 2007; Deeg et al., 2007; Bullone and Lavoie, 2016; Karagianni et 

al., 2021), mais les outils disponibles pour étudier la réponse cytokinique chez l'homme sont 

davantage développés. L'utilisation des PBMC humains était donc pertinente pour mieux 
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caractériser la réponse cytokinique entraînée par l'iPPVO et ainsi tenter de mieux comprendre 

ses mécanismes. Nous avons observé certaines similitudes entre les résultats obtenus sur les 

PBMC équins et les PBMC humains. Notre étude a montré que le traitement des PBMC équins 

avec l'iPPVO induit une réponse pro-inflammatoire (IL-6, TNF-α) et anti-inflammatoire (IL-

10) ainsi que l'expression de cytokines clés de l'immunité innée antivirale telles que les IFN de 

type I (IFN-α et -β). Le profil cytokinique sécrété en réponse à la présence d’iPPVO sur les 

PBMC humains a mis en avant des cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et IL-8), anti-

inflammatoire (IL-10) ainsi que les IFN de type 1 et 3 (IFN-α, -β et -λ). Des études antérieures 

avaient montré des résultats similaires avec une augmentation de l'expression des ARNm de 

certaines cytokines telles que le TNF-α, l'IFN-α et l'IFN-β (Friebe et al., 2004; Horohov et al., 

2008; Hue et al., 2017). Notre étude a également permis de mieux caractériser l’activité IFN en 

présence d’iPPVO. Les inhibiteurs de TBK1/IKKε ont totalement bloqué la capacité de l'iPPVO 

à induire l'IFN de type I dans les PBMC humains. Alors que des études ont montré l’implication 

du TLR9 dans la détection de l’iPPVO et dans l’induction d’IFN de type I dans des cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (Siegemund et al., 2009), dans notre étude l’utilisation d’un 

inhibiteur de TLR9 n’a pas inhibé l’induction d’IFN de type I sur des PBMC humains. De 

même, l’inhibition de la voie cGAS-STING n’a pas eu d’effet sur la réponse à l’iPPVO. Il serait 

donc intéressant de tester d’autres voies pouvant être mises en jeu par l’iPPVO et capables 

d’induire la réponse IFN. Une hypothèse est que TLR4 serait impliqué comme le suggèrent les 

résultats de Friebe et al. qui impliquent CD14, le cofacteur de TLR4, dans la réponse des 

monocytes à l’iPPVO (Friebe et al., 2004). Au vu des résultats observés sur les modèles 

humains et équins, il serait intéressant d’étudier des conditions similaires sur des PBMC équins 

afin de caractériser davantage le rôle de la réponse IFN chez le cheval. 

 

Ce travail a été facilité dans sa réalisation par la disponibilité du test SRH et des corrélats 

de protection pour le suivi des anticorps neutralisants contre l’EIV et ceci à constitué la première 

étape de preuve de concept. Une autre partie de ce projet consistait à développer une méthode 

de séroneutralisation de l’EIV mesurée par impédancemétrie. Surveiller le statut immunitaire 

de la population équine est essentiel pour aider à prévenir l’apparition d’épizooties. Une 

méthode d'analyse cellulaire en temps réel avec l’appareil xCELLigence® a été utilisée pour 

détecter les changements morphologiques induits par l'infection par l'EIV dans les cellules 

MDCK. Nous avons montré que la souche A/equine/Jouars/4/2006 infectait les cellules MDCK. 

Un modèle similaire a été développé pour étudier les infections par le virus de la grippe humaine 

A (H1N1) (Tian et al., 2012). Les auteurs ont montré que l'analyse RTCA du virus de la grippe 



239 
 

A mettait en évidence différentes cinétiques d'infection entre différentes souches malgré des 

caractéristiques cliniques similaires. Ils ont ainsi montré que la méthode RTCA utilisée pour la 

grippe humaine permettait d'analyser la virulence des souches in vitro (Tian et al., 2012). 

L'analyse in vitro de l'infectivité de plusieurs souches du virus de la grippe équine n'a pas été 

réalisée dans cette étude mais il serait intéressant de poursuivre ces travaux en particulier en 

étudiants des virus des différents clades.  

Cette technologie a également été utilisée pour mesurer les anticorps neutralisants contre 

différents pathogènes : poxvirus (Witkowski et al., 2010), entérovirus humains (Teng et al., 

2013), grippe humaine (Tian et al., 2012) et EHV-1 (Sutton, 2021).  Le test développé est basé 

sur les valeurs de Cell Index et les pourcentages d’aires sous la courbe (% AUC). La 

concordance observée dans le cadre de ce travail entre les valeurs de %AUC et les titres de 

SRH suggère que le système peut être utilisé pour quantifier avec précision les titres d'anticorps. 

Notre étude a été réalisée avec un faible nombre de sérums présentant un titre faible ce qui 

pourrait, à l’avenir, modifier le niveau de cette correspondance et les valeurs seuils définies 

avec cette méthode de séroneutralisation en temps réel. Il serait intéressant de tester un plus 

grand nombre d'échantillons présentant de faibles taux d'anticorps mais l'obtention de ce type 

d'échantillons est rendue difficile par le taux élevé de chevaux vaccinés en France (>86% ; 

Fougerolle et al., 2019). Cependant, cette première approche basée sur l’utilsation de sérums 

non dilués est adaptée pour tester un grand nombre d'échantillons à la fois. Nous avons pu 

établir un seuil (%AUC : 71%) pour discriminer les chevaux protégés des chevaux non 

protégés. Cette première approche ne nécessite qu'un faible volume de sérum et pourrait être 

intéressante pour le dépistage de nombreux échantillons en seulement 72 heures et avec peu de 

manipulation. Ceci pourrait présenter un intérêt lors de grandes manifestations équestres 

comme les championnats internationaux ou encore les jeux olympiques. 

Une seconde approche, plus précise, car basée sur les données de plusieurs dilutions de 

chaque sérum permet de calculer un titre de neutralisation (NT50). Une corrélation a pu être 

établie entre les valeurs de SRH et de NT50. Cependant, comme expliqué précédemment, il 

serait intéressant de poursuivre cette étude en criblant un plus grand nombre de sérums. Il est 

probable qu'en augmentant le nombre de sérums, il sera possible de définir plus précisément les 

seuils de protection. Kinsley et al. ont montré que l'utilisation d'un test de séroneutralisation est 

moins discriminant que le test SRH et il est de ce fait plus difficile de corréler ce type de données 

avec la protection clinique ou virologique (Kinsley et al., 2020). Bien que cette étude soit basée 

sur l'utilisation d'un pseudovirus et non d'un virus EIV comme réalisé dans la présente étude, 

les résultats pourraient être similaires ce qui expliquerait que certains sérums caractérisés (au 
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seuil clinique et au seuil virologique par SRH) apparaissent en dehors des zones de seuils 

déterminés par impédancemétrie. La corrélation observée dans notre étude est en accord avec 

les rapports précédents sur l'EIV montrant que les taux d’anticorps mesurés par les tests SRH 

et HI sont fortement corrélés avec les niveaux d'anticorps neutralisants (Morley et al., 1995; 

Scott et al., 2016; Kinsley et al., 2020). L'optimisation de la définition des seuils de protection 

est importante pour le développement des méthodes de séroneutralisation du virus de la grippe 

équine et pour l'application à de futures études (Scott et al., 2016; Kinsley et al., 2020). 

Cette méthode qui présente l’avantage d’être automatisée et à haut débit serait également 

très utile pour confirmer l'immunogénicité des espèces cibles des vaccins anti-EIV. 

Actuellement, la réponse humorale induite par la vaccination EIV est caractérisée par la mesure 

des anticorps inhibiteurs de l'hémagglutination (anti-HA) et/ou des anticorps fixant le 

complément (SRH). Peu de données sont disponibles sur l'induction d'anticorps neutralisant le 

virus EIV qui inhibent l'infection cellulaire. Cette nouvelle méthode d'analyse à haut débit de 

la réponse des anticorps neutralisants l'EIV pourrait élargir le panel des méthodes d'étude des 

anticorps contre la grippe équine.  

 

Ce travail de thèse a en définitive contribué à faire progresser la recherche dans le 

domaine de la vaccination en santé équine en proposant une amélioration des protocoles 

vaccinaux pour renforcer la réponse immunitaire humorale contre la grippe équine et la 

rhinopneumonie. Les deux études menées chez l’espèce cible ont permis de démontrer que 

l’ajout d’iPPVO sous sa forme commerciale au moment de la vaccination augmente la réponse 

immunitaire humorale des chevaux. L’ajout d’un adjuvant dans une seringue séparée ouvre de 

nouvelles perspectives pour améliorer les protocoles vaccinaux des chevaux. Bien que cette 

étude n’ait testé l’effet de l’iPPVO que sur deux vaccins : un vaccin inactivé contre l’EIV 

adjuvanté à base d’ISCOM et un vaccin inactivé contre l’EHV-1/4 adjuvanté avec des 

carbomères, des tests sur d’autres types de vaccins contenant des adjuvants différents, 

permettraient de proposer un plus large éventail de vaccins avec lesquels l’iPPVO serait 

efficace. Cette approche originale pourrait également être testée dans d’autres espèces animales.  
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Amélioration des protocoles vaccinaux contre la grippe équine et la rhinopneumonie : apport de 

l’iPPVO en tant qu’adjuvant dans le modèle équin – nouvelle approche de la mesure des 

anticorps neutralisants 
 

Mots Clés : Equidés, EIV, EHV-1, iPPVO, anticorps neutralisants, vaccination, adjuvant, impédancemétrie, SRH. 
 

Résumé  

 

Les virus influenza équin (EIV) et herpèsvirus équin-1 (EHV-1) sont fréquemment décrits dans de 

nombreux pays et sont deux pathogènes endémiques au sein de la population équine française. Ces maladies 

infectieuses ont d’importantes conséquences aussi bien au niveau santé et bien-être animal qu’en terme d’impact 

économique. La lutte contre ces virus repose essentiellement sur la mise en place de mesures préventives telles 

que la vaccination. Malgré cela, les épizooties d’EIV et d’EHV-1 sont régulièrement observées en France et dans 

le monde. Les anticorps neutralisants, synthétisés en réponse à l’infection ou après immunisation, représentent une 

ligne de défense majeure. L’amélioration des vaccins et l’enrichissement du panel d’outils de mesure des anticorps 

neutralisants peuvent constituer un apport stratégique dans la lutte contre ces virus. Afin d’améliorer l’efficacité 

de la réponse vaccinale en amplitude et dans le temps, l’utilisation d’adjuvants constitue une des voies de recherche 

prometteuse. Ce travail de thèse a consisté, dans un premier temps, à établir la preuve de concept de l’utilisation 

de l’iPPVO en tant qu’adjuvant innovant in vivo chez le cheval dans le cadre de la vaccination contre l’EIV. Pour 

cela, les anticorps ont été mesurés par SRH, méthode pour laquelle des corrélats de protection sont associés au 

taux d’anticorps mesuré. L’ajout d’iPPVO lors de la vaccination a permis d’augmenter significativement le niveau 

d’anticorps contre l’EIV ainsi que le niveau de protection des chevaux jusqu’à 6 mois après l’immunisation. Dans 

un second temps, une méthode de mesure des anticorps anti-EIV faisant appel à l’impédancemétrie a été 

développée afin d’enrichir les méthodes actuelles et faciliter l’analyse à haut débit. Cette méthode de 

séroneutralisation a présenté une bonne corrélation avec les valeurs de titres SRH. Une seconde étude a testé, le 

potentiel adjuvant de l’iPPVO in vivo chez le cheval dans un modèle de vaccination contre l’EHV-1,4. La réponse 

en anticorps mesurée par séroneutralisation a été augmentée jusqu’à 5 mois suivant l’immunisation. Enfin, des 

résultats préliminaires sur le mécanisme d’action de l’iPPVO sur les cellules mononucléées du sang périphérique 

a permis de mettre en évidence l’importance de la réponse interféron.  
 

Improving vaccine protocols against equine influenza and rhinopneumonitis: contribution of 

iPPVO as an adjuvant in the equine model - new approach to measuring neutralising antibodies 

 

Keywords: Equids, EIV, EHV-1, iPPVO, neutralising antibodies, vaccination, adjuvant, impedancemetry, SRH. 
 

Abstract 
 

Equine influenza virus (EIV) and equine herpesvirus-1 (EHV-1) are frequently described in many 

countries and are two endemic pathogens in the French equine population. These infectious diseases have 

important consequences both in terms of animal health and welfare and in terms of economic impact. The fight 

against these viruses is essentially based on the implementation of preventive measures such as vaccination. 

Despite this epizootics of EIV and EHV-1 are regularly declared in France and throughout the world. Neutralising 

antibodies, synthesised in response to infection or after immunisation, represent the main line of defence against 

these viruses. Improved vaccines and a wider range of tools to measure neutralising antibodies can be a valuable 

strategy in the fight against these viruses. In order to improve the efficacy of the vaccine response, both in 

magnitude and duration, the use of adjuvants is one way to improve immunogenicity. This thesis consisted, in the 

first instance, in establishing the proof of concept of the use of iPPVO as an innovative adjuvant in vivo in horses 

in the context of vaccination against EIV. For this purpose, antibodies were measured by SRH, a method for which 

the correlates of protection are well defined. The addition of iPPVO at vaccination significantly increased the 

antibody level to EIV and protection in horses up to 6 months after immunisation. In a second step, a new method 

for measuring EIV antibodies in serum based on impedancemetry was developed to improve on current methods 

and facilitate high throughput analysis. This neutralisation test correlated well with SRH test. Another study was 

performed, which demonstrated the adjuvant potential of iPPVO in horses during vaccination against EHV-1,4.  

The antibody response measured by serum neutralisation increased up to 5 months after immunisation. Finally, 

preliminary results on the mechanism of action of iPPVO on peripheral blood mononuclear cells demonstrated the 

importance of the interferon. 
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